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AEE: agentes estimuladores de la eritropoyesis 

Alo-TPH: trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos 
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BMO: biopsia de médula ósea 

CC: citogenética convencional 
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1. NEOPLASIAS HEMATOLÓGICAS 

Las neoplasias hematológicas son enfermedades malignas del sistema hematopoyético que 

pueden afectar a la médula ósea, sangre periférica y tejidos linfáticos. En las neoplasias 

hematológicas, alguno de los elementos de la hematopoyesis se ve afectado por un proceso 

maligno.  

Constituyen un grupo de enfermedades muy heterogéneo que se divide en dos grandes grupos 

en función del linaje celular afectado: las neoplasias linfoides y las neoplasias mieloides. La 

introducción de esta tesis se focalizará en las neoplasias mieloides y, más concretamente, en 

la leucemia mielomonocítica crónica (LMMC), motivo de estudio de la presente tesis. 

 Hematopoyesis 

La hematopoyesis es el mecanismo fisiológico responsable de la formación y desarrollo de las 

células del sistema hematopoyético, constituido por la sangre periférica (SP), la médula ósea 

(MO), los ganglios linfáticos, el bazo y el timo.  

Durante la etapa embrionaria y fetal, la hematopoyesis constituye primero un fenómeno 

extraembrionario para acabar luego asentándose en el embrión, en el hígado y el bazo 

inicialmente y en la MO definitivamente. Durante los primeros años de vida la MO activa (médula 

roja) se localiza en todos los huesos y gradualmente es reemplazada por tejido medular inactivo 

(médula amarilla o grasa). La expansión del tejido hematopoyético finaliza en la infancia. En el 

adulto, la hematopoyesis se desarrolla en la MO de los huesos planos, como el esternón, las 

vértebras, la pelvis y las costillas (Woessner and Florensa, 2006). La MO permite el 

anidamiento, crecimiento y diferenciación de las células hematopoyéticas. Está regulada por 

mecanismos muy complejos, que incluyen interacciones de las células entre sí, con el 

microambiente, con factores de crecimiento y con la matriz extracelular. 

El proceso de renovación de las células sanguíneas y del sistema inmune se mantiene gracias 

a una pequeña población de células madre hematopoyéticas, pluripotentes, localizadas en la 

MO. Estas células tienen la capacidad de auto renovarse para mantener el suministro de las 

progenies a largo plazo y, a la vez, tienen la capacidad de diferenciarse para dar lugar a los 

distintos linajes hematopoyéticos (Ogawa, 1993). La mayoría de células madre se encuentran 

en una fase quiescente del ciclo celular y solo unas pocas células están activas, dando lugar a 

la renovación de las diferentes células del sistema hematopoyético (Lajtha, 1963). La célula 

madre hematopoyética se conoce también como “unidad formadora de colonias linfoide 

mieloide” (lymphoid myeloid colony forming unit, CFU-LM), por su capacidad de producir in vitro 

colonias de células de los linajes mieloide y linfoide. La CFU-LM da lugar a las células 

progenitoras mieloide (CFU-M) y linfoide (CFU-L). A su vez, estas células progenitoras 

pluripotentes dan lugar a otras poblaciones comprometidas irreversiblemente hacia la 
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diferenciación de los distintos linajes (Figura 1). Cada tipo celular se desarrolla en un ambiente 

concreto de la médula, llamado nicho, formado por distintos elementos del microambiente 

medular que intervienen en el proceso de diferenciación celular y que, además, ofrecen a la 

célula un soporte físico (Woessner and Florensa, 2006).  

 

Figura 1. Esquema de la hematopoyesis. Adaptación de Woessner y Florensa (Woessner and 

Florensa, 2006). 

La mielopoyesis es el mecanismo de generación y desarrollo de los elementos del linaje 

mieloide, constituido por las series eritroblástica, megacariocítica, granulopoyética y 

monocítica, así como por las células de la matriz ósea. La célula progenitora mieloide, 

estimulada por el microambiente, da lugar a diferentes tipos de células progenitoras mono o 

bipotentes, comprometidas hacia cada uno de los linajes mieloides: CFU-E (eritrocitos), CFU-

Meg (megacariocitos), CFU-GM (granulocitos y monocitos), CFU-G (granulocitos), CFU-M 

(macrófagos), CFU-Ba (basófilos) y CFU-Eos (eosinófilos) (Figura 1). El compartimento de las 

células progenitoras es el responsable de reconstruir el sistema hematopoyético cuando éste 

sufre un daño o agresión. Bajo la influencia de diferentes estímulos, las células progenitoras 

dan lugar a células cada vez más diferenciadas, denominadas precursores hematopoyéticos. A 

su vez, éstas acaban dando lugar a las distintas células sanguíneas (eritrocitos, plaquetas, 

neutrófilos, basófilos, eosinófilos, monocitos, macrófagos y células dendríticas) (Woessner and 

Florensa, 2006). 
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 Neoplasias mieloides 

Las neoplasias mieloides incluyen todos aquellos desórdenes clonales que afectan a las 

células involucradas en el proceso de la mielopoyesis. Las neoplasias mieloides se clasifican 

según los criterios de la Clasificación de Tumores Hematopoyéticos y Tejidos Linfoides de la 

Organización Mundial de la Salud (OMS), publicada por primera vez en el año 2001 (OMS 2001) 

y actualizada posteriormente en 2008 (OMS 2008) y 2016 (OMS 2016) (Jaffe et al., 2001; 

Swerdlow et al., 2008; Arber et al., 2016). Esta clasificación de las neoplasias hematológicas se 

basa en la morfología de la MO y la SP y, en algunos casos, en alguna característica genética 

específica.  

De acuerdo con la clasificación de la OMS 2008, utilizada en esta tesis, las neoplasias mieloides 

se dividen en cinco categorías principales. 

A) Las neoplasias mieloproliferativas (NMP) son enfermedades clonales de las células 

madre hematopoyéticas caracterizadas por la proliferación, en MO o SP, de una o más líneas 

mieloides (granulocítica, eritroide, megacariocítica y mastocítica). Las NMP se caracterizan por 

presentar hipercelularidad en la MO con maduración hematopoyética efectiva y un número 

aumentado de granulocitos, eritrocitos y/o plaquetas en SP. La esplenomegalia y la 

hepatomegalia (agrandamiento del bazo y del hígado) son comunes, causadas por la 

proliferación anormal de células hematopoyéticas. Pueden cursar con un grado variable de 

mielofibrosis y en su evolución tienen el potencial de sufrir una progresión de la enfermedad y 

un fallo medular debido a la mielofibrosis, la hematopoyesis inefectiva o la transformación a una 

fase blástica aguda, caracterizada por la presencia de ≥20% de blastos en MO o SP. Las NMP 

se subdividen en siete categorías:  

 Leucemia mieloide crónica BCR-ABL1 positiva (LMC) 

 Leucemia neutrofílica crónica 

 Policitemia vera (PV) 

 Mielofibrosis primaria (MFP) 

 Trombocitemia esencial (TE) 

 Leucemia eosinofílica crónica 

 Mastocitosis 

 Neoplasia mieloproliferativa, inclasificable  

B) Las neoplasias mieloides y linfoides con eosinofilia y alteraciones de los genes 

PDGFRA, PDGFRB o FGFR1 constituyen tres grupos de enfermedades raras muy específicas 

que resultan de la formación de un reordenamiento cromosómico que involucra uno de estos 

tres genes: PDGFRA, PDGFRB o FGFR1. Este reordenamiento genera un gen de fusión que 

codifica para una tirosina quinasa aberrante. Se caracterizan por presentar eosinofilia, que 

puede derivarse de un clon mieloide neoplásico, o ser reactiva como consecuencia de la 
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liberación de citoquinas por parte de linfocitos T reactivos o clonales. Estos tres desórdenes 

suelen presentarse como NMP aunque también, con una frecuencia variable, pueden 

manifestarse como una neoplasia linfoide. 

C) Las neoplasias mielodisplásicas/mieloproliferativas (SMD/NMP) son desórdenes 

clonales que comparten rasgos clínicos, morfológicos y de laboratorio, característicos tanto de 

los síndromes mielodisplásicos (SMD) como de las NMP. Se caracterizan, generalmente, por 

presentar una MO hipercelular debido a la proliferación de uno o más linajes mieloides. Esta 

proliferación puede ser efectiva en algunos linajes, dando lugar a un número aumentado de 

células circulantes que pueden ser morfológica y/o funcionalmente displásicas. 

Simultáneamente, uno o más linajes distintos pueden presentar una hematopoyesis ineficiente, 

dando lugar, además, a la aparición de citopenias (reducción del número de células en sangre 

por debajo de la normalidad). Las SMD/NMP incluyen cuatro subcategorías:   

 Leucemia mielomonocítica crónica (LMMC) 

 Leucemia mieloide crónica atípica (LMCa) 

 Leucemia mielomonocítica juvenil (LMMJ) 

 Neoplasia mielodisplásica/mieloproliferativa inclasificable (SMD/NMP-I) 

D) Los síndromes mielodisplásicos (SMD) son un grupo heterogéneo de enfermedades 

clonales que afectan a las células madre hematopoyéticas y se caracterizan por la presencia 

de una o más citopenias en SP, displasia en una o más líneas mieloides, hematopoyesis 

ineficaz y un riesgo aumentado de evolución a leucemia mieloide aguda (LMA). Se caracterizan, 

en la mayoría de los casos, por una simultánea proliferación y una apoptosis aumentada de las 

células hematopoyéticas, que dan lugar a una MO normo o hipercelular y que contribuye al 

desarrollo de las citopenias. La displasia puede ir acompañada por un aumento de mieloblastos 

en SP y/o MO, siempre por debajo del 20%. Es un grupo de entidades muy hetérogeneo a tanto 

a nivel clínico, como morfológico y genético. El curso biológico de algunos subtipos de SMD 

puede ser prolongado, indolente y con una incidencia muy baja de progresión a LMA. Aun así, 

la mayoría de SMD se caracterizan por un fallo progresivo de la MO y un elevado riesgo de 

evolución a LMA (presencia de ≥20% de blastos en MO o SP). Los SMD se dividen en siete 

subgrupos:  

 Citopenia refractaria con displasia unilínea 

 Anemia refractaria con sideroblastos en anillo (ARSA) 

 Citopenia refractaria con displasia multilínea 

 Anemia refractaria con exceso de blastos (AREB) 

 Síndrome mielodisplásico con del(5q) aislada 

 Síndrome mielodisplásico inclasificable 

 Síndrome mielodisplásico infantil 
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E) La leucemia mieloide aguda (LMA) es una hemopatía que resulta de la expansión 

clonal de los blastos mieloides en SP, MO u otros tejidos, y en la que uno o más linajes mieloides 

pueden estar afectados. Es una enfermedad heterogénea a nivel clínico, morfológico y genético. 

El requisito para el diagnóstico de la LMA es la presencia de ≥20% de blastos y/o 

monoblastos/promonocitos y/o megacarioblastos en SP o MO. La LMA se puede diagnosticar 

también con <20% blastos siempre y cuando haya una de las siguientes anomalías 

cromosómicas asociadas: t(8;21)(q22;q22), inv(16)(p13.1q22), t(16;16)(p13.1;q22) o 

t(15;17)(q22;q12). En la categoría de la OMS 2008 de la LMA y neoplasias de precursores 

relacionadas, se distinguen las siguientes entidades:  

 LMA con anomalías genéticas recurrentes 

 LMA con cambios relacionados con la mielodisplasia 

 Neoplasias mieloides relacionadas con la terapia 

 Leucemia mieloide aguda no categorizable 

2. LEUCEMIA MIELOMONOCÍTICA CRÓNICA 

La leucemia mielomonocítica crónica (LMMC) es una enfermedad clonal de las células 

madre hematopoyéticas que comparte rasgos propios de los SMD y las NMP. Por definición, la 

LMMC se caracteriza por presentar monocitosis persistente en SP y menos de un 20% de 

blastos en SP y MO (Arber et al., 2016). Como otras neoplasias mieloides, presenta una 

hematopoyesis clonal con una diferenciación mieloide anormal. En la LMMC, la diferenciación 

mieloide puede ser displásica, dando lugar a citopenias (neutropenia, anemia y/o 

plaquetopenia), proliferativa, dando lugar a leucocitosis, o una mezcla de ambas. La 

monocitosis siempre está presente y, en algunos casos, puede observarse un aumento de los 

precursores monocíticos (monoblastos y promonocitos) (Figura 2).  

La LMMC es un desorden clonal que progresa a través de las etapas clásicas de la 

tumorogénesis: 1) iniciación de un proceso clonal promovido por una alteración genética inicial 

que confiere a una célula una ventaja proliferativa; 2) expansión del clon, que en algunos casos 

puede ir acompañada de un aumento en la apoptosis (hematopoyesis ineficaz, característica 

de la variante displásica) y en otros da lugar a un mayor número de células circulantes 

(hematopoyesis eficaz, característica de la variante mieloproliferativa); 3) transformación 

maligna caracterizada por un aumento de células blásticas con una final evolución a LMA (≥20% 

de blastos en MO y/o SP) (Aul et al., 1998) (Figura 2).  

Hay evidencias que indican que la enfermedad podría emerger en las células hematopoyéticas 

adultas a través de una acumulación de lesiones en el ADN que son edad-dependiente y que, 

de forma estocástica, dan lugar a esa alteración fundadora que conferirá una ventaja 

proliferativa a la célula (Itzykson and Solary, 2013; Mason et al., 2016). 
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Figura 2. Diferencias en la diferenciación mieloide en la LMMC displásica, la LMMC proliferativa 

y la transformación a LMA.  
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 Contexto histórico 

El origen histórico de la LMMC va ligado al de los SMD, ya que inicialmente ésta se clasificó 

como un subtipo de SMD. Durante la primera mitad del siglo XX se utilizaron términos como 

"anemia refractaria", "anemia preleucémica", "preleucemia" o "leucemia aguda quiescente" para 

describir aquellas entidades caracterizadas por anemia en presencia de diseritropoyesis 

medular que,  en algunos casos, acababan desarrollando una leucemia aguda (Rhoads, 1938; 

Hamilton-Paterson, 1949; Block et al., 1953; Rheingold et al., 1963). En el año 1974, se 

utilizaron los términos "leucemia mielomonocítica subaguda" y "leucemia mielomonocítica 

crónica" para describir algunos casos que presentaban monocitosis acompañada de citopenias 

en las líneas eritroide y/o megacariocítica y displasia en una o más líneas mieloides (Miescher 

and Farguet, 1974; Sexauer et al., 1974).  

En el año 1976, el grupo cooperativo Franco-Americano-Británico (FAB) propuso el término 

"Síndromes mielodisplásicos", en una reunión cuyo objetivo era proporcionar una terminología 

uniforme para aquellas neoplasias mieloides que presentaban características solapantes, como 

los SMD y las LMA. En aquella reunión se definieron los SMD como aquel grupo de 

enfermedades con características comunes a las LMA pero con un curso subagudo o crónico. 

Estos desórdenes se asociaban a alguna alteración en la maduración de alguna de las tres 

líneas mieloides dando lugar a citopenias. Además, tenían un riesgo aumentado de infección y 

hemorragia, pero no necesariamente progresaban a LMA. De acuerdo con esta definición, se 

definieron dos subtipos de SMD: la AREB y la LMMC (Bennett et al., 1976). En 1982, gracias a 

la revisión de un gran número de casos, el grupo FAB pudo expandir y refinar la definición de 

los SMD y proponer cinco categorías que se han seguido utilizado en la práctica clínica: anemia 

refractaria (AR), ARSA, LMMC, AREB y AREB en transformación (AREB-T) (Bennett et al., 

1982; Bennett, 2013). 

Posteriormente, los SMD fueron definidos por la OMS, gracias a un proyecto en colaboración 

entre la Asociación Europea de Hematopatología y la Sociedad Americana de Hematopatología. 

El objetivo de este proyecto fue establecer un consenso en la clasificación de las neoplasias 

hematológicas, tanto mieloides como linfoides. En esta clasificación, por primera vez, se 

integraron datos genéticos en los cirterios diagnósticos, además de las características clínicas, 

morfológicas e inmunofenotípicas. 

Esta clasificación se publicó oficialmente en el año 2001 (Jaffe et al., 2001) y fue revisada y 

actualizada en 2008 (Swerdlow et al., 2008) y en 2016 (Arber et al., 2016). Fue ya en la primera 

clasificación propuesta por la OMS cuando la LMMC se separó de los SMD y se incluyó en un 

nuevo grupo de entidades mixtas, denominado SMD/NMP (Jaffe et al., 2001). Ya que la LMMC 

puede presentar un curso clínico tanto mielodisplásico como mieloproliferativo, ésta y otras 

entidades tenían mejor cabida en este grupo de enfermedades con características solapantes 

entre los SMD y las NMP.  
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 Epidemiología y etiología 

La LMMC es una enfermedad poco frecuente y relacionada con edades avanzadas. Se 

desconoce la incidencia exacta de la LMMC, pero, de acuerdo con diversos estudios publicados 

en poblaciones europeas y americanas, se estima en menos de 1 caso por 100.000 

habitantes/año. Esta incidencia se incrementa hasta 2,5 casos por 100.000 habitantes/año en 

personas mayores de 70 años. La LMMC afecta mayoritariamente a varones, con una ratio de 

1,5-3:1, y la media de edad al diagnóstico se sitúa en torno a los 71-74 años (Phekoo et al., 

2006; Rollison et al., 2008; Osca-Gelis et al., 2012; Dinmohamed et al., 2015; Guru Murthy et 

al., 2016; Patnaik and Tefferi, 2016). 

La etiología de la LMMC y los mecanismos responsables de su iniciación se desconocen, pero 

según su origen podemos distinguir entre: 

 LMMC primaria o de novo: sin historia conocida de exposición previa a quimioterapia 

o radioterapia.  

 LMMC secundaria a tratamiento (tLMMC): ha recibido, previamente, tratamiento con 

quimioterapia citotóxica o radiación ionizante. El grupo de tLMMC constituye 

aproximadamente un 10% de todas las LMMC. Estos casos presentan, generalmente, 

una historia previa de cáncer, mayoritariamente neoplasias linfoides, cáncer de próstata 

y cáncer de mama (Takahashi et al., 2013). Se han identificado varios factores 

implicados en el desarrollo de la tLMMC y de otras neoplasias mieloides secundarias, 

como los agentes alquilantes, los inhibidores de la Topoisomerasa II, algunos 

antimetabolitos e inmunomoduladores y la radioterapia. Solo una pequeña proporción 

de los pacientes que han estado expuestos a estos agentes desarrollan una neoplasia 

mieloide secundaria, lo que sugiere que el huésped podría presentar una predisposición 

al potencial leucemogénico de estos factores (Czader and Orazi, 2009). En los pocos 

estudios focalizados en la tLMMC se ha visto que las características demográficas y 

hematológicas no difieren significativamente de la LMMC primaria. En cambio, los 

pacientes con tLMMC suelen presentar alteraciones citogenéticas de peor riesgo y un 

pronóstico adverso, con una supervivencia inferior a la de los casos con LMMC primaria 

y un mayor riesgo de progresión a LMA. (Takahashi et al., 2013; Subari et al., 2015). 

 Características clínicas 

La presentación clínica de la LMMC es muy variable y abarca desde pacientes asintomáticos 

hasta pacientes con presencia de síntomas y necesidad de tratamiento. Comparte 

características clínicas tanto con los SMD como con las NMP (Figura 3). La clínica suele ser 

consecuencia de las citopenias en la variante mielodisplásica y de la leucocitosis, el estado 

hipercatabólico y la afección extramedular en la variante mieloproliferativa. Los principales 
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síntomas incluyen la astenia, pérdida de peso, fiebre y sudación nocturna. Además, la 

esplenomegalia y hepatomegalia son comunes en los pacientes con leucocitosis (Bastie et al., 

2012; Xicoy et al., 2012). 

 

Figura 3. Principales características clínicas de la LMMC. 

El curso clínico de la LMMC puede permanecer estable durante muchos años, mientras que 

hay pacientes con una enfermedad rápidamente progresiva desde el diagnóstico o durante la 

evolución. Esta progresión suele manifestarse por una intensificación de las citopenias en la 

variante mielodisplásica, dando lugar a infecciones y complicaciones hemorrágicas, y por un 

aumento de la leucocitosis y del tamaño del bazo en la variante mieloproliferativa (Xicoy et al., 

2012). La anemia, trombocitopenia, leucocitosis y la presencia de blastos o precursores 

mieloides en MO y/o SP son factores biológicos asociados con un pronóstico desfavorable en 

los pacientes con LMMC (Bastie et al., 2012). La mediana de supervivencia global (SG) varía 

entre los 12 y los 24 meses y disminuye al aumentar la edad (Xicoy et al., 2012; Guru Murthy 

et al., 2016). De acuerdo con un estudio epidemiológico realizado en Estados Unidos, la SG en 

pacientes con LMMC ha mejorado en el periodo 2007-2013 comparado con el periodo 2003-

2006 (Guru Murthy et al., 2016). 

La transformación blástica o progresión a LMA (presencia de ≥20% de blastos y/o 

promonocitos) es la principal causa de muerte de la LMMC. La incidencia de transformación a 

LMA de la LMMC varía según las series y se encuentra entre el 15-30%, independientemente 

de la edad (Patnaik et al., 2015a, 2015b). 

La LMMC se ha asociado con enfermedades autoinmunes e inflamatorias sistémicas. Según 

las pocas series descritas en pacientes con LMMC, la incidencia de estas enfermedades es del 

10-20% (Peker et al., 2015; Grignano et al., 2016; Mekinian et al., 2016; Zahid et al., 2016). Las 

enfermedades más frecuentes incluyen la vasculitis sistémica, la artritis inflamatoria, las 

enfermedades del tejido conectivo, la trombocitopenia inmune primaria o el síndrome de Sweet, 

entre otras. Algunos estudios han demostrado que los pacientes con LMMC asociados a este 

tipo de enfermedades presentan características biológicas de riesgo adverso, como un mayor 
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número de blastos, leucocitosis y alteraciones citogenéticas de alto riesgo (Grignano et al., 

2016; Mekinian et al., 2016). Aun así, ningún estudio ha demostrado que la presencia de estas 

enfermedades se asocie a una menor SG o a un mayor riesgo de progresión a LMA (Peker et 

al., 2015; Grignano et al., 2016; Mekinian et al., 2016; Zahid et al., 2016). 

 Diagnóstico 

2.4.1. Diagnóstico y clasificación 

El proceso diagnóstico de la LMMC incluye una revisión citomorfológica de la SP y del aspirado 

de MO, complementada con un estudio citogenético en MO. El resultado de estos estudios se 

integra con los datos clínicos (anamnesis y exploración física) y adicionalmente puede 

suplementarse con estudios inmunofenotípicos y/o moleculares. 

2.4.1.1. Morfología e histología 

La sangre periférica de la LMMC se caracteriza por presentar monocitosis persistente de más 

de 1x109/L (puede llegar a exceder de 80x109/L), generalmente con más de un 10% de 

monocitos en el porcentaje leucocitario. La morfología de los monocitos puede ser heterogénea, 

con monocitos más o menos maduros y/o displásicos. Algunos casos presentan también 

neutrofilia y eosinofilia. La anemia está presente en la mitad de los pacientes, pero es 

generalmente moderada, con normocitosis o macrocitosis. La trombocitopenia está presente en 

un 40% de los casos, aproximadamente, y puede ser moderada o grave. La disgranulopoyesis 

está presente en la LMMC, aunque es menos evidente en la variante mieloproliferativa. 

Además, la SP puede revelar, en algunos casos, hiperuricemia, niveles aumentados de vitamina 

B12 en plasma, niveles aumentados de lisozima en suero y hipergammaglobulinemia policlonal 

(Woessner and Florensa, 2006; Swerdlow et al., 2008; Itzykson et al., 2013a). 

El aspirado de médula ósea (AMO) es hipercelular en más del 75% de los casos, con marcada 

hiperplasia granulocítica. Los monocitos suelen estar aumentados, pero de forma moderada. 

Además del aumento de la serie granulopoyética y monocítica, puede registrarse también un 

aumento de precursores eritroides con formas en anillo. El porcentaje de blastos y/o 

promonocitos es inferior al 20%. Pueden observarse cambios displásicos en una o más líneas 

mieloides. Un 80% de los pacientes presentan dismegacariopoyesis, con micromegacariocitos 

o formas anormalmente lobuladas y con una hipercondensación anómala de la cromatina, 

denominada cromatina en clumping. Además, se puede detectar un grado variable de 

mielofibrosis hasta en un 30% de los pacientes (Woessner and Florensa, 2006; Swerdlow et al., 

2008; Itzykson et al., 2013a).  

La biopsia de médula ósea (BMO) es generalmente hipercelular, con hiperplasia y displasia 

granulocítica y, en la mayoría de los casos, dismegacariopoyesis. Puede haber un aumento de 



Introducción 

25 

 

los monocitos pero es generalmente difícil de apreciar, por lo que, a diferencia del AMO, se 

requieren estudios inmunohistoquímicos que ayuden en la identificación de los monocitos y sus 

precursores (Swerdlow et al., 2008). La BMO no es estrictamente necesaria para el diagnóstico 

de la LMMC, pero puede resultar útil en AMOs hipocelulares o asociados a fibrosis medular. En 

un 30% de los casos se observa un aumento leve o moderado en la cantidad de fibras de 

reticulina (Maschek et al., 1992). Un 20% de los pacientes presentan agrupaciones de células 

mononucleadas compuestos de células maduras plasmocitoides dendríticas (Orazi et al., 2006). 

También pueden observarse cuerpos apoptóticos, generalmente dentro de histiocitos que 

presentan un patrón que se conoce como cielo estrellado (Swerdlow et al., 2008). 

2.4.1.1. Clasificación FAB 

La clasificación FAB es el resultado del primer consenso de expertos para la clasificación de 

los SMD. A pesar de sus limitaciones, principalmente debidas al hecho de que solamente tiene 

en cuenta datos morfológicos para diagnosticar estas enfermedades, esta clasificación sigue 

utilizándose. En la propuesta del grupo FAB de 1982 se distinguían cinco tipos de SMD, siendo 

la LMMC uno de ellos. Ésta se definía por la presencia de monocitosis en sangre periférica 

(>1x109/L), frecuentemente asociada con un incremento de granulocitos inmaduros, y por un 

porcentaje de blastos inferior al 20% en MO y al 5% en SP (Tabla 1) (Bennett et al., 1982). 

Tabla 1. Clasificación de los SMD del grupo FAB (Bennett et al., 1982) 

Subtipo de 
SMD 

Blastos en 
SP (%) 

Blastos en MO (%) 
Monocitos 

en SP 
Sideroblastos en 
anillo en MO (%) 

AR <1 <5 <1x109/L <15 

ARSA <1 
<5 

sin bastones de Auer 
<1x109/L ≥15 

AREB <5 
5-19 

sin bastones de Auer 
<1x109/L Indiferente 

AREB-T >5 
20-29 

sin bastones de Auer 
<1x109/L Indiferente 

LMMC <5 ≤20 >1x109/L Indiferente 

Abreviaturas: AR: anemia refractaria; AREB: anemia refractaria con exceso de blastos; AREB-T: AREB 

en transformación; ARSA: anemia refractaria con sideroblastos en anillo; FAB: Franco-Americano-

Británico; LMMC: leucemia mielomonocítica crónica. 

En 1994, una nueva propuesta publicada por el grupo distinguió por primera vez dos subtipos 

de LMMC. Esta distinción se basaba en el recuento absoluto de leucocitos y el punto de corte 

se estableció en 13x109/L. De esta forma se pretendía distinguir entre aquellos pacientes que 

presentaban un curso clínico más parecido al de los SMD (variante mielodisplásica, LMMC-MD; 

leucocitos en SP <13x109/L) y aquellos más parecidos a una NMP (variante mieloproliferativa, 
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LMMC-MP; leucocitos en SP ≥13x109/L) (Bennett et al., 1994) (Tabla 2). Aunque diferentes 

estudios demostraron que la leucocitosis era un factor de riesgo adverso, por aquel entonces 

no había suficiente evidencia de que el punto de corte propuesto por el grupo FAB fuese 

suficientemente relevante a nivel pronóstico o biológico (Germing et al., 1998, 2002; Nösslinger 

et al., 2001; Voglová et al., 2001; González-Medina et al., 2002; Onida et al., 2002). 

Posteriormente, estudios en diversas series de LMMC han demostrado que la LMMC-MP es un 

factor pronóstico independiente de riesgo adverso y que se asocia con una SG inferior y un 

mayor riesgo de evolución a LMA (Breccia et al., 2004; Adès et al., 2013; Such et al., 2013; 

Cervera et al., 2014). 

2.4.1.2. Clasificación de la OMS 

En la primera clasificación propuesta por la OMS en 2001 la LMMC se reclasificó en una 

categoría independiente, los SMD/NMP, junto con otras tres entidades (Jaffe et al., 2001). Por 

primera vez, una clasificación integraba en el diagnóstico datos genéticos. A partir de este 

momento fue necesario complementar el estudio citomorfológico de SP y MO con un estudio 

citogenético en MO. Por citogenética se detecta un cariotipo normal en el 70-75% de las LMMC, 

así como alteraciones no específicas en el resto de los casos (Such et al., 2011; Itzykson et al., 

2013b; Tang et al., 2014). Las características citogenéticas de la LMMC se detallan en el 

apartado 2.6. 

Los criterios diagnósticos de la LMMC propuestos en la OMS 2001 no han sufrido cambios 

en las revisiones de la OMS de 2008 y 2016 (Jaffe et al., 2001; Swerdlow et al., 2008; Arber et 

al., 2016). Éstos incluyen: 

 Monocitosis persistente en sangre periférica (>1x109/L) 

 Ausencia del cromosoma Filadelfia (resultante de la translocación entre los 

cromosomas 9 y 22) o del gen de fusión BCR-ABL1 

 Ausencia de reordenamientos de PDGFRA y PDGFRB 

 Menos de 20% de blastos (mieloblastos, monoblastos y promonocitos) en MO y SP 

 Displasia en una o más líneas mieloides. Si la mielodisplasia no es convincente, puede 

establecerse el diagnóstico de LMMC si se cumplen uno de los siguientes criterios: a) 

presencia de una alteración citogenética o molecular adquirida en las células 

hematopoyéticas; b) persistencia de la monocitosis durante al menos 3 meses sin 

evidencia de ninguna otra causa de monocitosis. 

En la OMS 2001 la LMMC se dividió en dos subtipos en función del porcentaje de blastos en 

MO y/o SP (Jaffe et al., 2001). La LMMC-1 se caracterizaba por presentar <10% de blastos en 

MO o <5% en SP, mientras que la LMMC-2 se definía por la presencia de 10-19% de blastos 

en MO o 5-19% en SP (Tabla 2). Los pacientes con mayor número de blastos presentarían, en 

principio, un peor pronóstico y un mayor riesgo de progresión a LMA. El valor pronóstico de esta 

subdivisión ha sido validado en numerosas series de pacientes con LMMC (Onida et al., 2002; 

Germing et al., 2004, 2007; Adès et al., 2013; Such et al., 2013). La clasificación LMMC-1/2 fue 
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mantenida en la revisión de la OMS de 2008 (Swerdlow et al., 2008). Años después, Germing 

y cols. propusieron una nueva categorización de la LMMC, en la cual la LMMC-1 se dividía a su 

vez en dos subgrupos (LMMC-0 y LMMC-1) (Schuler et al., 2014). A raíz de la evidencia del 

valor pronóstico de la nueva reclasificación, ésta fue incorporada en la revisión de la OMS de 

2016, que incluye tres categorías: LMMC-0 (<5% de blastos en MO o <2% en SP), LMMC-1 (5-

9% de blastos en MO o 2-4% en SP) y LMMC-2 (10-19% de blastos en MO o 5-19% en SP) 

(Arber et al., 2016) (Tabla 2). 

Tabla 2. Clasificación de la LMMC de acuerdo con las propuestas del grupo FAB y de la OMS 

(Bennett et al., 1994; Jaffe et al., 2001; Swerdlow et al., 2008; Arber et al., 2016) 

Clasificación  Grupo  Subtipo 
Leucocitos 

en SP 
Blastos 
en MO 

Blastos 
en SP 

FAB SMD  
LMMC-MD <13x109/L   

LMMC-MP ≥13x109/L   

OMS 2001/2008 SMD/NMP  
LMMC-1  <10% <5% 

LMMC-2  10-19% 5-19% 

OMS 2016 SMD/NMP  

LMMC-0  <5% <2% 

LMMC-1  5-9% 2-4% 

LMMC-2  10-19% 5-19% 

Abreviaturas: FAB: grupo Franco-Americano-Británico; MO: médula ósea; NMP: neoplasias 

mieloproliferativas; OMS: Organización Mundial de la Salud; LMMC: leucemia mielomonocítica crónica; 

SMD: síndromes mielodisplásicos; SP: sangre periférica. 

2.4.2. Diagnóstico diferencial 

El diagnóstico diferencial de la LMMC es complejo. Durante este proceso deben descartarse 

tanto aquellas neoplasias mieloproliferativas que presenten características citomorfológicas 

similares a la LMMC, como cualquier otra causa maligna o no maligna de monocitosis. 

En primer lugar, tanto la LMMC como el resto de neoplasias clasificadas en el grupo de 

SMD/NMP deben distinguirse claramente de una NMP que a lo largo de su evolución desarrolle 

mielodisplasia y mielopoyesis ineficaz. La esplenomegalia, leucocitosis y mielofibrosis que 

presentan algunos pacientes con la variante mieloproliferativa de la LMMC, pueden dificultar el 

diagnóstico en estos casos.  

La distinción entre LMMC y LMC se basa en la citogenética y la biología molecular, por la 

ausencia en la LMMC del cromosoma Filadelfia y del reordenamiento BCR-ABL1. Los 

reordenamientos de los genes PDGFRA y PDGFRB deberían descartarse también, 

especialmente en pacientes con eosinofilia. Los reordenamientos de estos genes pueden 
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asociarse a la presencia de monocitosis y displasia en MO, pero debido a la alta tasa de 

respuesta de estos pacientes al tratamiento con el inhibidor de tirosina quinasa imatinib, se 

clasifican en un grupo diferenciado de la OMS dentro de las neoplasias mieloides.  

Dentro de los SMD/NMP, el diagnóstico diferencial con la LMCa es el más difícil, ya que ésta 

es una entidad poco definida y que se diferencia morfológicamente de la variedad 

mieloproliferativa de la LMMC por la presencia de un mayor porcentaje de precursores 

mieloides inmaduros, menor número de monocitos en SP y rasgos displásicos más acusados 

(Figura 4) (Woessner and Florensa, 2006; Swerdlow et al., 2008; Xicoy et al., 2012; Patnaik et 

al., 2014a; Padron et al., 2015; Patnaik and Tefferi, 2016). 

 

Figura 4. Algoritmo diagnóstico de la LMMC. Adaptación de Patnaik y cols. (Patnaik and Tefferi, 

2016). 
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La displasia tan sutil que presentan algunos pacientes con LMMC y la elevada proporción de 

casos con cariotipo normal, suponen una dificultad añadida en el proceso diagnóstico de la 

LMMC. Por ello, en todos los casos de sospecha de LMMC, pero especialmente en estos 

últimos, es imprescindible descartar cualquier otra causa posible de monocitosis, incluyendo 

infecciones, inflamación u otras enfermedades malignas (Figura 4). Entre las causas no 

malignas más comunes de monocitosis se encuentran las infecciones crónicas (tuberculosis, 

listeriosis, brucelosis, endocarditis), las enfermedades autoinmunes (artritis reumatoide, lupus 

eritematoso sistémico), las parasitosis con fenómenos de macrofagia (paludismo, 

leishmaniasis), la fase de recuperación de una infección aguda (generalmente viral) y la 

regeneración medular tras una quimioterapia (Woessner and Florensa, 2006; Swerdlow et al., 

2008; Xicoy et al., 2012; Patnaik et al., 2014a; Padron et al., 2015; Patnaik and Tefferi, 2016). 

 Características inmunofenotípicas 

El diagnóstico de la LMMC no incluye criterios inmunofenotípicos, pero este tipo de estudios 

pueden realizarse como complemento durante el proceso diagnóstico y pueden ser útiles en el 

diagnóstico diferencial. 

Las células de la SP y la MO de la LMMC generalmente expresan marcadores mielomonocíticos 

esperados, como CD33 y CD13, con expresión variable de CD14, CD68 y CD64 (Swerdlow et 

al., 2008). Los monocitos de la LMMC suelen presentar fenotipos aberrantes, como una 

disminución en la expresión de CD14, que refleja una inmadurez monocítica, una 

sobreexpresión de CD56, una expresión aberrante de CD2 o una expresión disminuida de HLA-

DR, CD13, CD15, CD64 o CD36 (Xu et al., 2005; Swerdlow et al., 2008). Un porcentaje 

aumentado de células CD34+ o la presencia de una población blástica emergente con un 

inmunofenotipo aberrante se han asociado a la transformación a LMA (Woodlock et al., 1994). 

Mediante citometría de flujo multiparamétrica, la LMMC y la LMA monocítica presentan patrones 

de expresión antigénica solapantes, especialmente cuando las células monocitopoyéticas 

presentan una forma inmadura pero sin una clara apariencia blástica, o cuando la suma de los 

blastos y los promonocitos es cercana al 20% (Swerdlow et al., 2008). Un ejemplo es la co-

expresión aberrante de CD56. Sin embargo, algunos estudios han reportado diferencias 

significativas entre estas dos entidades en la expresión de algunos antígenos, como una mayor 

expresión de CD2 o una mayor proporción de células granulopoyéticas CD45+ en la LMMC 

(Gorczyca, 2004; Subirá et al., 2008).  

Los estudios inmunofenotípicos también pueden ayudar a distinguir entre la LMMC y la 

monocitosis reactiva. Xu y cols. demostraron que la expresión aberrante de dos o más 

antígenos mieloides era significativamente más frecuente en la LMMC que en la monocitosis 

reactiva, y que la combinación de una expresión aberrante de CD56 con una expresión 

disminuida de un antígeno mieloide (HLA-DR, CD13, CD15 o CD36) era específica de las 
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células monopoyéticas de la LMMC (Xu et al., 2005). Selimoglu-Buet y cols. diseñaron un 

ensayo de citometría de flujo multiparamétrica que se basaba en la distinción de tres clases de 

monocitos (clásicos, CD14+/CD16-, intermedios, CD14+/CD16+ y no clásicos, CD14bajo/CD16+) 

y que permitía distinguir entre la LMMC y la monocitosis reactiva u otros tipos de neoplasias 

hematológicas (Selimoglu-Buet et al., 2015). En este estudio, los pacientes con LMMC 

mostraban un aumento significativo en la fracción de monocitos clásicos (punto de corte de 

94%), que permitía distinguirlos con el resto de condiciones con una especificidad y una 

sensibilidad superiores al 95 y al 90%, respectivamente. 

 Características citogenéticas 

2.6.1. Perfil citogenético 

La citogenética convencional estudia la apariencia microscópica de los cromosomas y 

permite la detección de anomalías numéricas y estructurales. El perfil citogenético de la LMMC 

se conoce gracias a diversos estudios publicados desde finales de la década de los 90 (Germing 

et al., 1998, 2004; Nösslinger et al., 2001; Voglová et al., 2001; Onida et al., 2002; Solé et al., 

2005; Haase et al., 2007; Such et al., 2011; Wassie et al., 2014; Tang et al., 2014) (Figura 5).  

La LMMC presenta un cariotipo normal en el 70-75% de los casos. Las anomalías 

cromosómicas detectadas en estos pacientes no son específicas de la LMMC y pueden 

encontrarse en otras neoplasias, especialmente en los SMD. Las alteraciones más frecuentes 

son la trisomía 8, las anomalías del cromosoma 7 (monosomía 7 y deleción de 7q), la pérdida 

del cromosoma Y y el cariotipo complejo (≥3 alteraciones independientes) (Figura 5). 

 

Figura 5. Distribución de las alteraciones citogenéticas en pacientes con LMMC 
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En la Tabla 3 se resumen las características citogenéticas de las series más largas publicadas 

en pacientes con LMMC (Onida et al., 2002; Haase et al., 2007; Such et al., 2011; Wassie et 

al., 2014; Tang et al., 2014). 

Tabla 3. Características citogenéticas de las cuatro series más largas publicadas en LMMC 

 
Onida et al., 

2002 
(n=205); % 

Haase et al., 
2007 

(n=272); % 

Such et al., 
2011 

(n=414); % 

Tang et al., 
2014 

(n=417); % 

Wassie et al., 
2014 (n=409); 

% 

Cariotipo 
normal 

67,0 63,0 73,0 70,0 72,0 

der(3q)  -  -  -   -  2,2 

del(5q) 1,4 1,5 0,7  -  1,0 

del(7q)/-7 7,8 8,5 1,4 5,5 3,9 

+8 6,3 6,6 7,2 6,2 6,6 

del(12p) 1,0 -  -   -  1,0 

del(20q) 1,0 <1 0,7 2,6 2,2 

+21 1,0 -  -   -  2,2 

-Y  -  - 4,3 3,8 5,6 

Cariotipo 
complejo 

6,3 4,4 2,9 6,0 3,2 

 

La mayoría de pacientes con LMMC presenta un cariotipo normal, aunque clínicamente este 

subgrupo citogenético presenta características muy heterogéneas. La trisomía 8 suele 

presentarse de forma aislada y se detecta entre un 6-8% de pacientes con LMMC. Esta 

alteración se detecta también en un porcentaje variable de pacientes con otras hemopatías: 

SMD/NMP (5-20%), SMD (5-8%), NMP (1-10%) y LMA (10%) (Bench et al., 2001; Solé et al., 

2005; Haase et al., 2007; Swerdlow et al., 2008; Grimwade et al., 2010; Cazzola et al., 2011; 

DiNardo et al., 2014; Wang et al., 2014). Las anomalías del cromosoma 7 (monosomía 7 y 

deleción intersticial de 7q) se han descrito entre un 2-9% de pacientes con LMMC y se detectan 

tanto de forma aislada como dentro de cariotipo complejos. Estas alteraciones son recurrentes 

también en pacientes con SMD (5-10% en SMD de novo y hasta 50% en SMD secundarios), 

NMP (1-4%) y LMA (5-8%) y se asocian a un curso clínico desfavorable (Bench et al., 2001; 

Solé et al., 2005; Haase et al., 2007; Grimwade et al., 2010; Schanz et al., 2012). La pérdida 

del cromosoma Y afecta a un 4-6% de pacientes con LMMC. El significado de esta alteración 

es controvertido, ya que se detecta en un gran número de neoplasias, pero también se ha 
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descrito en personas sanas de edad avanzada, como fenómeno asociado al envejecimiento 

(Pierre and Hoagland, 1972; Guttenbach et al., 1995). Aun así, la frecuencia de esta alteración 

es significativamente superior en pacientes con neoplasias hematológicas (Zhang et al., 2007). 

Por último, el cariotipo complejo, definido por la presencia de 3 o más alteraciones citogenéticas 

independientes, se detecta en un 3-8% de pacientes con LMMC (Onida et al., 2002; Haase et 

al., 2007; Tang et al., 2014). 

2.6.2. Valor pronóstico de la citogenética 

Desde finales de los años 90 diversos estudios han investigado el papel pronóstico de la 

citogenética en la LMMC. Los primeros estudios incluían series de pacientes con SMD y LMMC. 

Sin embargo, los resultados de éstos eran poco aplicables a la LMMC debido al reducido 

número de pacientes con esta entidad y a la heterogeneidad de las series (Greenberg et al., 

1997; Solé et al., 2000, 2005; Haase et al., 2007). El grupo del M.D. Anderson Cáncer Center 

fue el primero en evaluar el impacto pronóstico de las alteraciones citogenéticas de forma 

específica en la LMMC, pero fue incapaz de encontrar una correlación independiente entre la 

citogenética y la supervivencia (Onida et al., 2002).  

El primer estudio en demostrar el valor pronóstico de la citogenética en la LMMC fue publicado 

en 2011 por el Grupo Español de SMD (GESMD) en una serie de 414 pacientes. Such y cols. 

demostraron que las alteraciones citogenéticas tenían valor pronóstico en la enfermedad y, por 

ello, propusieron la primera estratificación pronóstica citogenética específica para pacientes con 

LMMC (Tabla 4) (Such et al., 2011). En esta clasificación, denominada CMML-specific 

cytogenetic risk classification, se distinguían tres grupos de pacientes que presentaban 

diferencias en la SG y el riesgo de progresión a LMA: 

 Bajo riesgo: cariotipo normal, pérdida aislada del cromosoma Y 

 Riesgo intermedio: resto de alteraciones 

 Alto riesgo: trisomía 8, anomalías del cromosoma 7, cariotipo complejo 

Más adelante, en un estudio realizado por el M.D. Anderson Cancer Center en 417 pacientes 

con LMMC, Tang y cols. confirmaron el valor pronóstico de la clasificación del grupo español, 

pero propusieron trasladar la trisomía 8 al grupo de riesgo intermedio. En esta serie, el grupo 

de alto riesgo presentaba marcadas diferencias internas en la SG, principalmente debido a que 

los pacientes con trisomía 8 presentaban una supervivencia muy similar a la del grupo de riesgo 

intermedio. Trasladando estos casos al grupo intermedio, los tres grupos pronósticos quedaban 

mejor definidos (Tabla 4) (Tang et al., 2014).  

Poco después, el grupo de la Clínica Mayo demostró que el cariotipo monosómico, definido 

como la presencia 2 monosomías o 1 monosomía más ≥1 alteraciones estructurales, tenía un 

impacto pronóstico negativo en la LMMC (Alsahlawi et al., 2015). A raíz de esta evidencia, un 

grupo cooperativo entre la Clínica Mayo y el Grupo Francés de SMD reevaluó el papel de la 

citogenética en la LMMC, publicando una nueva clasificación con tres nuevos grupos de riesgo 
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(Tabla 4). El grupo de bajo riesgo era muy similar al del grupo español e incluía los pacientes 

con cariotipo normal, pérdida aislada del cromosoma Y o con un cromosoma derivativo 3 como 

alteración única. El grupo de alto riesgo lo conformaban los pacientes con cariotipos complejos 

o cariotipos monosómicos. El resto de alteraciones se incluían en el grupo de riesgo intermedio 

(Wassie et al., 2014). 

Tabla 4. Clasificaciones citogenéticas con valor pronóstico propuestas en la LMMC 

 
Such et al., 2011 

(n=414) 
Tang et al., 2014 

(n=417) 
Wassie et al., 2014 

(n=409) 

Bajo riesgo 
Cariotipo normal 
 -Y aislado 
 

Cariotipo normal  
-Y aislado 
 

Cariotipo normal  
-Y aislado 
der(3q) aislado 

Riesgo 
intermedio 

Resto de anomalías Resto de anomalías Resto de anomalías 

Alto riesgo 
Cariotipo complejoa 

-7/del(7q) 
+ 8 

Cariotipo complejo 
-7/del(7q) 
 

Cariotipo complejo 
Cariotipo monosómicob 
 

aEl cariotipo complejo se define como la presencia de 3 o más alteraciones. 
bEl cariotipo monosómico se define como la presencia de 2 monosomías o 1 monosomías más 1 o más 
alteraciones estructurales. 

Más adelante, en otro estudio publicado por Tang y cols., en el que analizaron muestras 

secuenciales de pacientes con LMMC, se demostró que no solo la presencia de determinadas 

anomalías al diagnóstico confería un pronóstico determinado. En este estudio vieron que la 

adquisición de anomalías citogenéticas durante el curso de la enfermedad, que tiene lugar en 

un 20-30% de los pacientes con LMMC, también tenía impacto pronóstico y se asociaba a una 

menor supervivencia libre de leucemia. (Tang et al., 2015). 

 Mutaciones somáticas 

El conocimiento de la biología molecular de la LMMC y de otras neoplasias hematológicas ha 

avanzado considerablemente gracias al desarrollo, en la primera década del siglo XXI, de 

técnicas moleculares como los microarrays genómicos y la secuenciación del ADN.  

Las primeras mutaciones somáticas descritas en la LMMC afectaban a genes de la familia RAS 

(Hirsch-Ginsberg et al., 1990). Las mutaciones de RAS se descubrieron en la década de los 80 

y se detectan en numerosos tumores sólidos y neoplasias hematológicas (Bos, 1989). A pesar 

de este descubrimiento, pasaron muchos años hasta que no se describieron nuevas mutaciones 

en la LMMC, y fue gracias a la combinación de microarrays genómicos, para la identificación 

de regiones candidatas, con técnicas de secuenciación clásica. De esta forma se identificaron 
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mutaciones somáticas en la LMMC en genes como RUNX1, CBL, TET2, ASXL1 y EZH2 

(Dunbar et al., 2008; Gelsi-Boyer et al., 2008, 2009; Delhommeau et al., 2009; Ernst et al., 

2010). Poco después, la secuenciación de genomas y exomas mediante técnicas de 

secuenciación masiva permitió identificar nuevas mutaciones en genes como DNMT3A, SRSF2, 

U2AF1 y SETBP1 (Jankowska et al., 2009; Ley et al., 2010; Yoshida et al., 2011a; Piazza et al., 

2013). La rápida expansión de la secuenciación masiva permitió secuenciar, de forma dirigida, 

paneles de genes relacionados con neoplasias mieloides en grandes series de pacientes con 

LMMC, dando así a conocer el perfil molecular de esta entidad.  

Gracias a este tipo de estudios se sabe que ≥90% de pacientes con LMMC presenta mutaciones 

somáticas (Meggendorfer et al., 2012; Itzykson et al., 2013b; Patnaik et al., 2016a). Aunque 

ninguna de ellas es específica de la enfermedad, las mutaciones en TET2, ASXL1 o SRSF2 

afectan aproximadamente a la mitad de pacientes y se detectan en un porcentaje mayor al de 

otras neoplasias hematológicas (Gelsi-Boyer et al., 2010; Grossmann et al., 2011; 

Meggendorfer et al., 2012). Las mutaciones de estos tres genes suelen corresponder a eventos 

ancestrales dominantes o co-dominantes (Patel et al., 2017). Las mutaciones en la LMMC 

afectan principalmente a genes involucrados en los siguientes mecanismos: reguladores 

epigenéticos (TET2, ASXL1, EZH2, IDH1/2, DNMT3A, UTX, SUZ12), maquinaria de splicing 

(SRSF2, U2AF1, ZRSR2, SF3B1), vías de señalización (NRAS, KRAS, CBL, JAK2, PTPN11, 

FLT3) y otros mecanismos (RUNX1, SETBP1, STAG2, CSF3R, TP53, NPM1) (Tabla 5, Figura 

6) (Bastie et al., 2012; McCullough and Patnaik, 2015; Patnaik and Tefferi, 2016).  

Varios estudios han identificado mutaciones somáticas en personas sanas de edad avanzada 

en genes como TET2, DNMT3A, ASXL1, JAK2, SF3B1 y TP53, algunos de los cuales son muy 

frecuentes en la LMMC (Genovese et al., 2014; Jaiswal et al., 2014; Xie et al., 2014). Mason y 

cols. propusieron un modelo en el que la LMMC aparecería cuando un número suficiente de 

mutaciones relacionadas con la edad se hubiera adquirido de forma estocástica, sugiriendo que 

la LMMC representaría la conversión leucémica de un sistema hematopoyético sesgado, con la 

edad, hacia un linaje mielomonocítico (Mason et al., 2016). 

Existen principalmente dos tipos de mutaciones del ADN, las mutaciones puntuales o cambios 

de un nucleótido (single nucleotide variants, SNVs) o las pequeñas inserciones y deleciones 

(indels). En función del efecto que estas mutaciones tienen en la secuencia de la proteína 

correspondiente, se clasifican en: silenciosas (no tienen ningún efecto en la proteína), missense 

(SNVs que generan un cambio de aminoácido), nonsense (SNVs que generan un codón de 

STOP o de terminación de la proteína), frameshift (indels que generan un cambio en la pauta 

de lectura) e inframe (indels que no generan un cambio en la pauta de lectura). 
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Figura 6. Incidencia de las mutaciones somáticas descritas en pacientes con LMMC 

Tabla 5. Frecuencia de las mutaciones somáticas descritas en la LMMC 

Gen Localización Frecuencia Gen Localización Frecuencia 

TET2 4q24 50-60% STAG2 Xq25 10% 

ASXL1 20q11.21 40-50% SETBP1 18q12.3 4-9% 

SRSF2 17q25.1 30-50% ZRSR2 Xp22.2 4-8% 

RUNX1 21q22.12 10-30% SF3B1 2q33.1 6% 

NRAS 1p13.2 10-20% PTPN11 12q24.13 4% 

CBL 11q23.3 8-18% KDM6A Xp11.3 4% 

KRAS 12p12.1 5-13% FLT3 13q12.2 3-4% 

EZH2 7q36.1 5-12% CSF3R 1p34.3 3-4% 

IDH2 15q26.1 4-10% TP53 17p13.1 1-3% 

U2AF1 21q22.3 4-10% NPM1 5q35.1 1-3% 

DNMT3A 2p23.3 2-10% SUZ12 17q11.2 1% 

JAK2 9p24.1 1-10% IDH1 2q33 <1% 
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2.7.1. Reguladores epigenéticos 

El término epigenética se usa generalmente para hacer referencia a los cambios en la expresión 

génica que tienen lugar sin la alteración de la secuencia codificante del ADN. Los cambios 

epigenéticos que se han descrito en la leucemogénesis caen principalmente en una de las 

siguientes categorías: cambios en la metilación del ADN o alteraciones en el patrón de 

modificación de las histonas (Chen et al., 2010). El mecanismo de la metilación de las islas 

CpG, localizadas principalmente en las regiones promotoras de los genes, es esencial en el 

control de la transcripción génica. La metilación de estos clusters de dinucleótidos CpG se 

asocia con una disminución en la expresión del gen correspondiente. En la LMMC, se han 

descrito mutaciones en varios genes reguladores de la metilación del ADN (TET2, DNMT3A, 

IDH1/2) (Bastie et al., 2012; Patnaik and Tefferi, 2016). Las histonas son proteínas que 

contribuyen al empaquetamiento del ADN en la cromatina y que almacenan información 

epigenética a través de modificaciones post-transcripcionales como la acetilación, metilación y 

fosforilación de determinados residuos (Esteller, 2008). Estas modificaciones están catalizadas 

por un grupo de enzimas, algunos de los cuales se encuentran mutados en la LMMC (ASXL1, 

EZH2, UTX, SUZ12) (Bastie et al., 2012; Patnaik and Tefferi, 2016). 

TET2: el gen TET2, localizado en 4q24, codifica para un miembro de la familia de proteínas 

TET (TET1, TET2 y TET3), cuya actividad enzimática cataliza la conversión de la 5-metil-

citosina a 5-hidroximetil-citosina (Ito et al., 2010). Delhoemmeau y cols. identificaron por primera 

vez mutaciones de TET2 en pacientes con diferentes neoplasias mieloides (SMD, NMP, 

SMD/NMP y LMA), asociadas a la pérdida de heterocigosidad de la región 4q24. Estas 

mutaciones pueden ser de tipo missense, nonsense y frameshift y afectan a todos los exones 

del gen (Delhommeau et al., 2009). Poco después se demostró que esta proteína jugana un 

papel importante en la mielopoyesis y que las mutaciones en el gen daban lugar a la disrupción 

de su actividad enzimática, favoreciendo la tumorogénesis mieloide (Ko et al., 2010). Las 

mutaciones de TET2 afectan al 50-60% de pacientes con LMMC, siendo la neoplasia 

hematológica donde estas mutaciones ocurren con mayor frecuencia (Kosmider et al., 2009; 

Smith et al., 2010; Pérez et al., 2012; Itzykson et al., 2013b; Patnaik et al., 2016b). De hecho, 

en modelos murinos, las mutaciones de TET2 dan lugar al desarrollo de una neoplasia con un 

fenotipo similar al de la LMMC (Li et al., 2011; Moran-Crusio et al., 2011). El significado 

pronóstico de las mutaciones de TET2 en pacientes con LMMC ha sido evaluado en numerosos 

estudios. Aunque algunos primeros estudios reportaron resultados poco concluyentes 

(Kosmider et al., 2009; Gelsi-Boyer et al., 2010; Smith et al., 2010), la mayoría de trabajos 

apuntan a un posible impacto beneficioso de estas mutaciones, asociándose a características 

clínico-biológicas de bajo riesgo y a una SG superior (Tabla 6) (Kohlmann et al., 2010; Itzykson 

et al., 2013b; Cui et al., 2015; Patnaik et al., 2016a, 2016b). Las mutaciones de TET2 se han 

asociado también a una mayor tasa de respuesta al tratamiento con agentes hipometilantes en 

pacientes con SMD y LMMC (Bejar et al., 2014). 
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ASXL1: el gen ASXL1 se localiza en 20q11.21 y codifica para una proteína nuclear 

reguladora de la transcripción y la cromatina, que actúa mediante la interacción con el complejo 

represivo polycomb (PRC2) y con activadores y represores de la transcripción (Gelsi-Boyer et 

al., 2012). Las mutaciones de ASXL1 se describieron por primera vez en un estudio realizado 

por Gelsi-Boyer y cols. en pacientes con LMMC y SMD (Gelsi-Boyer et al., 2009). La mayoría 

de estas mutaciones son de tipo nonsense o frameshift y afectan principalmente al exón 12 del 

gen, dando lugar a una proteína truncada en el extremo C-terminal (Gelsi-Boyer et al., 2009; 

Boultwood et al., 2010; Abdel-Wahab et al., 2011a). Algunos estudios sugieren que estas 

mutaciones conllevan la pérdida de marcas epigenéticas, promoviendo así la oncogénesis 

mediante la desregulación de la transcripción (Abdel-Wahab et al., 2012; Balasubramani et al., 

2015). Aunque las mutaciones de ASXL1 no son específicas para la LMMC, ésta es la neoplasia 

hematológica que presenta un mayor porcentaje de pacientes con este tipo de mutaciones, 

detectándose entre un 40-50% de los pacientes (Gelsi-Boyer et al., 2010; Braun et al., 2011; 

Jankowska et al., 2011; Itzykson et al., 2013b; Patnaik et al., 2013a). De hecho, la presencia de 

mutaciones de ASXL1 en pacientes con SMD de bajo riesgo se ha asociado a la progresión a 

LMMC (Valencia-Martinez et al., 2017). Los pacientes con LMMC y mutaciones en ASXL1 

presentan características clínicas de riesgo adverso (leucocitosis, mayor número de blastos y 

enfermedad extramedular), así como una SG inferior y un mayor riesgo de transformación a 

LMA (Gelsi-Boyer et al., 2010; Itzykson et al., 2013b; Patnaik et al., 2014b, 2016a; Cui et al., 

2015, 2016; Elena et al., 2016). Las mutaciones en ASXL1 han sido las únicas que, en varios 

estudios, han demostrado tener un valor pronóstico independiente en el análisis multivariado 

(Tabla 6). Por este motivo las mutaciones de ASXL1 han sido las primeras en ser incorporadas 

en los índices pronósticos de la LMMC que incluyen datos moleculares (Itzykson et al., 2013b; 

Patnaik et al., 2014b; Elena et al., 2016). 

EZH2: el gen EZH2, localizado en 7q36.1, codifica para la subunidad catalítica del complejo 

PRC2 (formado también por las proteínas SUZ12 y EED). Este complejo tiene actividad histona 

metiltransferasa y su diana es la lisina 27 de la histona H3 (H3-K27). La metilación de la H3-

K27 es una marca de la cromatina comúnmente asociada al silenciamiento de genes de 

diferenciación (Simon and Lange, 2008). Ernst y cols. describieron por primera vez las 

mutaciones de EZH2, asociadas a pacientes con neoplasias mieloides y disomía uniparental 

(pérdida de heterocigosidad) en el cromosoma 7q (Ernst et al., 2010). En este estudio se vio 

que los pacientes con mayor frecuencia de mutaciones en EZH2 correspondían a SMD/NMP y 

MFP, seguidos de pacientes con SMD. Estas mutaciones pueden ser de tipo missense, 

nonsense y frameshift y provocan una pérdida en la función de la proteína, que actúa como un 

gen supresor de tumores (tumor suppressor gene, TSG) en las neoplasias mieloides (Ernst et 

al., 2010). Las mutaciones de EZH2 afectan al 5-12% de pacientes con LMMC (Ernst et al., 

2010; Abdel-Wahab et al., 2011a; Grossmann et al., 2011; Jankowska et al., 2011; 

Meggendorfer et al., 2012; Itzykson et al., 2013b; Elena et al., 2016). En cuanto al valor 
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pronóstico de estas mutaciones en la LMMC, Grossmann y cols. reportaron una asociación con 

una SG inferior, similar a lo que está descrito en pacientes con SMD (Tabla 6) (Bejar et al., 

2011; Grossmann et al., 2011). Sin embargo, la mayoría de trabajos no han encontrado ninguna 

correlación, principalmente debido al limitado número de casos mutados incluidos en las series 

(Jankowska et al., 2011; Meggendorfer et al., 2012; Itzykson et al., 2013b; Elena et al., 2016). 

DNMT3A: el gen DNMT3A se encuentra en 2p23.3 y codifica para un enzima con actividad 

metiltransferasa. Las metiltransferasas DNMT1, DNMT3A y DNMT3B catalizan la adición de un 

grupo metil en el residuo de citosina de los dinucleótidos CpG, jugando un papel en la regulación 

de la expresión génica. Se ha descrito que DNMT3A es un componente importante en el 

mantenimiento de la metilación de los dominios activos de los cromosomas (Raddatz et al., 

2012). Las mutaciones de DNMT3A se identificaron por primera vez al secuenciar el exoma de 

pacientes con LMA (Ley et al., 2010). Poco después se describieron, en menor frecuencia, en 

pacientes con SMD, LMMC y MFP (Abdel-Wahab et al., 2011b; Jankowska et al., 2011; Walter 

et al., 2011). Estas mutaciones son de tipo missense y nonsense, se concentran en el dominio 

metiltransferasa y afectan frecuentemente al hotspot R882 (Arginina 882), dando lugar a un 

enzima con actividad reducida y un efecto dominante-negativo (Ley et al., 2010; Kim et al., 

2013). Las mutaciones de DNMT3A afectan a un 2-10% de los pacientes con LMMC 

(Jankowska et al., 2011; Itzykson et al., 2013b; Elena et al., 2016; Patnaik et al., 2017). De 

forma similar a lo que se ha descrito en pacientes con LMA y SMD, las mutaciones de DNMT3A 

tienen un impacto desfavorable en la LMMC, asociándose a una SG inferior y a un mayor riesgo 

de progresión a LMA (Tabla 6) (Ley et al., 2010; Walter et al., 2011; Kar et al., 2013; Patnaik et 

al., 2017). 

IDH1/2: los genes IDH1 e IDH2, en 2q33 y 15q26.1, codifican para dos isoformas (la soluble 

y la mitocondrial) del enzima isocitrato deshidrogenasa, que cataliza la conversión de isocitrato 

a alfa-cetoglutarato de forma NADP-dependiente. Este metabolito regula la actividad de TET2. 

Las mutaciones de IDH1 e IDH2 se describieron por primera vez en tumores sólidos (gliomas) 

y poco después se identificaron en neoplasias hematológicas, tras la secuenciación del genoma 

de pacientes con LMA (Mardis et al., 2009; Yan et al., 2009; Ward et al., 2010). Estas 

mutaciones alteran la función de la proteína, provocando una desregulación en el mecanismo 

epigenético de la metilación del ADN. Las mutaciones de IDH2 se detectan en un 4-10% de 

pacientes con LMMC, son de tipo missense y afectan a los residuos de Arginina R140 y R172; 

mientras que las mutaciones de IDH1, que afectan al residuo R132, son muy poco frecuentes 

y se han descrito en <1% de casos con LMMC (Gelsi-Boyer et al., 2010; Kosmider et al., 2010; 

Abdel-Wahab et al., 2011a; Jankowska et al., 2011; Yoshida et al., 2011b; Itzykson et al., 2013b; 

Elena et al., 2016). Las mutaciones de IDH2 se han asociado a la variante LMMC-2, pero no se 

ha descrito que tengan un impacto pronóstico en la enfermedad (Itzykson et al., 2013b). 
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2.7.2. Maquinaria de splicing 

El spliceosoma es un gran complejo proteico involucrado en el proceso de splicing, cuya función 

es eliminar los intrones del pre-ARN mensajero (pre-ARNm) para generar el ARN mensajero 

maduro (ARNm) durante el proceso de la transcripción genética. Las mutaciones de genes del 

spliceosoma, como SRSF2, U2AF1, ZRSR2 y SF3B1, entre otros, se identificaron por primera 

vez en 2011 en un estudio de Yoshida y cols. en el que se secuenció el exoma de pacientes 

con mielodisplasia (Yoshida et al., 2011a). Este trabajo incluía pacientes con LMMC. Ya que 

afectan al mismo proceso biológico, todas las mutaciones de splicing son, generalmente, 

excluyentes entre ellas. Se cree que estas mutaciones podrían afectar a las fronteras intrón-

exón de determinados genes transcritos, mediante la incorporación inadecuada de intrones o 

exones en el ARNm específico. Esto podría alterar la habilidad de la célula de diferenciarse en 

células de la sangre completamente maduras, dando lugar a un fenotipo displásico (Yoshida et 

al., 2011a). Estas mutaciones suelen ser de tipo missense y suelen afectar a hotspots, lo que 

sugiere una ganancia o cambio de función (Ganguly and Kadam, 2016). Son frecuentes en 

pacientes con SMD y SMD/NMP, mientras que son muy poco comunes en pacientes con NMP 

o LMA (Yoshida et al., 2011a; Ganguly and Kadam, 2016).  

SRSF2: el gen SRSF2 se localiza en 17q25.1 y codifica para una proteína SR (serine rich) 

de la maquinaria de splicing. El splicing del ARN es un mecanismo altamente regulado en el 

que están involucrados diversos complejos nucleares ribonucleicoproteicos pequeños, como 

U1 y U2, entre otros. Mediante la interacción con proteínas SR como SRSF2, el heterodímero 

U2AF (factor auxiliar del complejo U2), actúa en el reconocimiento del sitio de splicing 3’ del 

pre-ARNm. Las mutaciones de SRSF2 impiden este reconocimiento, dando lugar a la 

producción de ARNms aberrantes (Yoshida et al., 2011a). Entre un 30-50% de pacientes con 

LMMC presentan mutaciones en SRSF2, que generalmente son de tipo missense y afectan al 

hotspot Prolina 95 (P95) (Makishima et al., 2012; Meggendorfer et al., 2012; Itzykson et al., 

2013b; Kar et al., 2013; Patnaik et al., 2013b). Junto con TET2 y ASXL1, SRSF2 es uno de los 

genes más frecuentemente afectado en la LMMC, pero a diferencia de los primeros, no se ha 

visto mutado en la población sana de edad avanzada (Xie et al., 2014). Por ello, y a pesar de 

no ser específico de esta entidad, puede tener utilidad diagnóstica, especialmente como 

marcador clonal en el diagnóstico diferencial con otras causas de monocitosis (Meggendorfer 

et al., 2012; Palomo et al., 2013). Las mutaciones de SRSF2 se asocian a las mutaciones de 

TET2 en la LMMC (Tabla 6) (Meggendorfer et al., 2012; Kar et al., 2013; Patnaik et al., 2013b, 

2016b). El valor pronóstico de estas mutaciones en la LMMC no está claro. En un estudio de 

Itzykson y cols. las mutaciones de SRSF2 se asociaron con una SG y una supervivencia libre 

de progresión (SLP) inferiores, pero la mayoría de trabajos no han encontrado ninguna 

correlación con el pronóstico de los pacientes (Makishima et al., 2012; Itzykson et al., 2013b; 

Kar et al., 2013; Patnaik et al., 2013a, b, 2016a; Elena et al., 2016).  
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U2AF1: el gen U2AF1, también conocido como U2AF35, se localiza en 21q22.3 y codifica 

para una de las proteínas del heterodímero U2AF, formado por U2AF65-U2AF35. Este 

heterodímero interacciona con el extremo 5’ del pre-ARNm, mediante la subunidad U2AF65, y 

con el extremo 3’ y con proteínas SR a través de la subunidad pequeña, U2AF35 (Yoshida et 

al., 2011a). Las mutaciones en U2AF1, así como en cualquier componente involucrado en este 

proceso, afectan al ensamblaje de la maquinaria de splicing y al correcto funcionamiento de 

ésta. Las mutaciones de U2AF1 son de tipo missense y afectan a un 4-12% de pacientes con 

LMMC (Itzykson et al., 2013b; Kar et al., 2013; Patnaik et al., 2013b; Cervera et al., 2014; Elena 

et al., 2016). Puntualmente, se han asociado a las mutaciones de ASXL1 y a la variante LMMC-

2, pero no se ha observado que tengan un impacto pronóstico en la enfermedad (Itzykson et 

al., 2013b; Patnaik et al., 2013a). 

ZRSR2: el gen ZRSR2, localizado en Xp22.2, codifica para un factor de splicing con una 

estructura similar a U2AF35, que interacciona con el complejo U2AF, vía U2AF65, y con 

proteínas SR como SRSF1 y SRSF2. Este factor juega un papel esencial en el ensamblaje de 

la maquinaria de splicing del pre-ARNm (Yoshida et al., 2011a). Las mutaciones en ZRSR2 

suelen ser de tipo nonsense y frameshift, se detectan en un 4-8% de pacientes con LMMC y no 

parecen tener un impacto pronóstico en la enfermedad (Itzykson et al., 2013b; Cervera et al., 

2014; Elena et al., 2016). 

SF3B1: el gen SF3B1, localizado en 21q33.1, codifica para una proteína que, junto con 

SF3A1, interactúa con el complejo U2 después del reconocimiento del sitio 3’ (Yoshida et al., 

2011a). Las mutaciones de SF3B1 son de tipo missense, suelen afectar al residuo de Lisina 

700 (K700) y tienen un efecto dominante-negativo o de ganancia de función (Ganguly and 

Kadam, 2016). Estas mutaciones se detectan en un 6% de pacientes con LMMC (Itzykson et 

al., 2013b; Kar et al., 2013; Patnaik et al., 2013b; Elena et al., 2016). Las mutaciones de SF3B1 

son un buen ejemplo de la asociación genotipo-fenotipo, ya que muestran una fuerte correlación 

con la presencia de sideroblastos en anillo, tanto en la LMMC como en los SMD (Papaemmanuil 

et al., 2011; Patnaik et al., 2013b). En estos últimos, las mutaciones de SF3B1 se detectan 

hasta en el 80% de pacientes con ARSA y se asocian a una SG prolongada y un riesgo casi 

nulo de progresión a LMA (Bejar et al., 2011; Malcovati et al., 2011; Papaemmanuil et al., 2011). 

En pacientes con LMMC, las mutaciones de SF3B1 se han asociado a características de buen 

pronóstico, como valores superiores de hemoglobina y cifras normales de leucocitos y de 

linfocitos (Itzykson et al., 2013b; Patnaik et al., 2013b). 

2.7.3. Transducción y señalización celular 

Las vías de señalización celular son las encargadas de regular la proliferación y la apoptosis 

celular y están altamente reguladas por cascadas de señales, cuyos principales componentes 
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son enzimas de tipo tirosina quinasa. Las mutaciones en los transductores de estas señales 

dan lugar, generalmente, a una activación constitutiva de la vía y a una proliferación 

descontrolada. En la LMMC se han descrito mutaciones recurrentes en componentes de la vía 

RAS/RAF/MEK (KRAS, NRAS, PTPN11, FLT3), de la vía JAK/STAT (JAK2), en proteínas 

involucradas en la regulación de la señalización celular por enzimas tirosina quinasa (CBL) y 

en receptores transmembrana de vías de señalización (KIT). Las mutaciones que afectan a vías 

de señalización suelen ser mutuamente excluyentes entre ellas. Este tipo de mutaciones son 

más frecuentes en las NMP que en los SMD, ya que la activación de vías de señalización se 

asocia con fenotipos proliferativos. Por ello, la presencia de estas mutaciones generalmente se 

asocia a la variante mieloproliferativa de la LMMC y, en algunos casos, a la transformación a 

LMA (Tabla 6) (Bastie et al., 2012; Ganguly and Kadam, 2016; Patnaik and Tefferi, 2016).  

N/KRAS: los genes NRAS y KRAS, localizados en 1p13.2 y 12p12.1, codifican para 

proteínas de la familia RAS, que incluye, además, el gen HRAS. Las proteínas RAS son 

proteínas G monoméricas con actividad enzimática GTPasa que funcionan como interruptores 

moleculares en determinadas vías de señalización, regulando numerosos procesos celulares 

como la proliferación, diferenciación, apoptosis y adhesión y migración celular (Bos, 1989). Las 

mutaciones en los genes de la familia RAS se describieron en la década de los 80, mediante 

un ensayo de transfección, y afectan a un gran número de tumores sólidos y neoplasias 

hematológicas (Bos, 1989). Las mutaciones en N/KRAS afectan a los exones 1 y 2 de los genes, 

son de tipo missense y dan lugar a proteínas que han perdido la capacidad de inactivarse y que 

estimulan de forma constitutiva el crecimiento o la diferenciación celular (Bos, 1989). Las 

mutaciones de N/KRAS se describieron por primera vez en la LMMC en 1990, en un estudio 

que identificó un 57% de mutaciones missense en una serie de 30 pacientes con LMMC (Hirsch-

Ginsberg et al., 1990). Años después, estudios en series más largas de pacientes han 

constatado que las mutaciones de NRAS y KRAS afectan al 10-20% y al 5-13% de los pacientes 

con LMMC, respectivamente (Gelsi-Boyer et al., 2010; Kohlmann et al., 2010; Braun et al., 2011; 

Meggendorfer et al., 2012; Itzykson et al., 2013b; Elena et al., 2016; Patnaik et al., 2016a). Las 

mutaciones en N/KRAS se asocian con la LMMC-MP y con características propias de esta 

variante, como la leucocitosis, la afectación extramedular, un mayor número de blastos y las 

mutaciones en ASXL1 (Gelsi-Boyer et al., 2008; Ricci et al., 2010; Jankowska et al., 2011; 

Itzykson et al., 2013b; Elena et al., 2016). A nivel pronóstico, las mutaciones de NRAS se 

asocian a una SG y una SLP inferiores en pacientes con LMMC (Tabla 6) (Itzykson et al., 2013b; 

Elena et al., 2016). 

CBL: el gen CBL se localiza en 11q23.3 y codifica para un enzima E3 ubiquitina ligasa 

involucrada en la ubiquitinación (adición de marcas de ubiquitina) y degradación de receptores 

activos de tirosina quinasa (Joazeiro et al., 1999). Las mutaciones de CBL se describieron por 

primera vez en pacientes con LMA y, poco después, en SMD y SMD/NMP, asociadas a pérdidas 

de heterocigosidad de la región 11q (Caligiuri et al., 2007; Dunbar et al., 2008). Las mutaciones 
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de CBL afectan a los exones 8 y 9 del gen y son de tipo missense. Su efecto es inactivador y 

afectan al dominio RING finger o a dominios adyacentes, provocando una modificación en la 

estructura de la proteína (Dunbar et al., 2008). Las mutaciones de CBL se detectan en el 10-

18% de los pacientes con LMMC (Dunbar et al., 2008; Gelsi-Boyer et al., 2010; Kohlmann et 

al., 2010; Braun et al., 2011; Jankowska et al., 2011; Meggendorfer et al., 2012; Schnittger et 

al., 2012; Itzykson et al., 2013b; Patnaik et al., 2016a). Son excluyentes con otras mutaciones 

en transductores de señales, como K/NRAS, se asocian con las mutaciones de TET2 y con la 

presencia de esplenomegalia (Kohlmann et al., 2010; Jankowska et al., 2011; Itzykson et al., 

2013b). Aunque muchos estudios no han encontrado una relación definitiva entre estas 

mutaciones y el pronóstico en pacientes con LMMC, sí se han asociado a una menor SG en 

algunos trabajos (Tabla 6) (Jankowska et al., 2011; Itzykson et al., 2013b).  

JAK2: el gen JAK2, en 9p24.1, codifica para una tirosina quinasa de la familia JAK, que 

incluye, también, los genes JAK1, JAK3 y TYK2. Las proteínas de la familia JAK juegan un 

papel en la vía de señalización JAK/STAT mediante la interacción con los dominios citosólicos 

de los receptores de citoquinas de la vía. JAK2 juega un papel en la señalización vía citoquinas 

hematopoyéticas involucradas en la mielopoyesis (Silvennoinen and Hubbard, 2015). La 

mutación V617F del exón 14 de JAK2 fue descrita por primera vez en las NMP Filadelfia 

negativas (NMP Ph-), detectándose hasta en un 90% de los pacientes con PV y un 50-60% de 

los pacientes con TE y MFP (Baxter et al., 2005; Levine et al., 2005). Esta mutación afecta al 

dominio pseudoquinasa de JAK2 y activa constitucionalmente su actividad tirosina quinasa 

(Silvennoinen and Hubbard, 2015). La mutación JAK2 V617F afecta a un 1-10% de los 

pacientes con LMMC, se asocia a la variante mieloproliferativa de la enfermedad y no tiene 

impacto en el pronóstico de los pacientes (Tabla 6) (Pich et al., 2009; Kohlmann et al., 2010; 

Braun et al., 2011; Jankowska et al., 2011; Meggendorfer et al., 2012; Itzykson et al., 2013b; 

Kar et al., 2013; Elena et al., 2016; Patnaik et al., 2016a).  

2.7.4. Otros mecanismos 

RUNX1: el gen RUNX1, localizado en 21q22.12, codifica para la subunidad alfa, con dominio 

de unión al ADN, de CBF (core binding factor), un factor de transcripción heterodimérico 

involucrado en la regulación de numerosos genes esenciales para la hematopoyesis. El gen 

RUNX1 (o AML1) se identificó por primera vez en la LMA como punto de corte de la 

translocación t(8;21)(q26q22) (Miyoshi et al., 1991). RUNX1 se encuentra reordenado en ésta 

y en otras translocaciones, presentes en pacientes con LMA y con leucemia aguda linfoblástica 

(Imai et al., 2000). Las mutaciones somáticas de RUNX1 se identificaron por primera vez en 

pacientes con LMA y, varios años después, se describieron en la LMMC (Osato et al., 1999; 

Gelsi-Boyer et al., 2008). RUNX1 es un gen supresor de tumores, cuyas mutaciones afectan a 

los extremos N- y C-terminal y pueden ser de tipo missense, nonsense, frameshift o de splicing. 
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Estas mutaciones dan lugar a una proteína truncada o aberrante, con un efecto dominante-

negativo o de haploinsuficiencia, que juega un papel en la leucemogénesis (Imai et al., 2000; 

Gelsi-Boyer et al., 2008). En la LMMC, las mutaciones de RUNX1 afectan al 10-30% de los 

pacientes (Gelsi-Boyer et al., 2008, 2010; Kuo et al., 2009; Kohlmann et al., 2010; Meggendorfer 

et al., 2012; Itzykson et al., 2013b; Kar et al., 2013; Elena et al., 2016). Estas mutaciones se 

asocian con un pronóstico desfavorable, incluyendo una menor SG y un mayor riesgo de 

transformación a LMA (Tabla 6) (Meggendorfer et al., 2012; Itzykson et al., 2013b; Elena et al., 

2016).  

SETBP1: el gen SETBP1 se localiza en 18q12.3 y codifica para un regulador de la proteína 

nuclear SET, un oncogen involucrado en la división celular (Ganguly and Kadam, 2016). Piazza 

y cols. identificaron por primera vez las mutaciones de SETBP1 tras la secuenciación del exoma 

de pacientes con LMCa, y realizaron un screening de mutaciones de SETBP1 en numerosas 

neoplasias hematológicas, identificándose solamente en pacientes con SMD/NMP y en SMD 

con menor frecuencia (LMCa, LMMC y SMD/NMP-I) (Piazza et al., 2013). Las mutaciones de 

SETBP1 son de tipo missense y afectan a los residuos 858-874 del dominio homólogo-SKI. 

Estas mutaciones evitan la degradación de la proteína, lo que conlleva la estabilización de SET, 

con una consecuente inhibición de proteínas fosfatasas y un aumento en la proliferación celular 

(Ganguly and Kadam, 2016). Las mutaciones de SETBP1 se detectan en el 4-9% de los 

pacientes con LMMC y se asocian a las mutaciones de ASXL1 (Damm et al., 2013; Laborde et 

al., 2013; Piazza et al., 2013; Patnaik et al., 2014b; Elena et al., 2016). A nivel clínico, se han 

asociado a un mayor número de blastos y a una SG inferior (Tabla 6) (Damm et al., 2013; 

Laborde et al., 2013; Elena et al., 2016; Ouyang et al., 2017). 

STAG2: el gen STAG2 se localiza en Xq25 y codifica para un componente de la cohesina, 

un complejo proteico multimérico involucrado en la coehsión de las cromátidas hermanas, la 

reparación post-replicativa del ADN y la regulación transcripcional (Kon et al., 2013). En un 

trabajo publicado por Kon y cols. reportaron por primera vez mutaciones recurrentes en 

pacientes con neoplasias mieloides en los componentes del complejo cohesina, incluidos los 

genes STAG2, RAD21, SMC1A y SMC3. Los resultados de este estudio sugerían que estas 

mutaciones conllevaban la pérdida de sitios de interacción con la cromatina (Kon et al., 2013). 

Los pacientes con LMMC solamente presentaban mutaciones en el gen STAG2, y éstas se 

detectaron en un 10% de los casos (Kon et al., 2013). El papel que juegan estas mutaciones o 

su valor pronóstico no ha sido explorado en la LMMC más allá de este estudio, por lo que se 

desconoce su impacto en la enfermedad.   
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Tabla 6. Utilidad diagnóstica y pronóstica de las mutaciones somáticas en la LMMC. Adaptación 

de Solary y Itzykson (Solary and Itzykson, 2017). 

Gen Frecuencia Valor diagnóstico 
Pronóstico negativo  
(nivel de evidencia) 

TET2 50-60% 
Combinación característica 

de la LMMC 

No (buen pronósitco) 

SRSF2 30-50% Bajo 

ASXL1 40-50%  Alto 

RUNX1 10-30% Asociado a trombocitopenia Intermedio 

NRAS 10-20% 

Asociado a LMMC-MP 

Intermedio 

CBL 8-18% Bajo 

KRAS 5-13%  

JAK2 1-10%  

EZH2 5-12%  Bajo 

DNMT3A 2-10%  Intermedio 

SETBP1 4-9%  Intermedio 

 

 Índices pronósticos 

Los índices pronósticos son sistemas de puntuación que incluyen variables clínicas, 

biológicas, citogenéticas y/o moleculares, y que se utilizan para estratificar a los pacientes en 

función de su pronóstico. Este tipo de índices son esenciales en enfermedades heterogéneas 

como los SMD y la LMMC, ya que permiten predecir el pronóstico de cada paciente y ofrecer 

un tratamiento lo más individualizado posible.  

En las décadas de los 80 y los 90, la LMMC todavía se consideraba un subtipo de SMD, por lo 

que su pronóstico se evaluaba con los índices desarrollados para pacientes con SMD. El primer 

índice pronóstico desarrollado exclusivamente para la LMMC fue el Sistema de Bournemouth 

modificado (Worsley et al., 1988; Molica et al., 1990). Este índice era una adaptación del 

Sistema de Bournemouth desarrollado previamente para pacientes con SMD y que era poco 

aplicable a la LMMC (Mufti et al., 1985). Este sistema se desarrolló a partir de una serie de 53 

pacientes con LMMC y distinguía dos grupos de riesgo, bajo y alto (medianas de SG de 27 y 

15 meses, respectivamente), basándose en cuatro variables biológicas: nivel de hemoglobina, 

cifra de neutrófilos, recuento de plaquetas y porcentaje de blastos en MO. Poco después, Aul y 

cols. desarrollaron el Índice de Düsseldorf para pacientes con SMD, que incluía tres grupos 
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de riesgo (Aul et al., 1992). Este sistema se validó años más tarde en una serie de pacientes 

con LMMC y resultó ser particularmente bueno en estos pacientes, pues identificaba un grupo 

pequeño (6%) de pacientes con muy buen pronóstico (mediana de SG de 93 meses) y, en el 

extremo opuesto, otro grupo de pacientes (34%) de alto riesgo con una SG inferior a 1 año 

(Germing et al., 2004).  

Años más tarde, a raíz de una iniciativa internacional, se publicó el International Prognostic 

Scoring System (IPSS) para pacientes con SMD (Greenberg et al., 1997). Este índice tuvo una 

gran acogida y se utilizó durante muchos años, hasta que en 2012 se publicó una revisión del 

mismo, el IPSS-R (Greenberg et al., 2012). La utilidad del IPSS en la LMMC era limitada ya 

que, a pesar de incluir pacientes con esta entidad, el IPSS excluía aquellos casos con una cifra 

de leucocitos superior a 12x109/L, y por tanto no era aplicable a la LMMC-MP (Greenberg et al., 

1997).  

Poco después, se desarrollaron dos índices específicos para la LMMC. El Índice Español se 

desarrolló con 70 pacientes con LMMC e identificaba dos grupos de riesgo, bajo y alto 

(medianas de SG de 44 y 7 meses, respectivamente), basándose en los niveles de 

hemoglobina, LDH, recuento leucocitario y porcentaje de blastos en MO (González-Medina et 

al., 2002). Ese mismo año se publicó también el Índice del M.D. Anderson Cancer Center 

(MDAPS), a partir de una serie más larga de 213 pacientes con LMMC (Onida et al., 2002). 

Este índice incluía 4 variables (porcentaje de blastos y de precursores mieloides en MO, 

hemoglobina y recuento de linfocitos) y distinguía 4 grupos de riesgo: bajo, intermedio-1, 

intermedio-2 y alto, con unas medianas de SG de 24, 15, 8 y 5 meses, respectivamente.  

A pesar de que la utilidad de estos índices fue validada en algunas series independientes de 

pacientes con LMMC, éstos también presentaban algunas limitaciones (Breccia et al., 2004; 

Germing et al., 2004, 2007). En primer lugar, varios de estos índices fueron desarrollados para 

pacientes con SMD y, los específicos de LMMC, se basaban en series pequeñas de pacientes. 

En segundo lugar, aunque en todos los índices hubiera diferencias significativas entre los 

grupos de riesgo, para un paciente determinado, su supervivencia variaba considerablemente 

según el sistema pronóstico utilizado. Finalmente, ninguno de estos índices incluía datos 

citogenéticos o moleculares.  

Con los años, paralelamente al incremento en el conocimiento de las bases genéticas de la 

LMMC, se hizo evidente la necesidad de nuevos índices que incorporaran estos datos y que 

fueran más eficaces. Una década después de la publicación del MDAPS, aparecieron varios 

índices pronósticos nuevos específicos para la LMMC, que habían sido desarrollados en series 

más largas de pacientes y que incluían datos citogenéticos y/o moleculares (Itzykson et al., 

2013b; Patnaik et al., 2013a, 2014b; Such et al., 2013; Elena et al., 2016). En la Tabla 7 se 

resumen las variables incluidas en estos índices índices pronósticos, así como las puntuaciones 

asociadas a cada una de estas variables. 
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2.8.1. CMML-specific prognostic scoring system 

El CMML-specific prognostic scoring system (CPSS) es un índice específico para LMMC 

propuesto por el GESMD (Such et al., 2013). Such y col. desarrollaron este índice a partir de 

una serie de 558 pacientes con LMMC del Registro Español de SMD y lo validaron en una serie 

independiente de 274 pacientes del Registro de Düsseldorf y del Hospital San Matteo de Pavia. 

El CPSS fue el primer índice para la LMMC en incorporar datos citogenéticos. Las variables 

incluidas en el CPSS son: las variantes LMMC-MD y LMMC-MP de la clasificación FAB 

(equivalentes al recuento leucocitario), los subtipos LMMC-1 y LMMC-2 de acuerdo con la OMS 

2008 (equivalentes al porcentaje de blastos en MO y/o SP), la dependencia transfusional (DT), 

que es una medida del grado de anemia que presenta el paciente, y los tres grupos de riesgo 

citogenéticos definidos previamente por el GESMD (Such et al., 2011) (Tabla 7). En función de 

la puntuación obtenida según estas variables los pacientes se clasifican en 4 grupos con una 

SG y riesgo de progresión a LMA diferenciados: bajo riesgo (0 puntos; SG de 72 meses), 

intermedio-1 (1 punto; SG de 31 meses), intermedio.2 (2-3 puntos; SG de 13 meses) y alto 

riesgo (4-5 puntos; SG de 5 meses). En este trabajo también proponían otro modelo, el CPSS 

alternativo, que integraba el valor de hemoglobina como medida de la anemia en vez de la 

dependencia transfusional, lo que lo hacía más sencillo de aplicar. Este modelo funcionaba casi 

igual de bien que el CPSS, aunque no permitió separar los 4 grupos de riesgo, en cuanto a la 

progresión a LMA, en la serie de validación.  

2.8.2. GFM CMML prognostic Model 

El GFM CMML prognostic Model (GFM Model) es un índice pronóstico específico para la LMMC 

desarrollado por el Grupo Francés de SMD (Groupe Francophone des Myelodysplasies, GFM) 

(Itzykson et al., 2013b). Para el desarrollo de este índice, se incluyeron 312 pacientes del GFM 

y, en la serie de validación, 165 pacientes del Munich Leukemia Laboratory. El GFM Model fue 

el primer índice pronóstico en incluir datos moleculares y distinguía 3 grupos en función de las 

siguientes variables: edad, leucocitosis, anemia, cifra de plaquetas y presencia de mutaciones 

somáticas en ASXL1 (Tabla 7). Los 3 grupos de riesgo se diferenciaban en la mediana de SG 

y SLP: bajo riesgo (0-4 puntos; SG no alcanzada), intermedio (5-7 puntos; SG de 38,5 meses) 

y alto riesgo (8-11 puntos; SG de 14,4 meses). 

2.8.3. Mayo prognostic model for CMML 

El mismo año en que se publicaron el CPSS y el GFM Model, apareció un nuevo índice 

pronóstico específico para la LMMC desarrollado por un grupo de la Clínica Mayo, el Mayo 

prognostic model for CMML (Patnaik et al., 2013a). Patnaik y cols. desarrollaron este índice con 

datos de 226 pacientes de la Clínica Mayo y lo validaron en una serie de 268 pacientes del Lee 

Moffitt Cancer Center. En este estudio analizaron variables tanto biológicas, como citogenéticas 
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(grupos de riesgo citogenético según el GESMD) y moleculares (mutaciones en ASXL1, SRSF2, 

U2AF1 y SF3B1), pero solamente las primeras demostraron tener un impacto pronóstico 

independiente y por ello fueron las únicas que prevalecieron en el modelo final. En este modelo 

se definieron 4 factores de riesgo adverso: monocitosis >10x109/L, hemoglobina <10g/dL, cifra 

de plaquetas <100x109/L y presencia de células inmaduras mieloides (IMC) circulantes (Tabla 

7). En función del número de factores de riesgo que presentaran los pacientes, éstos se 

clasificaban en: bajo riesgo (0 factores; SG de 32 meses), riesgo intermedio (1 factor; SG de 

18,5 meses) y alto riesgo (≥2 factores; SG de 10 meses). 

2.8.4. CMML Mayo Molecular Model 

Ante el fracaso en la incorporación de datos moleculares en el Mayo prognostic model for 

CMML, se llevó a cabo un estudio colaborativo entre la Clínica Mayo y el GFM que incluía 466 

pacientes con LMMC (Patnaik et al., 2014b). Las variables estudiadas fueron las mismas que 

se recogieron para el modelo de la Clínica Mayo, con la adición de las mutaciones en SETBP1. 

El modelo final incluía los mismos factores de riesgo que el modelo anterior, junto con las 

mutaciones en ASXL1 (Tabla 7). La puntuación que se otorgaba a cada factor fue redefinida 

para este nuevo modelo, al que llamaron CMML Mayo Molecular Model (MMM). En el MMM se 

distinguían 4 grupos de riesgo: bajo riesgo (0 puntos; SG de 97 meses), intermedio-1 (≤2 

puntos; SG de 59 meses), intermedio-2 (2,5-4,5 puntos; SG de 31 meses) y alto riesgo (≥5 

puntos; SG de 16 meses). 

2.8.5. Molecular CMML-specific prognostic scoring system 

Poco después del MMM, y siguiendo la misma línea de este modelo, Elena y cols. publicaron 

una revisión del CPSS que incluía datos moleculares, el CPSS-Mol (Elena et al., 2016). Este 

estudio se llevó a cabo con datos de pacientes con LMMC de varios centros europeos y 

consistía en una cohorte de estudio de 214 pacientes y una cohorte de validación de 260 

pacientes. Para el desarrollo del CPSS-Mol, se diseñó previamente un índice genético 

específico para la LMMC que incluía variables citogenéticas y moleculares. Las variables que 

puntuaban para este índice genético eran las mutaciones de ASXL1 (1 punto), NRAS (1 punto), 

SETBP1 (1 punto), RUNX1 (1 punto) y los tres grupos de riesgo citogenético definidos 

previamente por el GESMD (1 punto para el riesgo intermedio y 2 puntos para el alto riesgo). 

Este score genético parecía funcionar mejor que el primer score citogenético propuesto por el 

grupo (Such et al., 2011). En el modelo final del CPSS-Mol, las variables incluidas fueron el 

porcentaje de blastos en MO, el recuento de leucocitos, la dependencia transfusional y el riesgo 

según el índice genético desarrollado (Tabla 7). El CPSS-Mol distinguía 4 grupos con 

diferencias en la SG y el riesgo de progresión a LMA: bajo riesgo (0 puntos; SG no alcanzada), 

intermedio-1 (1 punto; SG de 37 meses), intermedio-2 (2-3 puntos; SG de 18 meses) y alto 

riesgo (≥4 puntos; SG de 18 meses). 



 

 

 

Tabla 7. Principales índices pronósticos en la LMMC 

Índice 
Subtipo OMS / 
Blastos MO 
(%) 

Subtipo FAB / 
Leucocitos 
(x109/L) 

Anemia / 
Hb (g/dL) 

Plaquetas 
(x109/L) 

IMC 
circulantes 

Monocitos 
(x109/L) 

Edad 
(años) 

Citogenética Molecular 

CMML-specific scoring systema 

 LMMC-1 0 LMMC-MD 0 Sin DT 0         Bajo 0   

 LMMC-2 1 LMMC-MP 1 Con DT 1         Int 1   

               Alto 2   

GFM CMML prognostic Modelb 

   ≤15 0 Sin anemia 0 ≥100 0     ≤65 0   ASXL1 wt 0 

   >15 3 Con anemia 2 <100 2     >65 2   ASXL1 mut 2 

Mayo prognostic Model for CMML 

     ≥10 0 ≥100 0 No 0 ≤10 0       

     <10 1 <100 1 Sí 1 >10 1       

Mayo Molecular Model 

     ≥10 0 ≥100 0 No 0 ≤10 0     ASXL1 wt 0 

     <10 2 <100 1,5 Sí 2 >10 2     ASXL1 mut 1,5 

Molecular CPSSc 

 <5 0 <13 0 Sin DT 0           Bajo 0 

 >5 1 ≥13 1 Con DT 1           Int-1 1 

                 Int-2 2 

                 Alto 3 

Abreviaturas: DT: dependencia transfusional; FAB: Grupo Franco-Americano-Británico; Hb: hemoglobina; IMC: células inmaduras mieloides: Int: intermedio; MO: 
médula ósea; mut: mutado OMS: Organización Mundial de la Salud; wt: wild-type (no mutado). 

aEn el CPSS: la dependencia transfusional se define como tener al menos 1 transfusión de eritrocitos cada 8 semanas durante más de 4 meses; Los grupos 
citogenéticos de riesgo se definen de acuerdo con Such et al., 2011. 
bEn el GFM Model: la anemia se define como Hb <10 g/dL en mujeres y < 11 g/dL en hombre. 
cEn el CPSS-Mol: los grupos de riesgo genético incluyen datos citogenéticos y moleculares y se definen de acuerdo con Elena et al., 2016.  
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 Tratamiento 

Debido a la heterogeneidad clínica de la LMMC, la evaluación del pronóstico de cada paciente 

es esencial para la toma de decisiones clínicas. El objetivo del tratamiento debería adaptarse 

al riesgo individual, con intención paliativa en la LMMC de bajo riesgo y curativa en la LMMC 

de alto riesgo. Dadas las similitudes con los SMD y las NMP, el enfoque terapéutico de los 

pacientes con LMMC y la evaluación de la respuesta se extrapolan generalmente de estas 

enfermedades.  

De forma muy general, podemos dividir las estrategias terapéuticas en tratamiento de soporte 

y terapias intensivas o dirigidas, incluyendo el trasplante alogénico de progenitores 

hematopoyéticos (Figura 7). El objetivo del tratamiento de soporte es paliar la sintomatología 

que presenta el paciente y que suele ser consecuencia de las citopenias, en la variante 

mielodisplásica, y de la leucocitosis en la variante mieloproliferativa. El tratamiento de soporte 

se indica en pacientes de bajo riesgo y en pacientes que, o bien no son candidatos a recibir 

tratamientos más intensivos, o bien este tipo de tratamientos han fracasado. La terapia dirigida 

suele ser el tratamiento de elección en pacientes de alto riesgo o con una enfermedad 

progresiva. En pacientes no candidatos a recibir tratamiento se aconseja la monitorización cada 

tres meses, mediante un hemograma completo, para controlar si el paciente muestra signos de 

progresión de la enfermedad (Xicoy et al., 2012; Onida et al., 2013; Patnaik et al., 2014a; 

McCullough and Patnaik, 2015; Solary and Itzykson, 2017).  

2.9.1. Manejo de las citopenias 

El tratamiento de elección en los pacientes que presentan una o más citopenias es el 

tratamiento de soporte (Figura 7). Los pacientes con anemia sintomática se tratan mediante la 

transfusión de concentrados de hematíes (CH) (Xicoy et al., 2012). El paciente con dependencia 

transfusional es aquel que, por necesidad, recibe al menos 1 transfusión de CH cada 8 semanas 

durante un periodo mínimo de 4 meses (Such et al., 2013). Adicionalmente, se puede considerar 

el uso de agentes estimuladores de la eritropoyesis (AEE), como la eritropoyetina (EPO), que 

pueden ser de primera generación (EPO alfa, EPO beta o EPO delta) o de segunda generación 

(darbepoetina). Según algunos estudios que incluyen pacientes con SMD de bajo riesgo y 

LMMC-MD, la tasa de respuesta a los AEE varía entre el 30-60%, con una mediana de duración 

de la respuesta de 24 meses (Hellström-Lindberg, 1995; Jädersten et al., 2005; Moyo et al., 

2008). En un estudio retrospectivo realizado exclusivamente en pacientes con LMMC, un 64% 

de los pacientes presentaron una respuesta eritroide, asociada a una supervivencia superior, y 

un 31% adquirieron independencia transfusional (Xicoy et al., 2016). En este estudio, los niveles 

de EPO basal y el grupo de riesgo según el CPSS fueron predictores de respuesta a los AEE. 
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La neutropenia grave se suele tratar con factores estimulantes de colonias de granulocitos-

monocitos (G-CSF), para evitar las infecciones recurrentes. Este tipo de factores debe usarse 

con precaución en pacientes con una enfermedad proliferativa, dado el riesgo de rotura 

esplénica (Patnaik et al., 2014a). 

Para el tratamiento de la trombocitopenia grave, algunos estudios en SMD y en algún caso 

puntual de LMMC, apuntan a que el tratamiento con eltrombopag, un receptor agonista de la 

trombopoyetina, podría ser eficaz en algunos pacientes (Modi et al., 2015; Platzbecker et al., 

2015; Li et al., 2016a; Ramadan et al., 2016).  

2.9.2. Enfoque terapéutico de la enfermedad proliferativa 

La quimioterapia citotóxica o citoreductora es el tratamiento de elección para la mayoría de 

pacientes con LMMC mieloproliferativa que presentan hiperleucocitosis, esplenomegalia o 

síntomas constitucionales importantes (Figura 7). Aunque la quimioterapia no parece ser 

curativa en una proporción sustancial de pacientes ni ha demostrado alterar la historia natural 

de la enfermedad, puede controlar de forma temporal las visceromegalias y la leucocitosis 

(Xicoy et al., 2012). La hidroxiurea, un agente mielodepresor, es el primer tratamiento de 

elección en la LMMC con sintomatología mieloproliferativa (Onida et al., 2013). En uno de los 

primeros ensayos aleatorizados publicados en LMMC, la hidroxiurea fue superior al etopósido 

oral en términos de respuesta (60% vs. 36%), tiempo de respuesta (1,2 vs. 3,5 meses) y SG 

(20 vs. 9 meses) (Wattel et al., 1996). Otros agentes mielosupresores, como la citarabina a 

dosis bajas, con o sin ácido trans retinoico, el topotecan, la 9-nitro-camptotecina o el agente 

lonafarnib, han sido evaluados en diversos ensayos clínicos para el tratamiento de la LMMC 

(Gerhartz et al., 1994; Cambier et al., 1996; Beran et al., 1998, 1999; Venditti et al., 2000; 

Quintas-Cardama et al., 2006; Feldman et al., 2008). En general, las tasas de respuesta de 

estos agentes fueron bajas y la mayoría de tratamientos se asociaron a toxicidades 

significativas. Ruxolitinib, un inhibidor de la via JAK/STAT, también ha demostrado su eficacia 

en pacientes con LMMC mieloproliferativa, especialmente en la mejoría de los síntomas 

derivados de la mieloproliferación. Un ensayo fase-I con este fármaco demostró una tasa de 

respuesta del 35%, con una reducción de la esplenomegalia en el 56% de los pacientes y una 

reducción de los niveles de citoquinas inflamatorias (Padron et al., 2016). 

2.9.3. Agentes hipometilantes 

Los agentes hipometilantes (HMA) 5-azacitidina (AZA) y decitabina (DEC) han sido aprobados 

para el tratamiento de pacientes con SMD de alto riesgo, tras demostrarse su eficacia y 

seguridad (Silverman et al., 2002; Kantarjian et al., 2006). Desde entonces, numerosos ensayos 

en fase-II han evaluado la eficacia de estos fármacos en pacientes con LMMC (Aribi et al., 2007; 

Wijermans et al., 2008; Braun et al., 2011; Costa et al., 2011; Garcia-Manero et al., 2011; Thorpe 

et al., 2012; Fianchi et al., 2013; Wong et al., 2013). En estos ensayos, la respuesta global varía 
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del 25 al 70%, con una SG de entre 12 y 37 meses. El tratamiento con HMA se recomienda en 

pacientes con LMMC y elevado número de blastos, de forma integrada con el tratamiento de 

soporte (Figura 7) (Onida et al., 2013). El uso de AZA y DEC en la LMMC ha sido aprobado por 

la Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos. De forma más 

restrictiva, la Agencia Europea de medicamentos ha aprobado el uso de AZA para el tratamiento 

de la LMMC-2 en ausencia de rasgos mieloproliferativos (Onida et al., 2013). AZA y DEC son 

inhibidores de las ADN metiltransferasas y, aunque su mecanismo de acción en los SMD y los 

SMD/NMP es controvertido, sí se sabe que se incorporan al ADN durante la fase S del ciclo 

celular, donde atrapan de forma covalente las metiltransferasas y promueven su degradación 

en el proteasoma (Ghoshal et al., 2005; Patel et al., 2010). Algunos predictores de respuesta a 

HMA propuestos en pacientes con LMMC incluyen la duplicación de la cifra de plaquetas tras 

el primer ciclo de AZA, la expresión baja de los genes CJUN y CMYB y las mutaciones de TET2 

(Braun et al., 2011; van der Helm et al., 2011; Bejar et al., 2014). Los inhibidores de histonas 

desacetilasas juegan un papel en la regulación epigenética, por lo que se han usado en 

combinación con HMA o con agentes inmunomoduladores, como la lenalidomida, bajo la 

hipótesis de un supuesto efecto sinérgico (Siitonen et al., 2007; Thurn et al., 2011; McCullough 

and Patnaik, 2015). Aun así, no existen estudios concluyentes que demuestren una mejoría 

frente a los tratamientos ya aprobados en la LMMC. 

2.9.4. Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos 

El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (alo-TPH) es la única opción con 

capacidad curativa para los pacientes con LMMC. Sin embargo, dada la edad avanzada de la 

mayoría de pacientes, esta opción terapéutica es inviable en muchos casos. Además, el alo-

TPH se asocia a numerosas complicaciones, como, la mortalidad no asociada a la recaída, la 

enfermedad de injerto contra receptor aguda, y la recaída de la enfermedad en el periodo post-

trasplante (Onida et al., 2013; Patnaik et al., 2014a). No existen estudios prospectivos que 

analicen los beneficios y riesgos del alo-TPH en la LMMC. En estudios retrospectivos, la 

mayoría de los cuales corresponden a la experiencia de una sola institución, la tasa de 

respuesta se sitúa entre el 17-50%, la mortalidad asociada al trasplante es del 12-52%, la tasa 

de SLP a largo plazo varía entre el 18-40%, mientras que la tasa de recaída va del 27-48% 

(Kröger et al., 2002; Mittal et al., 2004; Kerbauy et al., 2005; Elliott et al., 2006; Ocheni et al., 

2009; Krishnamurthy et al., 2010; Eissa et al., 2011; Park et al., 2013; Symeonidis et al., 2015). 

Los resultados globales de estos estudios indican un manifiesto exceso de mortalidad (Cheng 

et al., 2012). La edad avanzada, las comorbilidades, las alteraciones citogenéticas de alto riesgo 

y el grado de anemia se han asociado a una mayor mortalidad y una menor supervivencia libre 

de recaída (Krishnamurthy et al., 2010; Eissa et al., 2011). El alo-TPH es la opción terapéutica 

recomendada para pacientes menores de 60 años con LMMC de alto riesgo que requieran 

tratamiento (Figura 7). El alo-TPH puede ir predecido de otros tratamientos, según la 

manifestación clínica de la enfermedad. En la LMMC-MP con elevado número de blastos, el 
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alo-TPH debería ir precedido de tratamiento citoreductor, mientras que en la LMMC-MD debería 

considerarse tratamiento con AZA previo al alo-TPH (Onida et al., 2013). Aun así, no se conoce 

el momento óptimo para la realización del alo-TPH, la necesidad y mejor opción para reducir la 

enfermedad antes del alo-TPH, ni la fuente de progenitores hematopoyéticos y régimenes 

ideales (Xicoy et al., 2012). 

 

Figura 7. Algoritmo del tratamiento en la LMMC. Adaptación de Patnaik y cols. (Patnaik et al., 

2014a). 

Abreviaturas: AEE: agentes estimulantes de la eritropoyesis; alo-TPH: trasplante alogénico de 

progenitores hematopoyéticos; CH: concentrados de hematíes; G-CSF: factor de crecimiento de 

granulocitos; HMA: agentes hipometilantes (5-azacitidina y decitabina); MO: médula ósea. 

3. TÉCNICAS DE ANÁLISIS GENÉTICO Y EPIGENÉTICO 

DE LA LMMC 

 Citogenética convencional y FISH 

La citogenética es el campo de la genética que comprende el estudio de la estructura, función 

y comportamiento de los cromosomas. La citogenética convencional (CC) es la técnica que 

permite estudiar los cromosomas según su tamaño y forma. Éstos se encuentran constituidos 

básicamente de un centrómero, que divide el cromosoma en un brazo corto (brazo p) y uno 

largo (brazo q). Según la posición del centrómero, los cromosomas se clasifican en 

metacéntricos, submetacéntricos, acrocéntricos y telocéntricos. El tamaño de los cromosomas 
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varía a lo largo del ciclo celular, pasando de estar muy poco compactados (interfase) a muy 

compactados (metafase). El estudio por CC se realiza en células en metafase (durante la 

división celular o mitosis) y da lugar al cariotipo, que es la ordenación de los cromosomas según 

su tamaño y patrón de bandas. Las técnicas de bandeo, desarrolladas a finales de los años 60, 

tiñen los cromosomas de forma diferencial y definen un patrón que se visualiza por microscopía. 

El cariotipo está constituido por 22 pares de cromosomas autosómicos (1-22) y dos 

cromosomas sexuales (X e Y). Mediante la CC se pueden detectar alteraciones cromosómicas 

numéricas y estructurales con una resolución aproximada de 10 Mb. 

Existen diferentes técnicas de bandeo de cromosomas. Las técnicas para la obtención de 

patrones de bandas específicos incluyen el bandeo por Quinacrina (bandeo-Q), bandeo con 

Giemsa (bandeo-G) y el bandeo de inversión (bandeo-R). Otras técnicas tiñen porciones 

específicas del cromosoma, como el bandeo-C, que tiñe la heterocromatina estructural, o la 

tinción NOR (de la zona del organizador nucleolar), que resalta los satélites y los brazos de los 

cromosomas acrocéntricos. La técnica más extendida para el estudio del cariotipo en las 

neoplasias hematológicas es la tinción de bandas G, que produce un patrón de bandas claras 

(ricas en nucleótidos GC y con un gran contenido de genes) y bandas oscuras (ricas en 

nucleótidos AT y pobres en genes).  

La CC se ha convertido en un test de rutina en las neoplasias hematológicas, ya que la 

presencia de determinadas alteraciones cromosómicas puede tener valor diagnóstico, 

pronóstico, e incluso puede ayudar a predecir la respuesta a determinados tratamientos. La CC 

en la LMMC, así como en la mayoría de neoplasias hematológicas, se realiza con la muestra 

obtenida del aspirado de MO. Los principales pasos de la técnica de CC incluyen: la obtención 

de un cultivo rico en metafases a partir de la muestra de MO, la fijación de las células y extensión 

en un portaobjetos, la tinción de bandas G y el análisis bajo un microscopio óptico (Figura 8). 

Se recomienda analizar un mínimo de 20 metafases y describir el cariotipo siguiendo la 

nomenclatura del sistema ISCN (International System for Human Cytogenetic Nomenclature) 

(Shaffer et al., 2013). Las limitaciones de esta técnica incluyen su baja sensibilidad (alrededor 

del 10%), su limitada resolución (aproximadamente 10Mb) y la necesidad de obtener células en 

división para realizar el análisis. Las características citogenéticas de la LMMC se han descrito 

en el apartado 2.6. 

La hibridación in situ fluorescente (FISH) es una técnica de citogenética molecular que 

permite detectar y localizar secuencias específicas de ADN y ARN sobre preparaciones 

cromosómicas, extensiones celulares y cortes de tejido. Se basa en la hibridación de una sonda 

de ADN fluorescente a una secuencia complementaria de la muestra de estudio y la posterior 

visualización bajo un microscopio de fluorescencia. La técnica de FISH es una técnica 

complementaria a la CC, ya que puede ayudar en la identificación de alteraciones crípticas que 

no pueden ser detectadas mediante CC. Permite la detección de alteraciones numéricas y 

estructurales con mayor resolución que la CC, es más sensible, no requiere células en metafase 

y puede ayudar a identificar cromosomas marcadores. Sin embargo, no permite obtener una 
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visión global del genoma, como con la CC, ya que requiere un ensayo específico para cada 

región que se quiera estudiar.  

Aunque no es la técnica de elección para el estudio citogenético de la LMMC, puede resultar 

útil como complemento a la CC y, especialmente, en casos sin metafases (cultivos de CC sin 

crecimiento) ya que permite estudiar, de forma dirigida, las alteraciones más comunes de la 

LMMC, como la trisomía 8, la monosomía 7 y las deleciones de 7q (Fugazza et al., 1995; 

VinSheth et al., 2002; Ademà et al., 2013; Saumell et al., 2015). 

 

Figura 8. Principales pasos de la citogenética convencional. 

 Microarrays genómicos de ADN 

Un microarray es una ordenación sistemática, generalmente bidimensional (filas y columnas), 

de material biológico unido a una superficie o sustrato sólido, que puede ser de plástico, vidrio 

o silicona. En los microarrays se combinan métodos de procesado en paralelo, de forma 

multiplexada y miniaturizada, con métodos de detección de alta capacidad (high-throughput 

screening). En función del tipo de bioelemento presente en el microarray, se puede distinguir 

entre microarrays genómicos, de expresión, de proteínas, de células o de tejidos. 

3.2.1. Fundamento de la técnica 

Un microarray genómico es una colección de fragmentos de ADN unidos de forma ordenada 

a una superficie sólida. Su funcionamiento consiste en medir el nivel de hibridación entre estos 
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fragmentos de ADN (que actúan como sondas específicas) y el ADN presente en la muestra de 

estudio (ADN diana). Existen dos tipos de microarrays genómicos: los microarrays de 

hibridación genómica comparada (comparative genomic hybridization arrays, CGHa) y los de 

SNP (single nucleotide polymorphism arrays, SNP-A). 

Los CGHa son una evolución de la técnica de hibridación genómica comparada, que permite la 

detección de variaciones en el número de copias de ADN (copy number variations, CNVs). Esta 

técnica, desarrollada a finales de los años 90, se basa en la hibridación competitiva entre un 

ADN de estudio (tumoral) y un ADN control (normal, diploide), marcados con fluorocromos 

distintos. En esta competición, los desequilibrios debidos a las diferencias en el número de 

copias dan lugar a una desviación en el espectro fluorescente. En los CGHa la hibridación tiene 

lugar sobre un soporte sólido o chip que contiene miles o millones de sondas (oligonucleótidos) 

y que permite estudiar CNVs a lo largo del genoma completo, con una resolución de hasta 150-

200 Kb y una sensibilidad aproximada del 20% (Gresham et al., 2008; Maciejewski and Mufti, 

2008; Maciejewski et al., 2009). 

Los SNP-A, desarrollados poco tiempo después, son una variación de los CGHa y presentan 

dos grandes diferencias respecto a éstos. En primer lugar, en los SNP-A no hay una 

competición entre muestras, ya que cada muestra se hibrida por separado en un chip individual 

y, posteriormente, se comparan los resultados obtenidos. En segundo lugar, los SNP-A 

contienen dos tipos de sondas, unas para el estudio de CNVs y otras que permiten el estudio 

de determinados SNPs. Gracias a la combinación de estas sondas, que cubren la mayor parte 

del genoma, los SNP-A permiten tanto la detección de CNVs como la identificación de regiones 

con pérdida de heterocigosidad (loss of heterozygosity, LOH), mediante el estudio del genotipo 

por las sondas de SNPs. Las regiones con LOH son regiones diploides en homocigosis que 

pueden resultar de una disomía uniparental (uniparental disomy) heredada, no clonal y 

generalmente irrelevante a nivel clínico, o bien somática, adquirida mediante recombinación 

mitótica o mediante el reemplazamiento de un fragmento perdido debido a una deleción 

segmental. Además, los SNP-A permiten estimar el nivel de mosaicismo presente en la muestra 

de estudio. Como en los CGHa, el nivel de resolución dependerá de la densidad de sondas en 

los arrays, de la distribución de éstas y de los algoritmos utilizados para el análisis. Los SNP-A 

permiten la detección de alteraciones con una resolución de hasta 10 Kb y con una sensibilidad 

aproximada del 20% (Gresham et al., 2008; Maciejewski and Mufti, 2008; Maciejewski et al., 

2009). Además, en los SNP-A, así como en los CGHa, no se requieren células en división para 

llevar a cabo el estudio. 

Se han desarrollado numerosos SNP-A, que varían en la densidad de sondas y que cada vez 

aumentan en precisión analítica. Las plataformas de SNP-A más comunes son la de Illumina 

(BeadArray) y la de Affymetrix (GeneChip), esta última utilizada en la presente tesis (Gunderson 

et al., 2005; Syvänen, 2005).  

La plataforma de Affymetrix incluye dos tipos de SNP-A que se diferencian en la densidad de 

sondas, los arrays Cytoscan 750K y Cytoscan HD. Este último es un array de alta densidad con 
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2,67 millones de marcadores, incluidas 750.000 sondas de SNP y 1,9 millones de sondas no 

polimórficas. La técnica de SNP-A para la plataforma de Affymetrix, así como para la mayoría 

de plataformas de SNP-A, incluye los siguientes pasos: digestión del ADN genómico con un 

enzima de restricción, ligación de adaptadores para la posterior unión de primers universales, 

amplificación por PCR (polymerase chain reaction) mediante primers específicos de los 

adaptadores, purificación del producto de PCR y cuantificación por espectrofotometría, 

fragmentación del ADN, marcaje con biotina, hibridación en el array, lavados y tinción con 

fluorescencia del array, escaneado del array y obtención de las imágenes con intensidades de 

fluorescencia, análisis de los resultados (Figura 9). Posterioramente, el análisis de las señales 

de fluorescencia, mediante un algoritmo específico, permite la identificación de los CNVs y de 

las regiones con LOH (Figura 9). 

 

Figura 9. Pasos incluidos en la técnica de SNP-A. 
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3.2.2. Estudios de microarrays genómicos en la LMMC 

Las técnicas de CGHa y SNP-A se han aplicado en numerosas neoplasias hematológicas, 

incluidos los SMD y la LMMC. Los primeros estudios en identificar ganancias y pérdidas 

crípticas (no detectables por CC) en pacientes con LMMC, fueron publicados por Gelsi-Boyer y 

cols., y consistían en estudios genómicos basados en la aplicación de CGHa (Gelsi-Boyer et 

al., 2008, 2009, 2010). Dos de estos estudios detectaron alteraciones en el número de copias 

(CNAs) en una pequeña proporción de pacientes con LMMC (7/29 y 9/51, respectivamente), 

pero ninguno de éstos era recurrente (Gelsi-Boyer et al., 2008, 2010). La implicación de estas 

alteraciones se desconocía, sin embargo, estos estudios sirvieron para la identificación de 

genes candidatos localizados en las zonas afectadas por CNAs, como RUNX1 y ASXL1, que 

luego demostraron jugar un papel en la patogénesis de la enfermedad.  

Con el desarrollo de los SNP-A, esta técnica empezó a aplicarse en numerosas series de 

pacientes con SMD (Gondek et al., 2007, 2008; Mohamedali et al., 2007; Heinrichs et al., 2009; 

Tiu et al., 2011; Mallo et al., 2013; Yi et al., 2013). Algunos de estos estudios incluían pacientes 

con LMMC, pero el número de casos estudiados era limitado (24, 54 y 9 pacientes, 

respectivamente) y las series eran heterogéneas (Gondek et al., 2008; Tiu et al., 2011; Yi et al., 

2013). Gondek y cols. identificaron alteraciones mediante SNP-A en un 75% (35/47) de 

pacientes con SMD/NMP, incluyendo un 35% de regiones con LOH, pero no analizaron los 

pacientes con LMMC de forma independiente (Gondek et al., 2008). Tiu y cols. analizaron el 

impacto pronóstico de las alteraciones detectadas por SNP-A en una serie de 430 pacientes 

con SMD (n=250), SMD/NMP (n=95, incluyendo 54 LMMC y 41 SMD/NMP-I) y LMA secundaria 

a SMD (n=85) (Tiu et al., 2011). En esta serie se detectaron alteraciones mediante SNP-A en 

el 75% de pacientes con SMD/NMP, pudiéndose detectar alteraciones cromosómicas en un 

porcentaje mucho mayor en comparación con la CC (38%). En cuanto al valor pronóstico, la 

presencia y el número de alteraciones detectadas por SNP-A se asociaron a una SG y 

supervivencia libre de enfermedad inferiores en la serie global. De nuevo, el subgrupo de 

pacientes con LMMC no se analizó de forma independiente.  

De forma global, los estudios de microarrays genómicos publicados confirman la presencia de 

alteraciones cromosómicas (incluyendo alteraciones detectadas por CC, CNAs crípticas y LOH) 

en una gran proporción (75%) de pacientes con LMMC, aunque con un impacto pronóstico 

desconocido.  

 Técnicas de secuenciación del ADN 

Las técnicas de secuenciación del ADN incluyen todos aquellos métodos cuyo objetivo es la 

determinación del orden de nucleótidos (A, C, G, T) en un fragmento de ADN. Los primeros 

métodos de secuenciación directa del ADN se desarrollaron durante la década de los 70 y 

fueron adoptados en la gran mayoría de laboratorios, dado que los métodos descritos hasta el 
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momento consistían en una secuenciación indirecta (a partir de ARN), eran muy complejos y 

tenían una aplicabilidad muy limitada. En 1975 Sanger y Coulson desarrollaron el primer método 

de secuenciación directa, denominado “más-menos” (plus and minus), que utilizaba las 

polimerasas de los organismos E. coli y el bacteriófago T4 (Sanger and Coulson, 1975). Este 

método tenía una baja eficiencia y fue rápidamente sustituido por el método de Maxam-Gilbert, 

publicado en 1977 y basado en la modificación química del ADN y posterior escisión de bases 

específicas (Maxam and Gilbert, 1977). Sin embargo, Sanger y cols. publicaron ese mismo año 

un nuevo método, el método de los “dideoxinucleótidos” o de “terminación de cadena”, que 

revolucionó la tecnología de secuenciación del ADN, dejando en desuso con el tiempo al 

método de Maxam-Gilbert (Sanger et al., 1977). En 1980, se le concedió el Premio Nobel a 

Frederick Sanger por el desarrollo de esta técnica, más conocida como el método de Sanger. 

Este método y sus correspondientes variaciones han dominado el campo de la secuenciación 

del ADN durante 30 años, hasta la aparición de las técnicas de secuenciación masiva o de 

segunda generación (Next Generation Sequencing, NGS), desarrolladas a finales de la década 

de los años 90. 

3.3.1. Método de Sanger 

El método de Sanger ha ido evolucionando con los años, principalmente gracias a una serie 

de avances desarrollados en los años 80: la invención de la PCR, la introducción de 

terminadores fluorescentes y el desarrollo de sistemas automatizados de secuenciación (Mullis 

et al., 1986; Smith et al., 1986). La versión más moderna del método de Sanger, que combina 

todos estos avances, es la más utilizada. Este método se basa en una reacción de PCR de 

secuencia, mediante la cual un primer se une por complementariedad a una secuencia 

flanqueante a la región de interés del ADN de estudio (ADN molde). Este ADN molde, que 

incluye la región de interés, se obtiene previamente por clonación, generalmente mediante una 

reacción convencional de PCR. Durante la PCR de secuencia, esta región se copia, gracias a 

un enzima con actividad ADN polimerasa, a través de varios ciclos de desnaturalización, 

renaturalización y elongación. Durante este proceso, se incorporan dos tipos de nucleótidos a 

las cadenas de ADN, los desoxinucleótidos trifosfato (dNTP), que están en exceso, y los 

didesoxinucleótidos trifosfato (ddNTP), que carecen del grupo 3’-hidroxilo (-OH) en la 

desoxirribosa. Estos últimos, al incorporarse a la cadena de ADN que se está sintetizando, 

impiden la formación del puente fosfodiéster con el siguiente nucleótido y provocan la 

terminación de la cadena. Además, están marcados con fluorescencia, según la base a la que 

corresponden: verde (A, adenina), azul (C, citosina), negro (G, guanina) y rojo (T, timina). De 

esta forma, se obtienen diferentes cadenas de ADN de distintos tamaños detenidas al azar en 

un nucleótido fluorescente A, C, G o T. Mediante un sistema automatizado de electroforesis 

capilar de alta resolución, acoplado a un detector de fluorescencia, las cadenas del producto de 

la reacción de PCR se ordenan por tamaño. Mediante la identificación, por fluorescencia, de la 

última base de cada una de estas cadenas, se establece la secuencia del ADN (Figura 10). 
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Las aplicaciones del método de Sanger incluyen la confirmación de SNPs, la identificación de 

reordenamientos cromosómicos y la detección de mutaciones (SNVs e indels). Aunque la 

fiabilidad de la técnica está probada, este método presenta también una serie de limitaciones. 

En primer lugar, la sensibilidad, ya que solamente permite detectar cambios presentes en más 

de un 15-20% de la muestra de ADN de partida. Además, es una técnica de bajo rendimiento, 

ya que cada ensayo permite secuenciar un único fragmento concreto de ADN, de hasta 800 pb. 

Finalmente, es una técnica costosa, lo cual hace que la secuenciación de paneles multigénicos 

sea cara y, además, muy laboriosa. A pesar de estas limitaciones el método de Sanger es la 

técnica gold standard para la detección de mutaciones somáticas en muchos campos, incluido 

el de las neoplasias hematológicas, tanto en investigación como en laboratorios de diagnóstico. 

En el estudio de la LMMC, esta técnica se utiliza para la detección de mutaciones somáticas. 

Las mutaciones somáticas de la LMMC se han descrito en el apartado 2.7. 

 

Figura 10. Principales pasos del método de Sanger, incluyendo la PCR de secuencia y el 

análisis mediante electroforesis capilar de alta resolución. 

3.3.2. Técnicas de secuenciación masiva 

Las técnicas de secuenciación masiva o NGS empezaron a desarrollarse a finales de la 

década de los 90 y han generado un gran impacto en el campo de la genómica. Utilizan métodos 

de alto rendimiento capaces de paralelizar millones de reacciones de secuenciación a la vez. 

Proporcionan numerosas ventajas respecto a los métodos tradicionales, principalmente su 

elevada sensibilidad y su gran rendimiento, que permite procesar a la vez millones de 

fragmentos y así secuenciar grandes regiones de ADN en un único experimento. En cada 

ensayo se generan millones de secuencias o lecturas que corresponden a distintos fragmentos 
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del ADN de partida. La sensibilidad es variable y dependerá de la profundidad a la cual se 

secuencie la muestra de ADN, es decir, del número de lecturas que se generen para cada una 

de las bases del ADN de partida. El desarrollo de estas técnicas ha tenido lugar gracias a la 

mejora en la química de las reacciones de secuenciación, así como al avance en los métodos 

de detección. Algunos de éstos incluyen la pirosecuenciación (detección de radiación emitida), 

la secuenciación por síntesis (detección de fluorescencia) o por semiconducción (detección de 

iones de hidrógeno).  

Las aplicaciones de la NGS son las mismas que las del método de Sanger pero ésta además 

permite, en algunos casos, estudiar cambios en el número de copias y regiones con pérdida de 

heterocigosidad. Existen tres niveles de secuenciación del ADN por NGS: la secuenciación del 

genoma, la secuenciación del exoma y la secuenciación dirigida. Esta última consiste en 

secuenciar un panel determinado de genes o regiones seleccionadas, generalmente 

relacionados con el campo de interés. Todos los métodos de NGS se dividen en tres grandes 

etapas: la preparación de la muestra (generación de la librería, enriquecimiento y multiplexado), 

la secuenciación y el análisis de datos (Figura 11). 

 

Figura 11. Pasos incluidos en cualquier método de secuenciación del ADN por NGS. 

Adaptación de Rehm y cols. (Rehm et al., 2013). 
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A) Preparación de la librería: es el proceso de crear fragmentos de ADN de un tamaño 

determinado a partir de ADN genómico. Estos fragmentos contienen, en cada uno de sus 

extremos, una secuencia índice, específica del ADN de partida, y una secuencia adaptadora, 

específica de la plataforma de secuenciación (Figura 12). La secuencia índice sirve como 

identificador de la muestra. Durante la preparación de la librería, la generación de fragmentos 

de ADN puede ser aleatoria, por fragmentación mecánica o enzimática, o puede generarse a 

partir de una PCR multiplex (con varias parejas de primers dirigidos a las regiones de interés). 

Una vez generados estos fragmentos, se ligan los índices y adaptadores en cada extremo. 

Luego, los fragmentos de la librería se amplifican por PCR. 

 

Figura 12. Representación de una librería de ADN. 

B) Enriquecimiento en regiones de interés por captura: cuando la fragmentación del 

ADN se ha hecho de forma aleatoria, se debe enriquecer la muestra en las regiones de interés 

que se deseen secuenciar. Para ello, las librerías se hibridan con un conjunto de sondas 

complementarias a dichas regiones. Mediante la captura de estas sondas, la muestra quedará 

enriquecida en las regiones de interés. Este paso no es necesario para la secuenciación del 

genoma completo, donde interesa secuenciar todo el ADN genómico de partida.  

C) Multiplexado: el multiplexado consiste en juntar varias librerías procedentes de 

muestras distintas para secuenciarlas a la vez dentro de la plataforma de secuenciación 

correspondiente. El número de librerías a multiplexar dependerá del tamaño de cada librería, 

de la capacidad del equipo de secuenciación y de la profundidad a la que se quiera secuenciar 

cada librería. Gracias a los índices incorporados durante la preparación de las librerías, las 

secuencias o lecturas generadas por el equipo se podrán asignar a la muestra de partida 

correspondiente. 

D) Secuenciación: la secuenciación se lleva a cabo dentro del equipo o plataforma de 

secuenciación, donde tienen lugar miles o millones de reacciones químicas en paralelo. Estos 

equipos contienen una superficie con unos oligonucleótidos a los cuales las librerías se unen a 

través de los adaptadores. A partir de ahí, el sistema de secuenciación emplea una química u 

otra para la generación de las secuencias correspondientes a las muestras de ADN partida. 

E) Análisis de datos: los métodos de NGS generan un gran volumen de datos por lo que 

se requiere un soporte bioinformático y una gran potencia a nivel computacional. El análisis de 

datos de NGS se divide en cuatro niveles. El análisis primario o base calling consiste en 

convertir las señales captadas en el secuenciador en bases nucleotídicas (A, C, T y G) y en 
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generar las correspondientes secuencias o lecturas. El análisis secundario o alineamiento 

consiste en alinear o mapear estas secuencias con un genoma de referencia. El análisis 

terciario o variant calling consiste en identificar las diferencias (variantes) entre las secuencias 

generadas (del ADN de estudio) y el genoma de referencia. El último paso corresponde al 

anotado y filtrado de variantes, que consiste en anotar toda la información existente de cada 

una de las variantes (efecto en la proteína, patogenicidad, frecuencia en la población, relevancia 

clínica, etc.) para luego poder filtrar estas variantes en función de su relevancia en la 

enfermedad de estudio. 

La química del proceso de secuenciación varía según la tecnología empleada. El método 

utilizado en esta tesis es la secuenciación de Illumina, que es un método de secuenciación por 

síntesis (sequencing by synthesis) (Bentley et al., 2008). Esta tecnología domina la industria y 

ha sido adoptada como método de NGS por excelencia debido, en parte, a su madurez como 

tecnología, a la amplia gama de equipos disponibles y a la alta compatibilidad entre éstos. 

Dentro de los equipos de Illumina tienen lugar dos procesos: la amplificación por puente (bridge 

amplification) y la secuenciación mediante terminación cíclica reversible (cyclic reversible 

termination, CRT) (Goodwin et al., 2016). En la amplificación por puente los fragmentos de las 

librerías se unen, a través de los adaptadores y por complementariedad, a una serie de 

oligonucleótidos (primers) que se encuentran sobre una superficie plana, llamada flowcell, y que 

sigue un patrón. Mediante PCR se sintetiza in situ una segunda cadena desde el primer 

inmovilizado, mientras que la primera se descarta. El extremo libre de este nuevo fragmento 

puede interaccionar con otro primer de la superficie, formando así una estructura de puente. A 

través de la formación de estas estructuras tipo puente los fragmentos de ADN de la librería se 

amplifican, formando una serie de clusters. Cada cluster es un conjunto de fragmentos 

localizado sobre un punto concreto de la superficie (Figura 13A). A continuación, tiene lugar la 

secuenciación mediante CRT, donde estos fragmentos sirven de molde para una secuenciación 

directa basada en la utilización de nucleótidos terminadores reversibles. Estos nucleótidos 

están marcados con un fluorocromo específico y distinto para cada base. Cada nucleótido que 

se incorpora a la cadena de ADN que se está sintetizando está bloqueado por un grupo 3'-O-

azidometilo, que impide la incorporación de nucleótidos adicionales. De esta forma, los 

fragmentos incorporan un sólo nucleótido marcado en cada uno de los ciclos, que se visualiza 

mediante microscopía de fluorescencia de reflexión interna total usando dos o cuatro canales 

láser. Seguidamente, el fluorocromo se escinde y el 3'-OH se regenera con un agente reductor. 

Tras esto, el ciclo de adición, elongación y escisión de nucleótidos comienza de nuevo (Figura 

13B). Después de estos dos procesos, el secuenciador generará las lecutras o secuencias a 

partir de las fluorescencias detectadas. 

En el ámbito de las neoplasias hematológicas, las técnicas de NGS se utilizan para la detección 

de mutaciones somáticas. La secuenciación dirigida de un panel de genes previamente 

descritos en la enfermedad es la variante de NGS más utilizada. La secuenciación del genoma 

o del exoma es más costosa, su análisis e interpretación de resultados son mucho más 
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complejos y la relevancia clínica o biológica de la gran mayoría de variantes detectadas por 

estos métodos se desconoce. La implementación de la secuenciación masiva dirigida en los 

laboratorios de rutina clínica es un proceso muy complejo. Sin embargo, a la larga acabará 

posicionándose como técnica de elección, ya que permitirá establecer un perfil molecular propio 

de cada paciente para así poder ofrecer un tratamiento lo más personalizado posible. 

 

Figura 13. Método de secuenciación de Illumina. A) Amplificación por puente y generación de 

clusters sobre una superficie sólida. B) Secuenciación cíclica reversible sobre la superficie: 

adición del nucleótido marcado con fluorescencia, adquisición de la imagen y escisión del 

fluorocromo con regeneración del grupo hidroxilo (-OH). Adaptación de Goodwin y cols. 

(Goodwin et al., 2016). 

 Metilación del ADN 

La metilación del ADN es un mecanismo epigenético que juega un papel muy importante en el 

control de la expresión génica y la arquitectura del núcleo celular. La principal modificación 

epigenética en los humanos es la metilación de los nucleótidos de citosina, es decir, la adición 

de un grupo metilo (-CH3) a un nucleótido de citosina (C) que da lugar a la 5’-metil-citosina 

(5mC) (Figura 14A). La metilación tiene lugar, principalmente, en las citosinas que preceden a 
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las guaninas, en los denominados dinucleótidos CpG. Los sitios CpG no se distribuyen de forma 

aleatoria en el genoma, sino que la mayoría de veces se concentran en regiones conocidas 

como islas CpG, ricas en estos dinucleótidos. En la célula normal, la mayoría de islas CpG se 

encuentran desmetiladas. Las islas CpG se distribuyen en las regiones reguladoras de muchos 

genes. Aproximadamente la mitad de las regiones promotoras de genes contienen islas CpG. 

Aunque muchas de éstas se asocian con genes endógenos (housekeeping), algunas están 

localizadas en los promotores de genes específicos de tejidos. La metilación del ADN 

generalmente actúa para reprimir la transcripción génica, ya que la metilación de las islas CpG 

localizadas en un promotor conlleva el silenciamiento del gen correspondiente (Figura 14B). En 

la célula sana, los patrones de metilación del ADN se conservan a través de las divisiones 

celulares, permitiendo la expresión de genes específicos y necesarios para ese determinado 

tipo celular. La metilación del ADN es esencial para el desarrollo normal de la célula y se asocia 

con una serie de procesos clave, incluyendo la impronta genómica, la inactivación del 

cromosoma X, la represión de elementos repetitivos, el envejecimiento y la carcinogénesis 

(Antequera and Bird, 1999; Esteller, 2003, 2008; Weber et al., 2007; Chen et al., 2010). 

 

Figura 14. Mecanismo de metilación del ADN. A) Metilación del carbono 5 del nucleótido de 

citosina. B) La metilación de las islas CpG localizadas en los promotores de los genes conllevan 

la inactivación de la expresión del gen correspondiente. 

Abreviaturas: DNMT: ADN metiltransferasa; CpG: dinucleótido CpG; mCpG: dinucleótido CpG metilado; 

SAM: S-adenosil-metionina. 
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En comparación con las células normales, las células tumorales presentan una hipometilación 

global del ADN acompañada por la metilación aberrante de islas CpG localizadas en zonas 

promotoras o en regiones codificantes. La hipermetilación de las islas CpG localizadas en los 

promotores de TSGs está establecida como un mecanismo de inactivación génica que juega 

un papel importante durante la carcinogénesis. La hipermetilación no es un mecanismo aislado 

en el control epigenético, sino que va ligada a otros componentes como las ADN 

metiltransferasas, las proteínas de unión al dominio metil-CpG, las histona desacetilasas o 

metiltransferasas y los factores de remodelación de la cromatina. Sin embargo, el conocimiento 

sobre el grado de especificidad y mecanismo de acción de todas estas capas epigenéticas en 

el silenciamiento de TSGs concretos permanece incompleto (Esteller et al., 2001; Jenuwein and 

Allis, 2001; Ballestar and Esteller, 2002; Esteller and Herman, 2002; Feinberg and Tycko, 2004; 

Chen et al., 2010) 

Existen diferentes técnicas para estudiar la metilación del ADN, en función del objetivo que se 

quiera alcanzar. Los métodos de estudio de la metilación del ADN podemos dividirlos en dos 

grandes grupos: los métodos para estudiar los niveles de metilación global y los métodos para 

estudiar la metilación específica de uno o varios locus. En el primer grupo, la cromatografía 

líquida de alta resolución es el método clásico para cuantificar los niveles de metilación global. 

Otros métodos más modernos incluyen aquellos basados en la espectrometría de masas o en 

el estudio de zonas repetitivas mediante PCR a partir de ADN previamente tratado con bisulfito. 

Sin embargo, dado que los análisis de metilación global no proporcionan información sobre las 

posiciones genómicas donde la metilación tiene lugar, es difícil relacionar estos cambios con 

las posibles consecuencias funcionales. Los métodos para estudiar la metilación específica de 

locus pueden ser muy concretos, cuando van dirigidos a uno o más genes candidatos, o pueden 

proporcionar información a gran escala a lo largo de todo el genoma. El método gold standard 

para el análisis de la metilación en una región concreta es la secuenciación por bisulfito 

mediante el método de Sanger. Las técnicas para analizar la metilación a lo largo del genoma 

incluyen los microarrays de metilación del ADN y los métodos de NGS basados en la 

secuenciación por bisulfito. Los métodos de NGS son los únicos que hoy en día permiten tener 

la información del patrón de metilación a lo largo del genoma completo, lo que se conoce como 

metiloma (Shen et al., 2011; Kurdyukov and Bullock, 2016). 

3.4.1. Conversión por bisulfito 

Algunos microarrays de metilación, así como las técnicas de secuenciación por bisulfito, se 

basan en un método desarrollado en los años 90 que supuso un gran avance en el análisis de 

la metilación del ADN. Este método consiste en tratar el ADN con bisulfito de sodio, que actúa 

convirtiendo las citosinas no metiladas del ADN en uracilos (Figura 15A). Esto permite distinguir 

entre ADN metilado y no metilado mediante la posterior amplificación del ADN tratado por PCR 

y el análisis de los productos de PCR. Durante esta amplificación, las citosinas no metiladas 
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(convertidas a uracilos) amplificarán como timinas, mientras que las citosinas metiladas (no 

convertidas) amplificarán como citosinas (Figura 15B) (Clark et al., 1994). 

 

Figura 15. Método de conversión por bisulfito. A) Conversión de la citosina en uracilo por 

tratamiento con bisulfito. B) Acoplamiento de la conversión con un método de PCR para la 

distinción entre las citosinas previamente metiladas y no metiladas. 

3.4.2. Microarrays de metilación del ADN 

Existen tres clases de microarrays de metilación del ADN desarrollados para mapear los 

patrones de 5mC a lo largo del genoma: los métodos de enriquecimiento de regiones altamente 

metiladas mediante el uso de un anticuerpo específico de 5mC, los métodos que utilizan 

enzimas de restricción sensibles a la metilación y los métodos basados en la conversión por 

bisulfito (Shen and Waterland, 2007). Los primeros son útiles para detectar regiones de interés 

que luego pueden ser estudiadas por otros métodos con mayor resolución. Sin embargo, los 

métodos más utilizados son los basados en la conversión por bisulfito. Este tipo de microarrays 

consiste en la utilización de un array que contiene miles de sondas para interrogar el estado de 

metilación del ADN de un gran número de regiones, aunque no permite el estudio del genoma 

completo. Aun así, dado que el efecto funcional más pronunciado de la metilación del ADN 

ocurre en las regiones reguladoras de los genes, los arrays dirigidos a este tipo de regiones 

proporcionan una gran cantidad de información útil. Este es el método más popular para 

estudiar el perfil de metilación del ADN, ya que se sitúa entre la secuenciación por bisulfito del 

genoma completo, un método complejo y caro, y los métodos de bajo rendimiento que solo 

permiten estudiar una región concreta (Kurdyukov and Bullock, 2016).  

El microarray más utilizado es el Infinium Human Mehtylation 450 Bead Chip Array, de Illumina, 

utilizado en esta tesis. Este array puede detectar el estatus de metilación de 485.000 sitios CpG 

en el 99% de los genes conocidos, incluyendo microARNs, promotores, regiones UTR, regiones 



Introducción 

 

67 

codificantes y hasta 2 Kb alrededor de las islas CpG (Dedeurwaerder et al., 2011; Sandoval et 

al., 2011). El microarray de Illumina utiliza, para cada CpG de interés, dos tipos distintos de 

bolas (beads) que contienen oligonucleótidos complementarios al sitio CpG no metilado (bead 

tipo U) y al metilado (bead tipo M). Estas beads están marcadas diferencialmente con 

fluorescencia. El ADN genómico previamente tratado con bisulfito se hibrida en el array con 

todas estas beads que contienen las sondas diseñadas para interrogar las distintas CpGs de 

interés. Tras la hibridación, hay una amplificación por PCR de aquellos productos donde hay 

total complementariedad entre el ADN convertido y la sonda. Es decir, si el ADN está metilado 

solo habrá amplificación cuando se una a la bead tipo M, y si no está metilado solo habrá 

amplificación cuando se una a la bead tipo U (Figura 16). Estos productos de PCR quedan 

inmovilizados en las beads correspondientes, de forma que la señal de fluorescencia se puede 

medir y la ratio entre los dos tipos de sondas para cada locus (CpG individual) es un indicador 

del nivel de metilación. El análisis de esta enorme cantidad de datos es muy complejo, pero ha 

sido mejorado a lo largo del tiempo (Bock, 2012; Ma et al., 2013; Wilhelm-Benartzi et al., 2013). 

 

Figura 16. Fundamento del microarray de metilación de Illumina. Adaptación de Illumina. 

3.4.3. Estudios de metilación del ADN en la LMMC 

La metilación del ADN ha sido ampliamente estudiada en las neoplasias hematológicas. Los 

primeros estudios reportados se centraban en el análisis de uno o pocos genes candidatos y, 

con los años, los microarrays de metilación del ADN empezaron a utilizarse para estudiar el 

perfil de metilación a gran escala de las neoplasias hematológicas (Esteller, 2003; Lehmann et 

al., 2004; Galm et al., 2006; Boultwood and Wainscoat, 2007). En un estudio realizado en 367 

muestras de distintas neoplasias hematológicas se observó que, generalmente, las neoplasias 

linfoides se asociaban con niveles superiores de metilación de novo del ADN en comparación 

con las neoplasias mieloides, que estaban principalmente no metiladas y se agrupaban con las 

muestras de controles sanos (Martin-Subero et al., 2009).  

En pacientes con SMD, y en algún caso con LMMC, la metilación del ADN se ha estudiado 

principalmente para entender el posible mecanismo de acción de los fármacos hipometilantes 
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AZA y DEC, así como para intentar predecir la respuesta a estos agentes. Sin embargo, los 

resultados son muy heterogéneos y poco concluyentes, sugiriendo que el efecto terapéutico de 

estos fármacos es más complejo de lo que se pensaba y no se debe, al menos de forma 

exclusiva, a la desmetilación de genes hipermetilados (Daskalakis et al., 2002; Mund et al., 

2005; Gore et al., 2006; Fandy et al., 2009; Follo et al., 2009; Shen et al., 2010; Braun et al., 

2011; Merlevede et al., 2016). Meldi y cols. hipotetizaron que la falta de correlación entre la 

mayoría de estos estudios se debía a que los ensayos utilizados se focalizaban en estudiar 

solamente regiones promotoras, y que las diferencias en la metilación asociadas a una potencial 

respuesta terapéutica se encontraban probablemente fuera de los promotores y en zonas 

intergénicas. Para testar esta hipótesis, estudiaron por NGS el metiloma de 40 pacientes con 

LMMC tratados con DEC. Identificaron 167 regiones diferencialmente metiladas al diagnóstico 

capaces de distinguir entre los respondedores y los no respondedores. Estas regiones se 

localizaban principalmente en regiones no promotoras y se solapaban con elementos 

reguladores distales (Meldi et al., 2015).  

Otros estudios se metiación en la LMMC tenían como objetivo analizar el efecto de la 

hipermetilación de genes puntuales (Tessema et al., 2003; Aucagne et al., 2011). En cuanto a 

los estudios que evalúan el perfil de metilación del ADN en la LMMC, la mayoría se han centrado 

en evaluar la correlación entre la metilación del ADN y las mutaciones de TET2. Dado que el 

enzima TET2 está involucrado en el mecanismo de metilación del ADN y las mutaciones del 

gen están presentes hasta en un 50-60% de los pacientes con LMMC, es lógico pensar que 

éstas puedan modificar el perfil de metilación de la enfermedad. En el primer estudio publicado, 

Ko y cols. estudiaron diferentes neoplasias mieloides, incluyendo 12 pacientes con LMMC. 

Reportaron que la pérdida de la marca 5mC era una característica notable de los pacientes con 

LMMC con mutaciones de TET2 e identificaron, mediante microarrays, más de 2.500 regiones 

diferencialmente hipometiladas en estos pacientes y solamente dos hipermetiladas (Ko et al., 

2010). Poco después, Pérez y cols. analizaron mediante microarrays de metilación del ADN 24 

pacientes con LMMC y demostraron que los pacientes con mutaciones de TET2 tenían niveles 

superiores de metilación y un perfil distinto al de los pacientes wild-type (Pérez et al., 2012). En 

otro trabajo, Yamazaki y cols. analizaron, en una serie de 30 pacientes con LMMC, los niveles 

de metilación global del ADN, así como el estatus de metilación de las zonas reguladoras de 21 

genes previamente descritos en otras neoplasias mieloides. Concluyeron que los niveles de 

5mC eran significativamente superiores en los pacientes con mutaciones de TET2. Además, 

los resultados de este estudio sugerían que el efecto de las mutaciones de TET2 en la 

metilación de regiones promotoras se restringía a unos pocos genes y que probablemente 

recaía en regiones codificantes o intergénicas (Yamazaki et al., 2012). Estos resultados fueron 

confirmados años después por el mismo grupo en un estudio en el que analizaron, por NGS, el 

metiloma de 40 pacientes con LMMC. En este estudio concluyeron que las mutaciones de TET2 

afectaban a la metilación de regiones reguladoras localizadas fuera de las islas CpG, aunque 

no explicaban las diferencias en la metilación del ADN en la LMMC (Yamazaki et al., 2015).  
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La LMMC es una entidad que presenta una gran heterogeneidad a nivel clínico, morfológico y 

genético. El diagnóstico de la LMMC se basa en el análisis citomorfológico de la MO y la SP. El 

estudio citogenético es obligatorio al diagnóstico y puede resultar útil como marcador de 

clonalidad. Además, las alteraciones cromosómicas detectadas por CC, aunque poco 

frecuentes, tienen un gran impacto en el pronóstico de los pacientes con LMMC. Sin embargo, 

la gran mayoría de pacientes tiene un cariotipo normal (70-75%) y hasta el 80% de los casos 

se caracteriza por presentar características citogenéticas de bajo riesgo (cariotipo normal o 

pérdida aislada del cromosoma Y).  

La aplicación de técnicas moleculares de alta resolución y/o sensibilidad, como los microarrays 

genómicos y los métodos de secuenciación, ha permitido aumentar el conocimiento de las 

bases moleculares de la LMMC. Mediante microarrays genómicos se han llegado a detectar 

anomalías cromosómicas hasta en un 75% de pacientes con LMMC, incluyendo alteraciones 

detectadas por CC y/o por SNP-A. Éstas incluyen CNAs y regiones con LOH. Sin embargo, esta 

técnica no ha sido utilizada en una serie única de pacientes con LMMC, ni tampoco se ha 

evaluado el posible valor pronóstico de las alteraciones detectadas por microarrays, y no por 

CC, en estos pacientes. Gracias a la secuenciación se sabe que más del 90% de los pacientes 

con LMMC presenta mutaciones somáticas en un conjunto de genes, aunque ninguna de éstas 

es específica de la enfermedad y el perfil de mutaciones detectado es muy heterogéneo. El 

papel pronóstico de estas mutaciones ha sido ampliamente estudiado, siendo las mutaciones 

de ASXL1 las únicas que han demostrado tener un impacto pronóstico negativo independiente. 

Muchas de estas mutaciones afectan a reguladores epigenéticos involucrados en el mecanismo 

de metilación del ADN o la modificación de las histonas. Algunos estudios sugieren que estas 

mutaciones conllevan la pérdida de marcas epigenéticas, promoviendo la oncogénesis, junto 

con otros mecanismos epigenéticos, mediante la desregulación de la transcripción.  

Este trabajo parte de la base que la mayoría de pacientes con LMMC pertenece a la categoría 

citogenética de bajo riesgo. Sin embargo, ésta es muy heterogénea a nivel clínico y un subgrupo 

de estos pacientes presenta una enfermedad más agresiva con un curso clínico desfavorable.  

La hipótesis global de esta tesis es que los pacientes con LMMC de bajo riesgo citogenético 

presentan diferencias a nivel genético y que las alteraciones detectadas mediante técnicas poco 

usadas en el ámbito asistencial, como los SNP-A y la secuenciación masiva dirigida, podrían 

contribuir a definir mejor el pronóstico de este subgrupo de pacientes. Asimismo, la gran 

mayoría de pacientes con LMMC y citogenética de bajo riesgo presenta un cariotipo normal, 

por lo que la detección de alteraciones somáticas en este grupo de pacientes, es decir, de un 

marcador de clonalidad, podría ser útil a nivel diagnóstico. Además, dado que la metilación del 

ADN es el principal mecanismo epigenético descrito en la leucemogénesis, el estudio de las 

diferencias en la metilación del ADN entre los pacientes con citogenética de bajo riesgo y el 

resto de casos con LMMC, podría ayudar a identificar diferencias a nivel biológico entre estos 

subgrupos de pacientes, así como nuevos marcadores pronóstico. 
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Por lo tanto, el objetivo general de este trabajo es caracterizar a nivel genético y epigenético 

los pacientes diagnosticados de LMMC con citogenética de bajo riesgo, así como identificar 

factores pronóstico que permitan definir mejor el riesgo en este subgrupo de pacientes.  

Los objetivos concretos son: 

1. Mediante la técnica de SNP-A: 

 Caracterizar la frecuencia y tipo de alteraciones detectadas por SNP-A en una serie 

de pacientes con LMMC y citogenética de bajo riesgo. 

 Analizar la correlación entre estas alteraciones y las características clínico-

biológicas de la serie. 

 Evaluar el impacto pronóstico de las alteraciones detectadas por SNP-A en la 

supervivencia global y la progresión a LMA. 

2. Mediante secuenciación masiva: 

 Caracterizar la incidencia y tipo de mutaciones en una serie de pacientes con 

LMMC y citogenética de bajo riesgo, detectadas mediante la secuenciación masiva 

dirigida de un panel de genes relacionados con neoplasias mieloides. 

 Analizar la correlación entre las mutaciones y las características clínico-biológicas 

de los pacientes.  

 Determinar el impacto pronóstico de las mutaciones en estos pacientes, en 

términos de supervivencia global y supervivencia libre de progresión. 

3. Mediante estudios de metilación del ADN: 

 Explorar las alteraciones en la metilación del ADN en una serie de pacientes con 

LMMC, mediante la comparación del perfil de metilación de estos pacientes con un 

grupo de controles sanos, e identificar genes y/o vías de señalización que podrían 

jugar un papel en la biología de la LMMC. 

 Analizar la correlación del perfil de metilación y las características clínico biológicas 

y genéticas de los pacientes. 

 Evaluar el posible impacto pronóstico de la metilación del ADN en la LMMC. 

 Estudiar las diferencias en la metilación del ADN entre los pacientes con LMMC y 

citogenética de bajo riesgo y el resto de pacientes con LMMC. 
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Los resultados se presentan en forma de tres artículos, generados a partir del trabajo incluido 

en esta tesis. 

 

Trabajo I 

Palomo L, Xicoy B, Garcia O, Mallo M, Ademà V, Cabezón M, Arnan M, Pomares H, Larrayoz 

MJ, Calasanz MJ, Maciejewski JP, Huang D, Shih LY, Ogawa S, Cervera J, Such E, Coll R, 

Grau J, Solé F, Zamora L. Impact of SNP array karyotyping on the diagnosis and the outcome 

of chronic myelomonocytic leukemia with low risk cytogenetic features or no metaphases. 

American Journal of Hematology. 2016 Feb;91(2):185-92. Factor de impacto (2015): 5,000. 

 

Trabajo II 

Palomo L, Garcia O, Arnan M, Xicoy B, Fuster F, Cabezón M, Coll R, Ademà V, Grau J, Jiménez 

MJ, Pomares H, Marcé S, Mallo M, Millá F, Alonso E, Sureda A, Gallardo D, Feliu E, Ribera JM, 

Solé F, Zamora L. Targeted deep sequencing improves outcome stratification in chronic 

myelomonocytic leukemia with low risk cytogenetic features. Oncotarget 2016; 7:57021-35. 

Factor de impacto (2015): 5,005. 

 

Trabajo III 

Palomo L, Malinverni R, Cabezón M, Xicoy B, Arnan M, Coll R, Pomares H, Grau J, Navarro T, 

Feliu E, Solé F, Buschbeck M, Zamora L. DNA methylation profile in CMML associates with 

distinct clinical, biological and genetic features. 2017. [Submitted]. 

El trabajo III se incluye en el Anexo I. 
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TRABAJO I: Impacto del cariotipado mediante SNP-A 

en el diagnóstico y el pronóstico de la leucemia 

mielomonocítica crónica de bajo riesgo citogenético 

Entre un 20-30% de pacientes con LMMC presenta alteraciones citogenéticas. En todas las 

series estudiadas, la presencia de este tipo de alteraciones es indicativa de un pronóstico 

intermedio o desfavorable, exceptuando la pérdida aislada del cromosoma Y (Such et al., 2011; 

Tang et al., 2014; Wassie et al., 2014). Dicho de otro modo, la gran mayoría de pacientes con 

LMMC tiene un cariotipo normal y hasta el 80% puede presentar características citogenéticas 

de bajo riesgo (cariotipo normal, -Y aislado). Sin embargo, algunos pacientes con LMMC y bajo 

riesgo citogenético presentan una enfermedad más agresiva con una SG inferior. Nuestra 

hipótesis es que algunos de estos pacientes podrían presentar alteraciones submicroscópicas 

(no detectables por CC) con un impacto pronóstico distinto al que viene determinado por el 

cariotipo. Algunos trabajos que incluyen estudios de SNP-A en pacientes con LMMC han 

detectado CNAs y LOH hasta en un 75% de los casos. Aun así, las series publicadas son muy 

heterogéneas, incluyen pocos casos con LMMC y el impacto de estas alteraciones en estos 

pacientes no ha sido estudiado (Gondek et al., 2008; Tiu et al., 2011; Yi et al., 2013). 

En el presente trabajo se incluyeron 128 pacientes con LMMC con características citogenéticas 

de bajo riesgo (cariotipo normal, n=113; -Y, n=4) o con un resultado no informativo por CC 

(n=11). Se recogieron muestras de MO (n=124) y SP (n=4) al diagnóstico, así como datos 

clínicos de todos los pacientes. Se realizaron SNP-A en todos los casos utilizando el microarray 

Cytoscan HD (n=123) o el Genome-Wide Human SNP Array 6.0 (n=5), de Affymetrix. Los 

resultados se analizaron y se correlacionaron con los datos clínicos de los pacientes. 

Perfil de alteraciones detectadas por SNP-A 

Los SNP-A revelaron alteraciones (CNAs y/o LOHs) en un 67% (86/128) de los pacientes con 

LMMC. Los casos no informativos por CC presentaron un mayor número de alteraciones (9/11, 

82%) en comparación con los pacientes con citogenética de bajo riesgo (76/117, 65%), pero no 

se observaron diferencias en el número o tipo de alteraciones. De forma global, se detectó 1 

alteración en 56/128 casos (44%), 2 en 16/128 (13%) y ≥3 en 14/128 (10%). Considerando 

todas las alteraciones, la mediana del tamaño de genoma afectado fue de 11Mb (rango 0,1 Mb 

- 460,97 Mb). En cuanto al tipo de alteraciones, se identificaron CNAs y LOHs con la misma 

frecuencia: 36 casos (28%) solo presentaban CNAs, 37 (29%) solo LOHs y en 13 (10%) 

pacientes se identificaron ambos tipos de alteraciones.  

Se detectaron un total de 104 CNAs en 49/128 (38%) pacientes, la mayoría de los cuales 

correspondía a ganancias y pérdidas menores de 10 Mb (límite de resolución de la CC). Las 

ganancias en 8p12 y 21q22 se observaron de forma recurrente (presentes en ≥3 casos). Las 
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amplificaciones de 21q22, detectadas en tres pacientes, incluían el locus del gen RUNX1, que 

también se vio afectado en otros dos pacientes que presentaban una pequeña deleción de 

21q22.12 y una LOH en 21q, respectivamente. También se detectaron, de forma recurrente, 

pérdidas en 10q21 y 12p13.2. Ésta última afectaba a la región donde se localiza el gen ETV6. 

Se detectaron un total de 68 regiones con LOH, a nivel intersticial o telomérico, en 50/128 (39%) 

pacientes. Las LOHs intersticiales se vieron con mayor frecuencia que las teloméricas (30% y 

13%, respectivamente) y fueron las únicas en observarse de forma recurrente. La región 4q24-

4q35, que incluye el gen TET2, se encontraba afectada en 13/128 (10%) pacientes. Se 

detectaron LOHs recurrentes en la región 11q13.3-11q25 (7 casos), que contiene el gen CBL, 

así como en 7q32.1-7q36.3 (5 casos), que incluye el gen EZH2. 

Correlación de las alteraciones con las características clínicas e impacto en la 

supervivencia 

Ni la presencia ni el número de alteraciones detectadas por SNP-A se correlacionaban con las 

características clínico-biológicas de los pacientes, así como tampoco la presencia o tipo de 

CNAs. No obstante, la presencia de regiones con LOH intersticial se asoció con la variante 

LMMC-MP/recuento de leucocitos y con la presencia de esplenomegalia. De forma similar, un 

tamaño de genoma afectado >11 Mb se asociaba con la variante LMMC-MP/recuento de 

leucocitos, la presencia de esplenomegalia, los grupos de mayor riesgo según el CPSS y la 

dependencia transfusional. 

Las medianas de SG y SLP de la serie fueron de 28,0 y 35,9 meses, respectivamente. En el 

análisis univariado, la mayoría de factores pronóstico clásicos de la LMMC se asociaron con la 

SG y la SLP: el subtipo de LMMC según la clasificación FAB, la dependencia transfusional, los 

niveles de hemoglobina, la cifra de leucocitos, la cifra de de plaquetas y los grupos de riesgo 

según el CPSS, el CPSS alternativo y el GFM Model. El subtipo de LMMC según la clasificación 

OMS 2008 y el porcentaje de blastos en MO solo se asociaron con la SG.  

En cuanto al impacto de las alteraciones detectadas por SNP-A, ni la presencia ni el número de 

anomalías correlacionaba con la SG ni la SLP, pero sí el tamaño de éstas. Considerando como 

punto de corte 11 Mb (mediana del tamaño de genoma afectado en la serie), los pacientes con 

un tamaño de genoma afectado ≥11 Mb presentaban una SG y SLP inferiores. Además, cuando 

los pacientes se dividían en tres categorías de acuerdo con el tamaño de genoma afectado (0-

<10 Mb, 10-<100 Mb, y ≥100 Mb), estos tres grupos de pacientes presentaban una SG 

significativamente distinta entre ellos. En cuanto al tipo de alteraciones, ni la presencia ni el 

número de CNAs o LOHs (intersticiales y/o teloméricas) tenían un impacto en el pronóstico. Sin 

embargo, los pacientes que presentaban LOHs intersticiales tenían una SG inferior comparado 

con el resto de pacientes. 

Dado que tanto el tamaño de genoma afectado como la presencia de LOHs intersticiales se 

asociaban con la variante LMMC-MP, se evaluó el impacto pronóstico de las alteraciones 

detectadas por SNP-A en este subgrupo de pacientes que ya de por sí presenta un curso clínico 
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más agresivo. Ninguna de las características clínico-biológicas se asoció al pronóstico de estos 

pacientes. De hecho, el único parámetro capaz de predecir una SG y SLP inferiores en este 

subgrupo de pacientes fue la presencia de CNAs. 

El impacto pronóstico de las alteraciones detectadas por SNP-A no mantuvo su significancia en 

el análisis multivariado. Las variables que presentaron un valor pronóstico independiente en el 

análisis multivariado de la SG fueron: el subtipo LMMC-MP/recuento leucocitario y la 

dependencia transfusional. De forma similar, las variables significativas en el análisis 

multivariado de la SLP fueron la dependencia transfusional y la cifra de plaquetas. 

Esta es la mayor serie publicada de pacientes con LMMC analizados mediante la tecnología de 

SNP-A. Este estudio muestra que un 67% de los pacientes con LMMC y citogenética de bajo 

riesgo presenta alteraciones no detectables por CC (CNAs y LOHs). El perfil de estas 

alteraciones es muy heterogéneo, siendo las LOHs intersticiales de los cromosomas 4q, 7q y 

11q las anomalías más recurrentes. Los pacientes con LOHs intersticiales, así como aquellos 

con un tamaño de genoma afectado ≥11 Mb, presentan una SG y SLP inferiores al resto de 

pacientes. Por tanto, la presencia de determinadas alteraciones crípticas, no detectables por 

CC, podría anular el buen pronóstico, asociado al cariotipo, de estos pacientes. 
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TRABAJO II: La secuenciación masiva dirigida mejora 

la estratificación pronóstica en la leucemia 

mielomonocítica crónica de bajo riesgo citogenético 

Las alteraciones citogenéticas son poco frecuentes en los pacientes con LMMC, detectándose 

entre un 20-30% de los casos (Such et al., 2011; Tang et al., 2014; Wassie et al., 2014). Por el 

contrario, más del 90% de los pacientes presenta mutaciones somáticas. El valor pronóstico de 

estas mutaciones ha sido ampliamente estudiado, siendo las mutaciones en ASXL1 las únicas 

que han demostrado tener un impacto pronóstico negativo independiente (Itzykson et al., 2013b; 

Patnaik et al., 2014b). Dado que las alteraciones cromosómicas, aunque poco frecuentes, 

tienen un gran impacto en el pronóstico de la LMMC, este estudio se ha focalizado en evaluar 

el valor pronóstico de las mutaciones somáticas en pacientes con LMMC de bajo riesgo 

citogenético, un grupo que puede llegar a representar el 80% de los casos (Such et al., 2011; 

Tang et al., 2014; Wassie et al., 2014). Este subgrupo presenta un curso clínico heterogéneo, 

por lo que nuestra hipótesis es que la presencia de mutaciones en este conjunto de pacientes 

podría ayudar a identificar aquellos casos con un pronóstico más desfavorable. Además, la gran 

mayoría de estos pacientes presenta un cariotipo normal y por tanto carece de un marcador 

clonal, por lo que la detección de mutaciones en estos casos podría ser útil a nivel diagnóstico.  

En este trabajo se han incluido 56 pacientes con LMMC con características citogenéticas de 

bajo riesgo (cariotipo normal, n=53; -Y, n=1) o con un resultado no informativo por CC (n=2). 

Se recogió muestra de MO (n=58) o SP (n=6) en todos los casos al diagnóstico y, 

adicionalmente, en 7 pacientes que progresaron a LMA y 1 paciente que evolucionó a LMMC-

2. Mediante secuenciación masiva dirigida, se estudió un panel de 83 genes relacionados con 

neoplasias mieloides. Las librerías se prepararon mediante captura con la química de 

Nimblegen (Roche) y se secuenciaron en la plataforma MiSeq (Illumina). Se realizó un análisis 

bioinformático de los datos y los resultados se correlacionaron con la información clínico-

biológica de los pacientes. 

Perfil de mutaciones detectado por secuenciación masiva 

Mediante secuenciación masiva se detectaron mutaciones en el 98% (55/56) de los pacientes 

al diagnóstico. La mediana de mutaciones detectada por paciente fue de 4 (rango 0-8). Los 

genes más frecuentemente afectados fueron: TET2 (71%), ASXL1 (43%) y SRSF2 (36%); 

seguidos de RUNX1 (23%), ZRSR2 (16%), CBL (13%) y NRAS (13%). También se detectaron 

mutaciones entre un 5-10% de los pacientes en los genes EZH2, CREBBP, UMODL1, SETBP1, 

SH2B3, NF1, IDH2, SF3B1, KMT2D, CSF3R, JAK2, PTPN11, SMC1A, U2AF1 y DNMT3A. La 

gran mayoría de los genes afectados correspondía a componentes de vías de señalización 

celular, reguladores epigenéticos y elementos de la maquinaria de splicing.  
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La mayor parte de los pacientes (48/56) había sido estudiada previamente por SNP-A (Trabajo 

I). En 14 de estos casos se habían detectado LOHs intersticiales y 10 de ellos presentaban, 

además, una mutación en uno de los genes localizados en la región homocigota (TET2, CBL, 

EZH2 y KRAS). 

El espectro de mutaciones de los 7 pacientes estudiados en el momento de progresión a LMA 

era distinto en 6 de los casos y el número de mutaciones era superior al del diagnóstico en 5 

de ellos. El número de alteraciones genéticas, detectadas tanto por CC como por 

secuenciación, en el momento de la progresión, era significativamente superior comparado al 

del diagnóstico. La gran mayoría de mutaciones adquiridas en la evolución a LMA correspondía 

a genes involucrados en vía de señalización RAS, como BRAF, FLT3, KRAS, NRAS y PTPN11. 

Correlación de las mutaciones con las características clínicas e impacto en la 

supervivencia 

Las mutaciones en los siguientes genes se asociaban con una o más características clínicas 

de riesgo adverso: EZH2 con el subgrupo LMMC-2, la variante LMMC-MP/recuento leucocitario 

y los grupos de riesgo adverso según el CPSS y el GFM Model; NRAS con la variante LMMC-

MP/recuento leucocitario y la presencia de esplenomegalia; ASXL1 con la progresión a LMA y 

los grupos de riesgo adverso según el CPSS y el GFM Model; y SRSF2 con una cifra de 

plaquetas <100x109/L y los grupos de riesgo adverso según el GFM Model. A diferencia de 

éstas, las mutaciones de TET2 fueron las únicas que correlacionaban con características de 

buen pronóstico, como los niveles de hemoglobina >10g/dL, la no progresión a LMA y los grupos 

de bajo riesgo según el CPSS. 

Las medianas de SG y SLP de la serie fueron de 47 y 128 meses, respectivamente. Las 

siguientes variables clínico-biológicas se asociaban tanto con la SG como con la SLP en el 

análisis univariado: los subtipos de LMMC según las clasificaciones OMS 2008 y FAB, la 

dependencia transfusional, la presencia de esplenomegalia, los niveles de hemoglobina, el 

recuento de leucocitos y los grupos de riesgo según el CPSS, el CPSS alternativo y el GFM 

Model.  

En cuanto al impacto de las mutaciones, se observó una disminución en la SG y la SLP a 

medida que aumentaba el número de mutaciones. Además, la presencia de mutaciones en 

ASXL1, NRAS o EZH2 se asociaba con una SG y SLP menores, mientras que las mutaciones 

de SRSF2 correlacionaban con una SG inferior. En cambio, las mutaciones de TET2 se 

asociaron con una SLP mayor. De forma global, el 61% (34/56) de los pacientes presentaba al 

menos una mutación de riesgo adverso (ASXL1, EZH2, NRAS y SRSF2), lo cual se asociaba a 

una SG y SLP inferiores. También se observó una disminución en la SG y la SLP a medida que 

el número de mutaciones de riesgo adverso aumentaba.  

Recientemente, Patnaik y cols. publicaron, en una serie de 175 pacientes con LMMC, una 

interacción pronóstica entre las mutaciones de ASXL1 y TET2, confirmando el impacto negativo 

de ASXL1 en la SG y sugiriendo un impacto favorable de TET2 en ausencia de mutaciones en 
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ASXL1 (Patnaik et al, 2016). En nuestra serie de pacientes con LMMC de bajo riesgo 

citogenético, las distintas combinaciones entre ASXL1 y TET2 también permitían estratificar a 

los pacientes en 4 subgrupos con diferencias significativas en la SG. En cuanto a la SLP, se 

observó una SLP superior en el grupo de pacientes que solo presentaba mutaciones en TET2, 

mientras que el resto de categorías mostraban un gran solapamiento. Con el objetivo de 

delinear el beneficio de las mutaciones de TET2 en relación a otras mutaciones de riesgo 

adverso, se estudió la interacción entre TET2 y el resto de genes de riesgo adverso, excluyendo 

ASXL1, lo cual permitió separar a los pacientes en cuatro grupos que mostraban una clara 

diferencia en la SG y la SLP. La comparación de estos cuatro grupos sugiere un posible papel 

protector de TET2 tanto en presencia como en ausencia de mutaciones de riesgo adverso. 

Finalmente, se llevó a cabo un análisis multivariado, incluyendo todos aquellos parámetros 

clínico-biológicos y genéticos que habían mostrado un impacto pronóstico en el análisis 

univariado. Para la SG, las variables que permanecieron significativas en el modelo multivariado 

fueron el CPSS, usando de referencia el grupo de bajo riesgo, y la presencia de al menos una 

mutación de riesgo adverso (ASXL1, EZH2, NRAS y SRSF2). En cuanto a la SLP, el modelo 

multivariado incluía el CPSS y la ausencia de mutaciones de TET2. 

Esta es la primera serie en la que se ha investigado el impacto de las mutaciones genéticas en 

un grupo de pacientes con LMMC de bajo riesgo citogenético. Más del 90% de los pacientes 

presentan al menos una mutación en uno de estos tres genes: ASXL1, TET2 o SRSF2, lo cual 

puede ser de gran utilidad a nivel diagnóstico. Este estudio también muestra que tanto la 

presencia como el número de mutaciones en determinados genes (ASXL1, EZH2, NRAS y 

SRSF2) confieren un pronóstico desfavorable. En cambio, las mutaciones de TET2 son 

indicativas de un buen pronóstico en ausencia de mutaciones de riesgo adverso. El estudio de 

determinados genes, en la LMMC de bajo riesgo citogenético, permitiría identificar un subgrupo 

de pacientes con una enfermedad más agresiva y que podría beneficiarse de una 

monitorización más continuada y de tratamientos más intensivos. 
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La caracterización genética de las neoplasias hematológicas es importante no solo para 

comprender la biología de estas enfermedades sino también desde un punto de vista clínico. A 

nivel diagnóstico, la detección de determinadas anomalías genéticas puede confirmar la 

clonalidad y ayudar a clasificar a un paciente dentro de una entidad o subgrupo que presenta 

características clínicas y biológicas similares. A su vez, la presencia de determinadas 

alteraciones genéticas puede ayudar a establecer el pronóstico de un paciente. Tanto la 

clasificación de los pacientes con neoplasias hematológicas como la evaluación de su 

pronóstico son esenciales para determinar el tratamiento más adecuado en cada caso. Además, 

entender la genética de dichas enfermedades permitirá identificar posibles dianas terapéuticas 

y ayudar en la selección de tratamientos dirigidos de la forma más personalizada posible. 

La LMMC es una enfermedad que comparte características tanto con los SMD como con las 

NMP y que presenta una elevada heterogeneidad a nivel clínico, morfológico y genético. La 

primera parte de esta tesis se centra en caracterizar genéticamente los pacientes con LMMC 

de bajo riesgo citogenético, la mayoría de los cuales presenta un cariotipo normal. Hasta el 80% 

de los pacientes con LMMC presenta características citogenéticas de bajo riesgo, pero su 

comportamiento clínico es heterogéneo. Creemos que la detección de anomalías genéticas en 

este subgrupo de pacientes puede ser de utilidad tanto a nivel diagnóstico como pronóstico. Por 

ello, en los Trabajos I y II, se han aplicado técnicas moleculares de alta resolución y/o 

sensibilidad, como los microarrays de SNP o la secuenciación masiva, respectivamente, para 

la caracterización de estos pacientes.  

De acuerdo con numerosos estudios y como se demuestra en el Trabajo II, un gran porcentaje 

de pacientes con LMMC presenta mutaciones somáticas en reguladores epigenéticos. Por ello, 

la segunda parte de esta tesis (Trabajo III) se focaliza en el estudio de la metilación del ADN en 

una serie de pacientes con LMMC. Creemos que el estudio de este mecanismo epigenético 

puede contribuir a la detección de genes y vías de señalización implicados en la enfermedad, 

así como ayudar a identificar nuevos marcadores pronósticos. 

1. Empleo de técnicas moleculares en el estudio de la 

LMMC 

El diagnóstico de la LMMC incluye una revisión citomorfológica de la MO y de la SP, así como 

un estudio citogenético en MO. Aunque el uso de técnicas moleculares para el diagnóstico de 

la LMMC no se contempla en la última revisión de la clasificación de la OMS, sí se requiere, o 

se recomienda, en otras neoplasias mieloides (Arber et al., 2016). Algunos ejemplos de la 

utilidad de los marcadores moleculares en el diagnóstico de las neoplasias mieloides, son la 

detección del redordenamiento BCR-ABL1 en la LMC; las mutaciones de JAK2, CALR o MPL 

en las NMP Ph-; las mutaciones de NPM1, CEBPA o RUNX1 en la LMA; o la presencia de 

mutaciones en SF3B1 en los SMD con 5-14% de sideroblastos en anillo (Arber et al., 2016). La 
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aplicación de los marcadores moleculares va más allá del diagnóstico ya que, en muchas de 

estas entidades, la presencia e incluso los niveles de determinadas anomalías genéticas se 

asocian con el pronóstico de los pacientes. Las técnicas gold standard para la detección de 

ganancias o pérdidas de material genético y de mutaciones, son la CC y la secuenciación de 

Sanger, respectivamente. Sin embargo, otras técnicas más novedosas, como los microarrays o 

la secuenciación masiva, se han aplicado en numerosos estudios para detectar estas mismas 

alteraciones con mayor resolución y/o sensibilidad.  

 Microarrays de SNP 

En el Trabajo I se han utilizado los microarrays de SNP para la detección de alteraciones 

cromosómicas en una serie de 128 pacientes con LMMC.  

Los SNP-A permiten la detección de cambios en el número de copias (ganancias y pérdidas de 

material genético) con una resolución de hasta 10 Kb, mucho mayor que la de la CC, que es de 

10 Mb. Otras ventajas de esta técnica respecto a la CC es que permite detectar regiones con 

pérdida de heterocigosidad así como mapear con más precisión los puntos de corte de las 

alteraciones estructurales detectadas (Gondek et al., 2008; Maciejewski and Mufti, 2008). Una 

última ventaja es que los SNP-A se aplican a muestras de ADN, por lo que no dependen de un 

cultivo celular, como la CC. Por contrapartida, esta técnica no permite la detección de 

translocaciones equilibradas, no permite distinguir si las alteraciones pertenecen a uno o más 

clones individuales, y su sensibilidad (aproximadamente 20%) es inferior a la de la CC 

(alrededor del 10%) (Gresham et al., 2008; Maciejewski et al., 2009).  

Dado que las alteraciones más frecuentes en la LMMC son ganancias y pérdidas, la incidencia 

de translocaciones es muy baja y las regiones con LOH son comunes, el uso de SNP-A parece 

adecuado para el estudio de esta hemopatía (Gelsi-Boyer et al., 2008; Gondek et al., 2008; 

Such et al., 2011; Tiu et al., 2011). Especialmente teniendo en cuenta que el 70-75% de los 

pacientes con LMMC no presentan alteraciones por CC (Such et al., 2011; Tang et al., 2014; 

Wassie et al., 2014). Por todos estos motivos se eligió dicha técnica para el Trabajo I.  

Mediante el uso de SNP-A se detectaron un total de 172 alteraciones que afectaban al 67% 

(86/128) de los pacientes. Dada la naturaleza de nuestra serie de pacientes, que incluía casos 

con LMMC de bajo riesgo citogenético o con un resultado no informativo por CC (<10 

metafases), los SNP-A permitieron aumentar el rendimiento diagnóstico, en términos de 

detección de un marcador clonal, en más de la mitad de los casos. Se detectaron alteraciones 

mediante SNP-A en un 63% (74/117) de los pacientes con cariotipo normal y un 82% (9/11) de 

los casos con un resultado no informativo por CC, lo que demuestra la utilidad del uso de esta 

técnica en la LMMC, especialmente en estos subgrupos de pacientes. El uso de esta técnica 

permitió, además, detectar alteraciones con valor pronóstico, no detectables por CC, tal y como 

se discute en el apartado 3.2.1. 
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Una de las limitaciones técnicas del Trabajo I, al igual que en otros trabajos que utilizan esta 

técnica, es la falta de muestra control pareada para el análisis de los SNP-A. La utilización de 

ADN constitucional del propio paciente es recomendable para este análisis, especialmente para 

la detección de LOH, tal y como remarcan Heinrich y cols. (Heinrichs et al., 2009). Al no disponer 

de dicha muestra control, se siguió el siguiente algoritmo: las ganancias y pérdidas detectadas 

se compararon con bases de datos públicas (Database of Genomic Variants) y con una serie 

de 1000 controles internos cedida por Affymetrix®; mientras que el análisis de LOH se hizo de 

acuerdo al algoritmo propuesto por Maciejewski y cols., que se basa en el tamaño y localización 

de la alteración (Maciejewski et al., 2009). Esta aproximación permite asegurar la fiabilidad de 

los resultados obtenidos, reduciendo a la vez el coste económico de forma considerable. 

 Secuenciación masiva dirigida 

Numerosos estudios han demostrado que la gran mayoría de pacientes con LMMC presenta 

mutaciones somáticas en un conjunto conocido de genes (Bastie et al., 2012; McCullough and 

Patnaik, 2015; Patnaik and Tefferi, 2016).  En el Trabajo II analizamos las mutaciones que 

presentaba un grupo de pacientes con LMMC de bajo riesgo citogenético, mediante 

secuenciación masiva dirigida.  

Aunque la técnica de secuenciación gold standard en los laboratorios de diagnóstico sigue 

siendo la secuenciación de Sanger, muchos laboratorios en todo el mundo están empezando a 

implementar las técnicas de NGS, por lo que creemos que los resultados de este trabajo son 

trasladables al ámbito clínico. Las técnicas de NGS presentan dos grandes ventajas respecto 

a la secuenciación de Sanger. En primer lugar, se trata de una técnica de elevada capacidad 

(técnica high throughput), que permite procesar, en un solo experimento, un gran volumen de 

datos. Esto permite analizar una gran cantidad de material genético a la vez, como por ejemplo 

un genoma completo, e incluso analizar varias muestras en un solo ensayo. En segundo lugar, 

la sensibilidad de la técnica, que permite detectar mutaciones por debajo del 5%, comparado 

con el límite del 15-20% de la secuenciación de Sanger. El principal inconveniente de la NGS 

es el análisis de datos, que es muy complejo, y su interpretación, especialmente cuando se 

secuencian regiones muy grandes, como un exoma o un genoma completo. Por ello, la 

secuenciación dirigida de un panel de genes o de regiones seleccionadas de interés es la 

aplicación más indicada en un laboratorio de rutina. Primero, porque permite trabajar con un 

número razonable de muestras y con sistemas de secuenciación más pequeños, haciendo que 

la técnica sea más coste-efectiva, y segundo porque facilita el análisis de datos y su 

interpretación en un contexto clínico.  

Mediante la secuenciación dirigida de un panel que incluía regiones seleccionadas de 83 genes, 

en el Trabajo II se detectaron mutaciones somáticas en el 98% (55/56) de los pacientes 

estudiados. Se detectó al menos una mutación en la mayoría (50/51) de pacientes con cariotipo 

normal y en los 3 pacientes con un resultado no informativo por CC, demostrando la utilidad 
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diagnóstica de esta técnica, en cuanto a la detección de un marcador clonal en ausencia de 

una alteración citogenética. Aún más interesante, el 91% (51/56) de los pacientes presentaba 

al menos una mutación en los genes ASXL1, SRSF2 o TET2. De todas formas, a pesar de que 

el estudio de unos pocos genes sea suficiente para la detección de un marcador clonal en la 

LMMC, conocer el perfil de mutaciones para cada paciente es importante para la evaluación 

adecuada de su pronóstico, como se discute en el apartado 3.1.2., y para la identificación de 

futuras dianas terapéuticas. Se necesitan estudios integrados en series que incluyan un gran 

número de pacientes para determinar la relevancia de cada patrón de mutaciones, como se ha 

observado en otras neoplasias hematológicas (Haferlach et al., 2014; Malcovati et al., 2014; 

Papaemmanuil et al., 2016; Makishima et al., 2017). Por lo tanto, cada vez hay más evidencias 

que refuerzan la necesidad de estudiar un conjunto diverso de genes, lo que requerirá, en un 

futuro próximo, la utilización de técnicas de secuenciación masiva. En el ámbito de las 

neoplasias mieloides existen genes implicados en varias entidades, incluyendo los SMD, los 

SMD/NMP, las NMP y la LMA; por lo que la utilización de paneles de genes pan-mieloides será 

probablemente de gran utilidad en los laboratorios de rutina. 

2. Características de la LMMC de bajo riesgo 

citogenético 

La incidencia de las alteraciones cromosómicas en la LMMC, detectadas por CC, está en torno 

al 25%, con un rango del 10-40%, según las series publicadas (Onida et al., 2002; Germing et 

al., 2004; Solé et al., 2005; Haase et al., 2007; Such et al., 2011; Tang et al., 2014; Wassie et 

al., 2014). Las anomalías cromosómicas son, por tanto, poco frecuentes en la LMMC, pero 

cuando están presentes, conllevan un pronóstico adverso. El primer estudio en demostrar el 

valor pronóstico de la citogenética en la LMMC fue publicado por el GESMD en 2011 (Such et 

al., 2011). En este trabajo, Such y cols. propusieron una clasificación citogenética específica 

para la LMMC, donde el grupo de bajo riesgo incluía los pacientes con cariotipo normal y –Y 

aislado. Dicha clasificación citogenética es la variable con mayor peso en el índice pronóstico 

propuesto más adelante por el grupo español para la LMMC, el CPSS (Such et al., 2013). Poco 

después, un consorcio formado por la Clínica Mayo y el Grupo Francés de SMD reafirmó el 

papel de la citogenética en la enfermedad, proponiendo una nueva clasificación citogenética 

(Wassie et al., 2014). En ésta, el grupo de bajo riesgo era muy similar al del grupo español e 

incluía los pacientes con cariotipo normal, -Y asilado o der(3q) como única anomalía. De 

acuerdo con ambas clasificaciones, hasta un 80% de los pacientes con LMMC presenta 

características citogenéticas de bajo riesgo, mayoritariamente cariotipo normal. En los Trabajos 

I y II hemos caracterizado a nivel clínico, biológico y genético este subgrupo de pacientes. 
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 Características clínico-biológicas 

El Trabajo I supone, según nuestro conocimiento, la primera serie publicada de pacientes con 

LMMC de bajo riesgo citogenético, e incluye un total de 128 casos. De éstos, 117 pacientes 

tenían características de bajo riesgo citogenético al diagnóstico (113 con cariotipo normal y 4 

con –Y asilado). Dada la naturaleza del estudio, cuyo objetivo era evaluar la utilidad del 

cariotipado mediante SNP-A en estos pacientes, se decidió incluir también en la serie 11 

pacientes con un resultado no informativo por CC (7 casos con <10 metafases normales y 4 sin 

metafases). Estos casos no presentaban ninguna diferencia a nivel clínico-biológico con el resto 

de los pacientes. De hecho, solo en uno de ellos se observó, mediante SNP-A, una alteración 

que hubiera podido ser detectada por CC (-Y aislado), por lo que todos ellos quedarían 

categorizados dentro del grupo de bajo riesgo también. 

El estudio presenta algunas debilidades metodológicas inherentes a los estudios de registros 

multinstitucionales, dado que incluye pacientes de diferentes centros: Chang Gung Memorial 

Hospital (n=28), ICO-Hospital Germans Trias i Pujol (n=27), ICO-Duran i Reynals (n=24), 

Cleveland Clinic (n=16), Instituto de Investigación Sanitaria de Navarra (n=15), Hospital 

Universitario La Fe (n=14) y ICO-Josep Trueta (n=4). Los estudios multicéntricos suelen ser 

más complejos y requieren de una coordinación central. Cuando la metodología se lleva a cabo 

en más de una de las instituciones participantes, es necesario trabajar con un protocolo común 

y estandarizar tanto la técnica como el análisis de los resultados. En cuando a la recogida de 

datos clínicos, es importante establecer los parámetros y/o puntos de corte que se van a 

considerar, para que no haya ningún sesgo en la información recogida. En el Trabajo I, los SNP-

A de todos los centros nacionales se llevaron a cabo en la Plataforma de Microarrays de 

Affymetrix (Institut de Recerca Contra la Leucèmia Josep Carreras, ICO-Hospital Germans Trias 

i Pujol), mientras que los del Chang Gung Memorial Hospital y los de la Cleveland Clinic se 

llevaron a cabo en el centro de origen. Sin embargo, la gran mayoría de estudios de 

caracterización de la LMMC publicados en la literatura son de la misma naturaleza, 

principalmente debido a la baja incidencia de esta enfermedad. A pesar de esta limitación, se 

trata de una serie particularmente homogénea de pacientes con LMMC de bajo riesgo 

citogenético, en comparación a muchos estudios que incluyen casos con LMMC en cohortes 

más grandes junto pacientes con SMD (Gondek et al., 2008; Tiu et al., 2011; Yi et al., 2013).  

En la Tabla 8 se pueden observar las características clínico-biológicas de nuestra serie de 128 

pacientes de bajo riesgo citogenético, en comparación con las dos series mayores publicadas 

en LMMC, una serie española y otra americana, que incluyen pacientes de todos los grupos 

citogenéticos (Such et al., 2013; Tang et al., 2014).  
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Tabla 8. Comparativa de las características clínico-biológicas de la serie del Trabajo I con otras 

series (no focalizadas en LMMC de bajo riesgo citogenético). 

Variable 
Palomo et al., 

2016 (n=125) 

Such et al., 

2013 (n=558) 

Tang et al.,     

2014 (n=417) 

Edad, años 

Mediana (rango) 

<70, N (%) 

≥70, N (%) 

 

73 (39-98) 

43/128 (34) 

85/128 (66) 

 

73 (19-99) 

196 

362 

 

69 (27–92) 

211 

206 

Género 

Hombre, N (%) 

Mujer, N (%) 

 

89 (70) 

39 (30) 

 

377 (68) 

181 (32) 

 

292 (70) 

125 (30) 

Clasificación FAB 

LMMC-MD, N (%) 

LMMC-MP, N (%)  

 

83 (65) 

45/128 (35) 

 

338 (61) 

220 (39) 

 

187 (45) 

230 (55) 

Clasificación 2008 OMS 

LMMC-1, N (%) 

LMMC-2, N (%)  

 

104 (81) 

24/128 (19) 

 

478 (86) 

80 (14) 

 

331 (79) 

86 (21) 

Hemoglobina, g/dL  

Mediana (rango) 

<10 g/dL 

≥10 g/dL 

 

10.6 (4.9-16.1) 

52 (41) 

76 (59) 

 

11 (1-19) 

190 (34) 

368 (66) 

 

10.7 (3.8–6.7) 

152 (36) 

265 (64) 

Cifra leucocitos, x109/L  

Mediana (rango) 

<13 x109/L, N (%) 

≥13 x109/L, N (%) 

 

10.1 (2.5-127.5) 

83 (65) 

45 (35) 

 

10 (1-156) 

338 (61) 

220 (39) 

 

16 (2.6–209) 

187 (45) 

230 (55) 

Cifra plaquetas, x109/L  

Mediana (rango) 

<100 x109/L, N (%) 

≥100 x109/L, N (%) 

 

109.0 (1.0-481.0) 

55 (43) 

73 (57) 

 

123 (4-928) 

221 (40) 

337 (60) 

 

102 (5–820) 

200 (48) 

217 (52) 

Cifra neutrófilos, x109/L  

Mediana (rango) 

<1.8 x109/L, N (%) 

≥1.8 x109/L, N (%) 

 

4.4 (0.5-64.2) 

15 (13) 

97 (87) 

 

4.2 (0.1-73.9) 

103 (18) 

455 (82) 

Variable no 

recogida en el 

estudio 

Blastos en MO, %  

Mediana (rango)  

<10%, N (%) 

≥10%, N (%) 

 

3.0 (0.0-19.0) 

108 (86) 

17 (14) 

 

3 (0-19) 

485 (87) 

73 (13) 

 

4 (0–9) 

333 (80) 

84 (20) 

Dependencia transfusionala 

No, N (%) 

Si, N (%) 

 

73 (71) 

30 (29) 

 

441 (70) 

116 (21) 

Variable no 

recogida en el 

estudio 

Supervivencia global, mediana 28 31 27 

Progresión a LMA (%) 22% en total 29% a los 5 años 26% en total 

Abreviaturas: FAB: Grupo Franco-Americano-Británico; LMA: leucemia mieloide aguda; MO: médula ósea; 

OMS: Organización Mundial de la Salud. 
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Llama la atención el gran número de pacientes de la serie de Tang y cols. con la variante LMMC-

MP, que se corresponde con una mediana en la cifra de leucocitos superior a la de las otras 

series. Aun así, la proporción LMMC-MD:LMMC-MP varía considerablemente entre las series 

publicadas en la literatura: 1:1 (Germing et al., 1998); 1:1,9 (Onida et al., 2002), 1:1 (Germing 

et al., 2007), 1,5:1 (Such et al., 2013), 1:1,2 (Tang et al., 2014), 1:1,4 (Cervera et al., 2014); 

1,4:1 (Elena et al., 2016). Curiosamente, las únicas series basadas en el Registro Español de 

SMD o con un gran número de pacientes de este registro, son las únicas en las cuales la 

proporción de LMMC-MD es superior a la de LMMC-MP, lo que podría deberse a un sesgo de 

selección inherente a este registro. Aun así, cabe esperar que nuestra serie, en comparación 

con otras, presente más casos de LMMC-MD y de LMMC-1 al tratarse de una serie que, aunque 

presenta variabilidad a nivel clínico en términos de SG y SLP, se caracteriza por presentar un 

cariotipo de bajo riesgo.  

Exceptuando este parámetro, a simple vista, no parece haber grandes diferencias a nivel clínico 

ni biológico entre nuestra serie de pacientes de bajo riesgo citogenético y las otras series, 

aunque estas posibles diferencias no han sido evaluadas estadísticamente. En el estudio 

publicado por Tang y cols. compararon las características clínico biológicas entre los pacientes 

con cariotipo normal (n=292) y los casos con alteraciones citogenéticas (n=125). A nivel 

biológico, la única diferencia estadísticamente significativa (P<0,05) entre estos dos grupos, 

fueron los niveles de hemoglobina, más bajos en el grupo de pacientes con cariotipo anormal. 

A pesar de que los pacientes con –Y (n=13) se incluyeron en el grupo de cariotipo alterado, 

éstos eran muy pocos y el número de casos con cariotipo normal de esta serie era muy elevado, 

por lo que se podría extrapolar que no existen grandes diferencias en los parámetros 

hematológicos entre los pacientes de bajo riesgo citogenético y el resto de casos. En cambio, 

sí que observaron diferencias a nivel clínico, ya que los pacientes con cariotipo alterado tenían 

una menor SG y un mayor riesgo de transformación a LMA. 

 Caracterización de las alteraciones genéticas 

El principal objetivo de los Trabajos I y II era caracterizar a nivel genético los pacientes con 

LMMC de bajo riesgo citogenético. Creemos que esta caracterización tiene relevancia tanto 

diagnóstica como pronóstica. En primer lugar, al tratarse de un grupo casi definido por el 

cariotipo normal, la mayoría de estos pacientes carecen de un marcador clonal. La LMMC se 

caracteriza por la presencia de monocitosis persistente, que también puede ser causada por 

numerosas infecciones y trastornos. Por ello, los marcadores de clonalidad pueden resultar muy 

útiles en el proceso diagnóstico, para descartar la monocitosis reactiva, y especialmente en 

aquellos casos con una displasia morfológica moderada, como demostró nuestro grupo en un 

caso publicado en 2013 (Palomo et al., 2013). En segundo lugar, creemos que la caracterización 

de las alteraciones genéticas que presentan estos pacientes, tanto a nivel de número de copias 

como de mutaciones, puede ayudar a definir marcadores pronóstico para este subgrupo de 
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pacientes (discutido en el apartado 2.3). Para dicha caracterización, en los Trabajos I y II se 

han empleado técnicas moleculares no utilizadas habitualmente en la práctica clínica para el 

diagnóstico de la LMMC, como ya se ha discutido en el apartado 1. 

2.2.1. Alteraciones en el número de copias y pérdida de heterocigosidad 

Numerosos estudios han demostrado la utilidad del cariotipado mediante SNP-A en pacientes 

con SMD y neoplasias relacionadas. En SMD, los estudios publicados reportan una frecuencia 

de alteraciones en el 50-75% de los pacientes, incluyendo CNAs submicroscópicos, regiones 

con LOH y alteraciones previamente detectadas por CC (Gondek et al., 2007, 2008; 

Mohamedali et al., 2007; Heinrichs et al., 2009; Tiu et al., 2011; Mallo et al., 2013; Yi et al., 

2013; da Silva et al., 2017). Todos estos trabajos hacen referencia a la importancia del uso de 

los SNP-A en la identificación de anomalías no detectables por CC. Algunos de ellos incluyen 

casos con LMMC, pero siempre dentro de cohortes muy heterogéneas, junto con pacientes con 

SMD, LMA secundarias y otros SMD/NMP. Además, el número de pacientes con LMMC incluido 

en estas series es limitado y queda muy diluido en la serie total. Concretamente, tres de estos 

estudios incluyen 54, 24 y 9 casos con LMMC, respectivamente (Gondek et al., 2008; Tiu et al., 

2011; Yi et al., 2013). Gracias a estos trabajos, se sabe que el 75% de los pacientes con 

SMD/NMP presenta alteraciones por SNP-A y que las LOH son frecuentes en estos pacientes. 

Aun así, dentro de este porcentaje se incluyen alteraciones previamente detectadas por CC, 

así como pacientes con SMD/NMP distintos a la LMMC. El único hallazgo que se destaca 

característico del subgrupo de pacientes con LMMC, es la mayor frecuencia de casos con LOH 

respecto a los pacientes con SMD: 35% vs. 20%, respectivamente (Gondek et al., 2008).  

El Trabajo I supone, por tanto, el primer estudio de SNP-A publicado en una serie única de 

pacientes con LMMC. Como ya se ha explicado anteriormente, este estudio se centra en 

pacientes con LMMC de bajo riesgo citogenético. Debido al valor pronóstico que ya tienen de 

por si las alteraciones detectadas por CC en la LMMC, creemos que la relevancia de las 

alteraciones detectadas por SNP-A (y no detectables por CC) será mayor en este grupo de 

pacientes. Se detectaron un total de 172 alteraciones que afectaban al 67% (86/128) de los 

pacientes, 104 de las cuales correspondían a CNAs (21 ≥10 Mb y 83 <10 Mb) y 68 a regiones 

con LOH (45 intersticiales ≥25 Mb y 23 teloméricas ≥2 Mb). Poco después de la publicación del 

Trabajo I, un grupo alemán publicó un estudio en el que analizaban, mediante SNP-A, una serie 

de 99 pacientes con LMMC y cariotipo normal (Vetro et al., 2016). En este estudio, Vetro y cols. 

reportaron alteraciones en un 40% de los pacientes. Dada la gran similitud entre las dos series 

de pacientes, creemos que la diferencia en los resultados se debe al hecho de que, en el estudio 

alemán, no se reportaron LOH por debajo de 10 Mb. En cambio, en nuestro trabajo, sí se 

consideraron todas las LOH ≥2 Mb siempre y cuando fueran teloméricas, según recomiendan 

Maciejewski y cols.(Maciejewski et al., 2009). De acuerdo con esto, el porcentaje de casos con 

CNAs en el estudio de Vetro y cols. (40%) es similar al de nuestra serie (38%), mientras que la 

proporción de casos con LOH (22%) es inferior a la nuestra (39%) (Vetro et al., 2016). En cuanto 
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a los 11 pacientes con un resultado no informativo por CC (7 casos con <10 metafases normales 

y 4 sin metafases), 9 de ellos (82%) presentaron alteraciones por SNP-A. Solo una de éstas 

hubiera sido detectada por CC y correspondía a una pérdida aislada del cromosoma Y en uno 

de los casos sin metafases. Tanto el número como el tipo de alteraciones detectadas en este 

grupo eran similares al del resto de los casos. 

De acuerdo con los resultados del Trabajo I, un 38% (49/128) de los pacientes presentaba 

CNAs. Aunque se detectaron algunas regiones recurrentemente afectadas por pequeñas 

ganancias o pérdidas en unos pocos pacientes, la variedad de CNAs detectados refleja la gran 

heterogeneidad genética de la LMMC. De forma similar, en el estudio de Vetro y cols. no hacen 

referencia a regiones recurrentemente afectadas por CNAs, probablemente debido a la 

heterogeneidad en sus resultados (Vetro et al., 2016). En nuestro trabajo, algunas de las 

regiones recurrentemente afectadas por CNAs incluían genes previamente descritos en la 

enfermedad, como RUNX1 o ETV6, lo que refuerza la utilidad de esta técnica en la identificación 

de genes candidatos. Además, estos resultados muestran cómo una célula tumoral puede 

utilizar diferentes mecanismos para generar una misma consecuencia funcional. Por ejemplo, 

se detectaron pequeñas deleciones en el locus del gen RUNX1 en dos pacientes. Asimismo, se 

han descrito mutaciones con pérdida de función en el gen RUNX1 en pacientes con LMMC, 

como también se demuestra en el Trabajo II (Gelsi-Boyer et al., 2008; Kuo et al., 2009). Ambos 

tipos de alteraciones genéticas conllevan una pérdida de función en la proteína, dando lugar al 

mismo efecto a nivel funcional. 

En cuanto a las regiones con LOH, se detectaron con la misma frecuencia que las CNAs, 

afectando a un 39% (50/128) de los pacientes. La considerable incidencia de las LOH en los 

SMD y la LMMC sugiere una predisposición subyacente a la inestabilidad genómica. En el 

estudio de Mohamedali y cols. observaron que el 43% de las regiones con LOH se localizaban 

en regiones reconocidas como “sitios frágiles”, que son regiones conocidas que presentan, con 

gran frecuencia, inestabilidad genómica (Mohamedali et al., 2007). La variedad de regiones con 

LOH teloméricas identificadas en el Trabajo I pone de manifiesto, de nuevo, la heterogeneidad 

molecular de la LMMC. En cambio, las LOH intersticiales afectaban a un menor número de 

cromosomas y a algunos de ellos de forma recurrente. Se detectaron LOH intersticiales 

recurrentes en 4q24-4q35 (10%, 13/128), 11q13.3–11q25 (5%, 7/128) y 7q32.1–7q36.3 (4%, 

5/128). Estas anomalías ya habían sido descritas en la LMMC y en otras neoplasias mieloides 

y, mediante nuestro estudio, hemos podido estimar su incidencia en la LMMC de bajo riesgo 

citogenético. La presencia de regiones con LOH puede contribuir a la identificación de genes 

candidatos, pues la LOH generada por recombinación mitótica promueve la activación de 

potenciales oncogenes recesivos o a la inactivación de TGSs (Mohamedali et al., 2007).  De 

hecho, la detección de LOHs en 4q, 11q y 7q sirvió en su día para la identificación de genes 

implicados en la LMMC como CBL, TET2 y EZH2, respectivamente (Dunbar et al., 2008; 

Delhommeau et al., 2009; Ernst et al., 2010). Estos tres genes se encuentran mutados en un 

porcentaje variable de pacientes con LMMC (Tefferi et al., 2009; Abdel-Wahab et al., 2011a; 
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Jankowska et al., 2011; Schnittger et al., 2012). En el Trabajo II demostramos que todos los 

pacientes estudiados que presentaban una LOH en 4q24 (n=4) tenían además mutaciones en 

TET2, de acuerdo con resultados previos (Delhommeau et al., 2009; Jankowska et al., 2009). 

Asimismo, también se han descrito microdeleciones en 4q24 que afectan al locus del gen TET2 

en pacientes con mielodisplasia (Viguié et al., 2005). De forma similar, todos los casos con LOH 

en 11q23.3 (n=3) presentaban mutaciones en CBL, de acuerdo con resultados previamente 

publicados (Dunbar et al., 2008; Makishima et al., 2009). También se detectaron casos 

individuales con mutaciones en EZH2, NRAS y SRSF2 y con LOH en 7q35-q36, 12p12.1 y 

17q25.3, respectivamente. En el estudio posterior de Vetro y cols. detectan también regiones 

con LOH en 4q24 en 6 casos (5 de los cuales tienen mutaciones en TET2) y en 11q23.3 en 3 

casos (todos ellos con mutaciones en CBL) (Vetro et al., 2016). Todos estos resultados 

demuestran la asociación entre ambos eventos moleculares y sugieren que la detección de 

regiones con LOH en la LMMC podría indicar la presencia de mutaciones homocigotas en genes 

localizados en la región afectada. El impacto pronóstico negativo de las LOH en la LMMC 

(discutido en el apartado 3.2.1) podría estar influenciado o incluso acentuado por la presencia 

de mutaciones en genes de estas regiones. 

2.2.2. Mutaciones somáticas 

La aplicación de la secuenciación masiva dirigida a grandes series de pacientes con LMMC ha 

contribuido a la caracterización molecular de esta entidad. Los trabajos más relevantes incluyen 

los estudios de Meggendorfer y cols., que estudiaron 9 genes en una proporción variable de un 

grupo de 275 pacientes; Itzykson y cols., que estudiaron 18 genes en una proporción variable 

de un total de 312 casos; y Patnaik y cols., 2016, que analizaron 27 genes en una serie de 175 

pacientes (Meggendorfer et al., 2012; Itzykson et al., 2013b; Patnaik et al., 2016a). Otro de los 

estudios moleculares más relevantes en la LMMC fue publicado poco después del Trabajo II, 

por Elena y cols. En este estudio analizaron 38 genes en una cohorte de 214 casos con LMMC 

con el objetivo de desarrollar una versión revisada del CPSS que incluyera mutaciones 

somáticas, el CPSS Molecular (CPSS-Mol) (Elena et al., 2016). El resto de estudios publicados 

incluyen series más limitadas de pacientes o bien se centran en el análisis de uno o muy pocos 

genes (Gelsi-Boyer et al., 2008, 2010; Kuo et al., 2009; Pich et al., 2009; Kohlmann et al., 2010; 

Ricci et al., 2010; Smith et al., 2010; Abdel-Wahab et al., 2011a, b; Jankowska et al., 2011; 

Braun et al., 2011; Grossmann et al., 2011; Makishima et al., 2012; Kar et al., 2013; Patnaik et 

al., 2013b, 2017; Damm et al., 2013; Cervera et al., 2014; Cui et al., 2015, 2016). Gracias a 

todos estos trabajos se sabe que >90% de los pacientes con LMMC presenta mutaciones 

somáticas en un conjunto conocido de genes, siendo las más comunes las mutaciones en TET2, 

ASXL1 o SRSF2, que afectan aproximadamente a la mitad de los pacientes.  

En el Trabajo II se secuenciaron las regiones seleccionadas de 83 genes en una serie de 57 

pacientes con LMMC de bajo riesgo citogenético (51 con cariotipo normal, 3 con -Y aislado y 2 

sin metafases pero sin alteraciones detectadas por SNP-A). La principal limitación de este 
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trabajo es el número de pacientes analizados, especialmente en comparación con las series 

publicadas previamente mencionadas (Meggendorfer et al., 2012; Itzykson et al., 2013b; Elena 

et al., 2016; Patnaik et al., 2016a). Por motivos tanto económicos como de disponibilidad de 

muestra, éste último debido a la baja incidencia de la LMMC, no se pudo ampliar la serie de 

pacientes. Sin embargo, creemos que tanto la homogeneidad de los pacientes incluidos en el 

estudio como los resultados del análisis multivariado, son dos hechos positivos de nuestro 

estudio y sugieren que estos resultados podrían aplicarse a series más largas de pacientes.  

En la Figura 17 se puede observar el perfil de mutaciones detectado en nuestra serie en 

comparación con los resultados de las series de Itzykson y cols. y Elena y cols. para los genes 

comúnmente estudiados (Itzykson et al., 2013b; Elena et al., 2016). Estos dos trabajos incluían 

pacientes de todos los riesgos citogenéticos. Cabe destacar que en nuestra serie se detectaron 

mutaciones en TET2, RUNX1 y ZRSR2 con mayor frecuencia que en las otras dos series. Para 

el gen RUNX1, la frecuencia detectada en nuestro trabajo, 23%, está dentro del intervalo 

observado en la literatura, que es del 10-30% (Kuo et al., 2009; Gelsi-Boyer et al., 2010; 

Meggendorfer et al., 2012; Cervera et al., 2014; Patnaik et al., 2016a). En cambio, el porcentaje 

de casos con TET2 es superior al reportado por el resto de estudios (Kosmider et al., 2009; 

Tefferi et al., 2009; Kohlmann et al., 2010; Meggendorfer et al., 2012). Creemos que esta 

diferencia se debe a la naturaleza de nuestra serie y, de hecho, Itzykson y cols. reportaron una 

asociación positiva entre las mutaciones de TET2 y la citogenética de bajo riesgo (Itzykson et 

al., 2013b). Además, como se demuestra en el Trabajo II y en otros estudios, las mutaciones 

de TET2 se asocian a un mejor pronóstico en la LMMC (discutido en el apartado 3.2.2), y por 

tanto tiene sentido que sean más frecuentes en pacientes con citogenética favorable (Kohlmann 

et al., 2010; Patnaik et al., 2016a).  

 

Figura 17. Comparación de la frecuencia de las mutaciones en los genes estudiados en el 

Trabajo II en comparación con las series publicadas de Itzykson y cols. y Elena y cols. (Itzykson 

et al., 2013b; Elena et al., 2016). 
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Cabe destacar que en el Trabajo II se describen, por primera vez en la LMMC y con frecuencias 

del 5-10%, mutaciones en los genes CREBBP, KMT2D y UMODL1. Los genes CREBBP y 

KMT2D son reguladores epigenéticos que codifican para una histona aciltransferasa y una 

histona metiltransferasa, respectivamente. Sus mutaciones se han descrito en varios tipos de 

tumores sólidos, así como en neoplasias hematológicas linfoides como la leucemia aguda 

linfoblástica, el linfoma folicular o el linfoma B difuso de célula grande (Gui et al., 2011; Morin et 

al., 2011; Pasqualucci et al., 2011; Peifer et al., 2012; Ho et al., 2013; Gao et al., 2014; 

Mullighan, 2014; Bouska et al., 2017). Dichas mutaciones podrían conllevar una pérdida de la 

actividad enzimática de estas proteínas y una desregulación transcripcional (Mullighan et al., 

2011; Kantidakis et al., 2016). El papel del gen, así como de las mutaciones, de UMODL1 se 

desconoce. En neoplasias hematológicas, las mutaciones de UMODL1 se han reportado, en 

dos estudios puntuales, en un porcentaje bajo de pacientes con mieloma (Chapman et al., 2011) 

y con LMA secundaria a SMD (Walter et al., 2012). Se desconoce el posible papel de estas 

mutaciones en la LMMC y serían necesario estudios en cohortes más grandes para elucidar su 

relevancia en esta enfermedad. 

En cuanto al número de alteraciones, en el Trabajo II se detectaron mutaciones en el 98% 

(56/57) de los pacientes, con una media de 4 mutaciones por paciente, de acuerdo con otros 

estudios (Elena et al., 2016; Patnaik et al., 2016a). El número de mutaciones observado por 

paciente en la LMMC es superior al de los SMD o las NMP, lo que refleja una mayor 

heterogeneidad e inestabilidad genética (Bejar et al., 2011; Papaemmanuil et al., 2013; 

Haferlach et al., 2014; Vainchenker and Kralovics, 2017). A pesar de dicha heterogeneidad, el 

91% de los pacientes presentaba al menos una mutación en TET2, ASXL1 o SRSF2, siendo 

este porcentaje un poco superior al de otras series debido a la alta proporción de casos con 

mutaciones en TET2 en nuestro trabajo, como ya se ha comentado. Este hecho puede resultar 

muy útil a nivel diagnóstico, aunque es recomendable investigar la presencia de mutaciones en 

otros genes para poder evaluar correctamente el pronóstico de los pacientes. 

También exploramos la correlación entre las distintas mutaciones para poder identificar posibles 

interacciones funcionales entre los distintos genes afectados. El análisis estadístico reveló que 

las mutaciones de ASXL1 se detectaban frecuentemente junto con las mutaciones de NRAS y 

EZH2, y, de forma similar, que los genes RUNX1 y CBL se encontraban frecuentemente co-

mutados. Asociaciones similares se han descrito en la LMMC en la literatura, entre los genes 

TET2 y CBL (Kohlmann et al., 2010; Schnittger et al., 2012); TET2 y SRSF2 (Meggendorfer et 

al., 2012; Patnaik et al., 2016b); ASXL1 y SETBP1 (Damm et al., 2013); ASXL1 y U2AF1 

(Patnaik et al., 2013b); y DNMT3A con ASXL1, SF3B1 y PTPN11 (Patnaik et al., 2017). Esta 

gran variedad de resultados sugiere que, por ahora, no existe una asociación clara entre 

ninguna de estas mutaciones. Se requieren estudios en series mucho más grandes para poder 

extraer información sobre este tipo de asociaciones, así como estudios biológicos que 

investiguen las posibles interacciones de estos distintos eventos moleculares a nivel funcional. 

Lo que sí está establecido es la mutua exclusividad de las mutaciones en los genes de splicing, 
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como observamos en el Trabajo II (las mutaciones de SRSF2 son mutuamente excluyentes con 

las de ZRSR2) y como se ha descrito en numerosos estudios (Yoshida et al., 2011a; 

Meggendorfer et al., 2012; Kar et al., 2013; Patnaik et al., 2013a, b). Este patrón sugiere que 

estas mutaciones tienen un impacto equivalente en la célula a nivel funcional y que, o bien no 

existe un efecto cooperativo ventajoso para la célula al mutar dos de estos genes, o bien las 

mutaciones concomitantes son letales para la célula. Como apuntan Yoshida y cols., este hecho 

también sugiere que estas mutaciones juegan un papel central en la patogénesis de la 

mielodisplasia propia de los SMD y la LMMC (Yoshida et al., 2011a). 

2.2.3. Adquisición de mutaciones en la progresión de la enfermedad 

En el Trabajo II se analizó el perfil mutacional de 7 pacientes en la progresión a LMA, 6 de los 

cuales habían adquirido al menos una mutación adicional respecto al diagnóstico. El número 

de alteraciones (detectadas por CC o por secuenciación) en el momento de la progresión fue 

significativamente superior al del diagnóstico. Además, estos 6 pacientes adquirieron 

mutaciones en genes implicados en vías de señalización, 5 de ellos en genes de la vía RAS. 

La vía RAS es una importante vía de transducción de señales que controla fenómenos como la 

proliferación, diferenciación y apoptosis, y que se encuentra alterada en numerosos tumores y 

neoplasias hematológicas (Forbes et al., 2015; Rauch et al., 2016). Estos resultados son un 

ejemplo del modelo clásico de evolución del cáncer en el que se postula que éste evoluciona a 

través de la adquisición secuencial de distintas mutaciones o alteraciones genéticas (Greaves 

and Maley, 2012; Greaves, 2015). Más concretamente, y según el modelo propuesto en los 

SMD, una o más mutaciones fundadoras darían lugar inicialmente a una expansión clonal 

asintomática en el compartimento hematopoyético, lo que explicaría la presencia de mutaciones 

somáticas en personas sanas de edad avanzada, entidad definida como CHIP (clonal 

hematopoiesis of indeterminate potential) (Steensma et al., 2015). Durante la progresión, la 

adquisición de nuevas mutaciones en el mismo clon alteraría la hematopoyesis (ineficaz en la 

variante LMMC-MD y exagerada en la LMMC-MP) dando lugar a la aparición de la enfermedad. 

En última instancia, la adquisición de nuevas mutaciones resultaría en una eventual progresión 

a una LMA secundaria (Kennedy and Ebert, 2017). Estas mutaciones deberían proporcionar a 

la célula una mayor ventaja proliferativa, lo que cuadraría con la adquisición de mutaciones en 

vías de señalización que controlan la proliferación y apoptosis, como es la vía RAS. Patel y cols. 

demostraron que más de la mitad de los pacientes con LMMC tienen mutaciones ancestrales 

(dominantes o co-dominantes) en los genes TET2, ASXL1 y SRSF2, mientras que la progresión 

de la enfermedad se asocia a la expansión clones que han adquirido mutaciones en genes de 

la familia RAS así como mutaciones bialélicas de TET2 (Patel et al., 2017). De hecho, en este 

trabajo sugieren que la clasificación de la LMMC de acuerdo con su arquitectura clonal (eventos 

ancestrales y subclonales) se correlaciona con la clínica de la enfermedad y podría ser de 

utilidad para evaluar el pronóstico de los pacientes (Patel et al., 2017). 
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3. Factores pronósticos genéticos en la LMMC de bajo 

riesgo citogenético 

Como ya se ha comentado anteriormente, hasta el 80% de los pacientes con LMMC presenta 

características citogenéticas de bajo riesgo.  Aun así, este subgrupo de pacientes es 

heterogéneo a nivel clínico, con un porcentaje variable de pacientes que progresa a LMA o que 

se caracteriza por tener un curso clínico desfavorable (Such et al., 2013). Por lo tanto, se 

requieren herramientas que permitan identificar estos casos, ya sea para una monitorización 

más continuada o como candidatos a tratamientos más intensivos. En los Trabajos I y II, 

además de caracterizar este subgrupo de pacientes, se ha evaluado también el impacto 

pronóstico de las características clínico-biológicas, así como de las alteraciones genéticas 

detectadas mediante técnicas moleculares. 

 Factores pronóstico clínico-biológicos 

Existen factores clínico-biológicos conocidos con valor pronóstico en la LMMC, como el grado 

de anemia, la leucocitosis, la trombocitopenia, el porcentaje de blastos en MO o la presencia 

de células inmaduras circulantes (Catalano et al., 1996; Germing et al., 1998, 2002, 2004, 2007; 

Onida et al., 2002; Breccia et al., 2004; Adès et al., 2013; Such et al., 2013; Itzykson et al., 

2013b; Schuler et al., 2014). Estos factores podrían ayudar a identificar aquellos casos con 

LMMC de bajo riesgo citogenético que podrían presentar un curso clínico más agresivo. Sin 

embargo, según nuestro conocimiento, previamente al Trabajo I, su valor pronóstico no había 

sido evaluado en una serie de pacientes con LMMC y citogenética de bajo riesgo.  

De acuerdo con los resultados del análisis de supervivencia univariado de los Trabajos I y II, 

los siguientes factores clínico-biológicos se correlacionaban con una SG inferior en ambos 

estudios: la presencia de ≥10% de blastos en MO (correspondiente al subtipo LMMC-2), una 

cifra de leucocitos ≥13x109/L (correspondiente a la variante LMMC-MP), niveles de hemoglobina 

<10g/dL, la presencia de esplenomegalia y la dependencia transfusional. En cuanto a la SLP, 

las siguientes variables se asociaron a una menor SLP en ambos estudios: una cifra de 

leucocitos ≥13x109/L (correspondiente a la variante LMMC-MP), niveles de hemoglobina 

<10g/dL, la presencia de esplenomegalia y la dependencia transfusional. Además, en ambas 

series se validó la aplicabilidad de los índices pronósticos CPSS, CPSS alternativo y GFM 

Model. Todos los modelos fueron capaces de predecir, con una diferencia estadísticamente 

significativa, la SG y la SLP de los diferentes grupos de riesgo. Los factores con mayor 

capacidad predictiva, según demuestras los análisis multivariados, son la LMMC-MP, la 

dependencia transfusional y el CPSS. De estos resultados se deduce que los factores 

pronóstico clínico-biológicos clásicos de la LMMC siguen teniendo aplicabilidad dentro del 

subgrupo de pacientes de bajo riesgo citogenético. 
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 Factores pronóstico genéticos 

La gran mayoría de pacientes con LMMC de bajo riesgo citogenético presenta un cariotipo 

normal. Sin embargo, tal y como se ha discutido en el apartado 2, estos pacientes presentan 

otro tipo de alteraciones genéticas, incluidas las pequeñas ganancias y pérdidas de material 

genético, las regiones con LOH y las mutaciones somáticas.  

3.2.1. Alteraciones detectadas mediante SNP-A 

El impacto pronóstico de las alteraciones detectadas por SNP-A ha sido evaluado en varios 

estudios en pacientes con SMD. Algunos de estos trabajos sugieren que las deleciones 

detectadas por SNP-A (Mohamedali et al., 2007) o la presencia de alteraciones adicionales 

(detectadas por SNP-A y no por CC) (Gondek et al., 2008), tienen un impacto pronóstico 

adverso en pacientes con SMD. Otro estudió reportó que la presencia de alteraciones 

detectadas por SNP-A se asociaba con una menor tasa de respuesta al tratamiento con 

decitabina y a una menor SG (Yi et al., 2013). Sin embargo, ninguna de estas variables era 

capaz de predecir la supervivencia, de forma significativa, en los análisis multivariados. El 

trabajo más relevante, publicado por Tiu y cols., incluía 430 pacientes con SMD (n=250), 

SMD/NMP (n=95 (54 LMMC)) y LMA secundaria a SMD (n=85) (Tiu et al., 2011). En este estudio 

observan, en la serie global de pacientes, que la presencia de alteraciones adicionales 

(detectadas por SNP-A y no por CC) se asocia con la SG y la SLP independientemente del 

cariotipo, en los análisis univariado y multivariado. Además, enfatizan la complementariedad 

entre las técnicas de CC y SNP-A y proponen 4 grupos de riesgo basados en las alteraciones 

detectadas mediante ambas técnicas, y que presentan diferencias en la SG y la supervivencia 

libre de evento (Tiu et al., 2011).  

El Trabajo I ha sido el primero en explorar el valor pronóstico del número, tamaño y tipo de 

alteraciones detectadas por SNP-A en la LMMC. La variable que mejor correlacionaba con la 

supervivencia de los pacientes era el tamaño de genoma afectado, definido como la suma del 

tamaño de todas las alteraciones detectadas en los cromosomas autosómicos de cada 

paciente. Considerando un punto de corte de 11 Mb (mediana del tamaño de genoma afectado 

en la serie de pacientes), los pacientes con un tamaño afectado ≥11 Mb presentaban una SG y 

una SLP significativamente inferiores. La clasificación de los pacientes en 3 grupos de acuerdo 

con el tamaño de genoma afectado también correlacionaba con la SG. La mayoría de los 

pacientes con un gran tamaño de genoma afectado se caracterizaba por presentar regiones 

con LOH intersticiales ≥25 Mb. De acuerdo con esto, el grupo de pacientes con LOH 

intersticiales también presentaban una SG significativamente inferior al resto de casos. Sin 

embargo, en el análisis de supervivencia multivariado, ninguna de estas variables retuvo un 

impacto pronóstico independiente y solo las variables clínico-biológicas se validaban en el 

modelo: la variante LMMC-MP y la dependencia transfusional para la SG, y la cifra de plaquetas 
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y la dependencia transfusional para la SLP. Se observó una asociación significativa entre el 

tamaño de genoma afectado o las LOH intersticiales con la variable LMMC-MP. Esta asociación 

junto con el hecho de que la LMMC-MP fuera capaz de predecir mejor tanto la SG como la SLP, 

podría explicar por qué ninguno de estos dos factores genéticos fue significativo en el análisis 

multivariado. Curiosamente, al focalizarnos en el subgrupo de pacientes con LMMC-MP, que 

ya de por sí presenta un curso clínico más agresivo, la única variable (incluyendo los parámetros 

clínico-biológicos y genéticos) capaz de predecir una SG y SLP inferiores, fue la presencia de 

CNAs (ganancias y pérdidas detectadas por SNP-A). 

Los resultados del Trabajo I sugieren que, aunque no detectables por CC, las ganancias y 

pérdidas submicroscópicas de material genético y las regiones con LOH podrían tener un valor 

pronóstico en pacientes con LMMC de bajo riesgo citogenético. El tamaño de genoma afectado 

es relevante ya que permite detectar un subgrupo de pacientes que presenta una mediana de 

SG equivalente a la del grupo citogenético de riesgo intermedio (Such et al., 2011). Sin 

embargo, en el trabajo publicado poco después por Vetro y cols. en 99 pacientes con LMMC y 

cariotipo normal, no encontraron ninguna asociación entre las características detectadas por 

SNP-A y la supervivencia de los pacientes (Vetro et al., 2016). En su estudio, las mutaciones 

de determinados genes se correlacionaban mucho mejor con la clínica de los pacientes. Se 

necesitan estudios en series más largas de pacientes para confirmar el verdadero valor 

pronóstico de las alteraciones detectadas por SNP-A en la LMMC. Aun así, el fuerte impacto 

pronóstico de algunas mutaciones, como las de ASXL1, sugiere que las mutaciones somáticas 

jugarán, en un futuro, un papel más importante en el manejo clínico de la LMMC, tal y como se 

discute en el siguiente apartado (Itzykson et al., 2013b; Patnaik et al., 2014b; Elena et al., 2016). 

3.2.2. Mutaciones somáticas 

Numerosos estudios han evaluado el impacto pronóstico de las mutaciones somáticas en la 

LMMC (Patnaik and Tefferi, 2016). En el Trabajo II se identificaron 4 genes cuyas mutaciones 

se asociaban, en nuestra serie y de acuerdo con el análisis univariado, con una SG inferior: 

ASXL1, EZH2, NRAS y SRSF2. Las mutaciones en tres de estos genes predecían también una 

menor SLP: ASXL1, EZH2 y NRAS. Las mutaciones en dichos genes se asociaban también 

con algunas variables clínico-biológicas de mal pronóstico, como la anemia, la leucocitosis, un 

mayor porcentaje de blastos en MO o la presencia de esplenomegalia. Esto sugiere que las 

características clínicas y morfológicas que presentan los pacientes al diagnóstico podrían ser 

un reflejo de la genética del clon neoplásico.  

De acuerdo con la literatura, el único gen que, de forma consistente, se asocia a un pronóstico 

desfavorable en la LMMC y retiene su impacto en los modelos multivariados, es ASXL1 (Gelsi-

Boyer et al., 2010; Itzykson et al., 2013b; Patnaik et al., 2014b, 2016a; Cui et al., 2015; Elena 

et al., 2016). Por ello, ASXL1 ha sido el único gen incluido en los primeros índices pronósticos 

que incorporaron datos moleculares en la LMMC, el GFM Model y el MMM (Itzykson et al., 
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2013b; Patnaik et al., 2014b). Además de ASXL1, nuestro estudio identificó otros tres genes 

con relevancia clínica. Previamente al Trabajo II, las mutaciones en EZH2, NRAS y SRSF2 se 

habían relacionado con un mal pronóstico en los pacientes con LMMC en algunos estudios: 

NRAS (Ricci et al., 2010; Itzykson et al., 2013b), EZH2 (Grossmann et al., 2011), SRSF2 

(Itzykson et al., 2013b); aunque en muchos otros estudios no se determinó que tuvieran ningún 

impacto. Nuestros datos refuerzan estos resultados. En el Trabajo II observamos también que, 

a mayor número de mutaciones de riesgo adverso (ASXL1, EZH2, NRAS y SRSF2), menor era 

la SG y la SLP de los pacientes. Esto sugiere que la acumulación de mutaciones en 

determinados genes podría conferir mayor ventaja proliferativa al clon neoplásico, promoviendo 

su expansión y contribuyendo a la progresión de la enfermedad. Además, la presencia de al 

menos una mutación de riesgo adverso retuvo un valor pronóstico independiente en el modelo 

multivariado, junto con los grupos de riesgo del CPSS. Poco después de la publicación del 

Trabajo II, Elena y cols. publicaron la revisión del CPSS que incluía datos moleculares, el CPSS-

Mol (Elena et al., 2016). La variable con mayor peso en el CPSS-Mol es un índice genético 

específico para la LMMC que incluye los grupos de riesgo citogenético y las mutaciones en 

ASXL1, NRAS, SETBP1 y RUNX1. 

En el Trabajo II identificamos otro gen con relevancia clínica en nuestra serie de pacientes, 

TET2. A diferencia de los otros genes, las mutaciones de TET2 se asociaron con una mayor 

SLP, reforzando el impacto favorable de TET2 que ha sido reportado en algunos estudios pero 

que es controvertido (Jankowska et al., 2009; Tefferi et al., 2009; Smith et al., 2010; Patnaik et 

al., 2016a, b). En un estudio llevado a cabo en una serie de 175 pacientes con LMMC, Patnaik 

y cols. analizaron la interacción pronóstica entre las mutaciones de TET2 y ASXL1. En este 

estudio sugerían que las mutaciones de TET2 tenían un impacto favorable en ausencia de 

mutaciones en ASXL1 y demostraban que las distintas combinaciones entre las mutaciones en 

estos dos genes estratificaban a los pacientes en 4 grupos con distinta SG (Patnaik et al., 

2016a). Nosotros investigamos esta interacción en nuestra serie y observamos que la 

clasificación de los pacientes de acuerdo con el estatus mutacional de estos dos genes se 

asociaba con la SG y la SLP, confirmando el impacto negativo de las mutaciones de ASXL1 y 

el impacto favorable de las mutaciones de TET2 en ausencia de mutaciones en ASXL1. En 

cambio, el pronóstico del grupo TET2wt-ASXL1wt en nuestra serie fue inferior al reportado por 

Patnaik y cols., y podría explicarse porque algunos de los pacientes de este grupo albergaban 

mutaciones en otros genes de riesgo adverso. De forma similar, analizamos la interacción entre 

TET2 y otras mutaciones de riesgo adverso. El análisis confirmó que el impacto negativo de las 

mutaciones de riesgo adverso prevalece sobre las mutaciones de TET2, aunque los pacientes 

con mutaciones de TET2 muestran un pronóstico mejor comparado con los pacientes sin, 

sugiriendo el posible papel protector de éstas. También observamos que, en ausencia de 

mutaciones de riesgo adverso, las mutaciones de TET2 confieren el mejor pronóstico. Este 

impacto beneficioso de TET2 fue más significativo en el análisis de SLP, no reportado por 

Patnaik y cols (Patnaik et al., 2016a). Además, la presencia/ausencia de mutaciones de TET2 
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fue la única variable con valor pronóstico independiente en el modelo multivariado de la SLP, 

además del CPSS. 

Todos estos resultados demuestran que la incorporación de datos moleculares mejora la 

eficacia de los índices pronóstico basados en datos clínico-biológicos y citogenéticos. También 

ilustran que, aunque la gran mayoría de pacientes con LMMC presenta mutaciones en unos 

pocos genes, conocer el contexto molecular de cada paciente es importante para la evaluación 

adecuada de su pronóstico. Estudios integrados en series que incluyan un gran número de 

pacientes ayudarán a determinar las posibles interacciones entre distintos genes, así como la 

relevancia de cada patrón de mutaciones. 

4. Características epigenéticas de la LMMC 

La LMMC es una enfermedad heterogénea caracterizada por la presencia de alteraciones 

citogenéticas en el 20-30% de los pacientes y de mutaciones somáticas, en un conjunto de 

genes, que afectan a >90% de los casos. Sin embargo, la presencia de dichas alteraciones 

genéticas no es suficiente para explicar la diversidad biológica de la enfermedad. Además, no 

solo las alteraciones genéticas están involucradas en el proceso de iniciación y desarrollo del 

cáncer, sino también las epigenéticas. Notablemente, >60% de pacientes con LMMC presenta 

mutaciones en reguladores epigenéticos. Éstas incluyen las mutaciones en enzimas 

involucrados en la metilación del ADN (TET2, DNMT3A, IDH1/2) y en la modificación de las 

histonas (ASXL1, EZH2). La metilación del ADN es el mecanismo epigenético más estudiado 

en los humanos. En el cáncer existen cambios complejos en la metilación del ADN, incluyendo 

la desmetilación global del ADN, el aumento de expresión de las DNA metiltransferasas y la 

metilación de-novo de islas CpG previamente no metiladas (Issa et al, 2010). La metilación 

aberrante de las islas CpG localizadas en las regiones promotoras de los genes se asocia con 

el silenciamiento transcripcional de TSGs conocidos o candidatos (Boultwood and Wainscoat, 

2007). La metilación del ADN ha sido ampliamente estudiada en las neoplasias hematológicas 

y existen numerosas evidencias que demuestran que la hipermetilación aberrante de genes 

tiene lugar en las neoplasias mieloides y que contribuye potencialmente a la patogénesis de 

estas enfermedades (Lehmann et al., 2004; Galm et al., 2006; Boultwood and Wainscoat, 2007). 

Varios trabajos han demostrado que existen alteraciones en la metilación del ADN en la LMMC. 

Estos estudios se han focalizado en analizar la hipermetilación de uno o unos pocos genes 

específicos (Tessema et al., 2003; Aucagne et al., 2011), explorar las diferencias entre los 

pacientes con y sin mutaciones de TET2 (Ko et al., 2010; Pérez et al., 2012; Yamazaki et al., 

2012, 2015) y evaluar la respuesta al tratamiento con agentes hipometilantes (Braun et al., 

2011; Meldi et al., 2015). Sin embargo, el papel de la metilación en la LMMC aún no está claro. 

Además, excepto el trabajo publicado por Meldi y cols., en el que identificaron 167 regiones 

diferencialmente metiladas capaces de predecir la respuesta al tratamiento con decitabina, en 
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ninguno de estos trabajos se asocian las alteraciones en la metilación del ADN con la clínica de 

los pacientes (Meldi et al., 2015).  

En el Trabajo III (Anexo 1) hemos evaluado el perfil de metilación, a lo largo del genoma, de 

una serie de pacientes con LMMC, y lo hemos correlacionado con las características clínico-

biológicas y genéticas de los pacientes. Para ello se ha utilizado la técnica de los microarrays 

de metilación del ADN, en concreto, el Infinium HumanMethylation450 Bead Array. Éste analiza 

el estatus de metilación de 485764 citosinas distribuidas por todo el genoma, que corresponden 

a secuencias CpG (99,3%) y CNG (0,7%) (Sandoval et al., 2011). Cabe destacar que, aunque 

este array cubre una gran parte del genoma, incluyendo el 99% de los genes RefSeq, se focaliza 

en promotores de transcripción, por lo que no permite evaluar el efecto de las CpGs localizadas 

en regiones distales y en regiones intergénicas reguladoras. Otra limitación del estudio es el 

uso de ADN de MO total y no solamente de la fracción tumoral. Al utilizar ADN total, se analiza 

la metilación tanto de las células tumorales como de las que no lo son, por lo que los cambios 

más sutiles en la metilación del ADN de las células tumorales podrían quedar enmascarados. 

 Alteraciones en la metilación del ADN y presencia de 

regiones significativamente alteradas en la LMMC 

En el Trabajo III (Anexo 1) analizamos el perfil de metilación de 64 pacientes con LMMC y de 

10 controles sanos. Primero, mediante un análisis de componentes principales no supervisado, 

observamos que el perfil de metilación de los pacientes con LMMC era claramente diferente al 

de los controles sanos, que se agrupaban entre ellos. Después, llevamos a cabo un análisis 

diferencial del ADN, entre pacientes y controles, para observar aquellas diferencias, 

estadísticamente significativas, entre los dos grupos (>30% de diferencia, P<0,05). Mediante 

este análisis se vio que >1800 CpGs se encontraban significativamente más metiladas en los 

pacientes con LMMC y que éstas afectaban a 1100 genes distintos y a un total de 636 regiones 

promotoras o reguladoras de la transcripción. Estudios previos han descrito que algunos genes 

puntuales, como CSNK2B o TFI, se encuentran hipermetilados en la LMMC (Tessema et al., 

2003; Aucagne et al., 2011). En el Trabajo III, gracias a la utilización de técnicas genómicas, 

pudimos constatar que la hipermetilación de regiones promotoras en la LMMC se distribuye por 

todo el genoma y afecta a un gran número de genes. El alcance y la ubicuidad de la metilación 

aberrante del ADN sugiere que ésta podría ser una fuerza dominante en el silenciamiento de 

TSGs y la variación clonal, que podría contribuir a la selección positiva en la evolución 

neoplásica. No obstante, también se espera que el efecto de algunas de estas variaciones sea 

pasajero, lo que se conoce como “epi-fenómeno” (Jiang et al., 2009). Cabe destacar que la 

desregulación observada en la metilación del ADN no se limitaba a genes asociados con el 

cáncer, sino que tenía un efecto más amplio.  
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Se detectó una metilación aberrante en numerosos genes implicados en la vía de señalización 

WNT, tal y como se ha descrito en pacientes con SMD, LMA secundaria (Figueroa et al., 2009; 

Jiang et al., 2009) y en tumores sólidos (Yu et al., 2009; Li et al., 2016b; Liu et al., 2017). Entre 

estos genes destaca CDH1, cuya hipermetilación se ha reportado en pacientes con SMD en 

más de un estudio y se ha asociado a un pronóstico desfavorable (Aggerholm et al., 2006; 

Grövdal et al., 2010; Shen et al., 2010). La desregulación de la vía WNT se ha asociado a la 

iniciación del cáncer (Reya and Clevers, 2005). De hecho, los antagonistas y los inhibidores de 

esta vía son TSGs conocidos, lo que sugiere que el silenciamiento de estos genes, inducido por 

la hipermetilación del ADN, podría jugar un papel en la patogénesis y la progresión de estas 

neoplasias mieloides. La metilación aberrante también afectaba a numerosos genes implicados 

en la inflamación mediada por vías de señalización de citocinas y quimiocinas, en la vía de 

señalización PDGF y en la apoptosis. La hipermetilación de algunos de estos genes se ha 

reportado también en los SMD y la LMA. Por ejemplo, el silenciamiento, inducido por la 

hipermetilación del ADN, del gen apopótico ETS1 fue reportado por del Rey y cols. en pacientes 

con SMD de bajo riesgo (del Rey et al., 2013). Zhao y cols. identificaron un “fenotipo de islas 

CpG metilador” (CpG island methylator phenotype) en pacientes con SMD definido por la 

hipermetilación de 6 genes, 4 de los cuales (DAPP1, FADD, LRRFIP1 and SMPD3) estaban 

también hipermetilados en nuestra serie de pacientes con LMMC (Zhao et al., 2014). Otros 

genes hipermetilados detectados en nuestro análisis y previamente descritos en SMD y LMA 

incluyen: BCL11A, BRCA2, CYFIP2, DAXX, KLF11, LCK, NOTCH4, PDCHB3, PDCHB7, TGFA, 

TNF y ZFP161 (Figueroa et al., 2009, 2010; Bullinger et al., 2010; Potapova et al., 2010; Zhao 

et al., 2014). Todos estos resultados sugieren que algunos de estos genes podrían estar 

involucrados en pasos patogénicos comunes en el espectro de neoplasias mieloides. Éstos 

podrían ser un evento necesario, pero no suficiente, durante el proceso de transformación 

maligna de las células hematopoyéticas. Aun así, las diferentes formas de neoplasias 

hematológicas podrían estar caracterizadas por patrones específicos de desregulación 

epigenética que podrían contribuir, de forma potencial, a la biología de cada enfermedad 

(Figueroa et al., 2009). La identificación de genes alterados por la metilación del ADN 

conservados en las neoplasias mieloides podría ayudar en la identificación de impulsores 

(drivers) de estas enfermedades que podrían ser dianas para el desarrollo de nuevas terapias. 

Mediante un análisis de hotspot pudimos ver que el efecto de la hipermetilación no era 

completamente estocástico, y que ciertas regiones cromosómicas eran más propensas a la 

hipermetilación que otras. De acuerdo con esta observación, se ha demostrado que la 

hipermetilación del ADN puede extenderse a lo largo de regiones genómicas de un tamaño de 

100 Kb a >1 Mb y se asocia al “silenciamiento epigenético de amplio rango” (long-range 

epigenetic silencing) (Novak et al., 2008). La región con una diferencia más significativa, según 

nuestro análisis, correspondía a una región de 10 Mb localizada en 5q31.3-q32 y que incluía la 

familia de genes protocadherina (PCDH), formada por tres clusters de genes PCDH (α, β, y γ) 

dispuestos en tándem y que codifican para una superfamilia de moléculas de adhesión. Los 

genes de los cluster α y γ comparten los mismos 3 últimos exones, mientras que los genes del 
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cluster β son distintos y están formados por un único exón (Wu and Maniatis, 1999). Cada gen 

PCDH de estos tres clusters tiene, además, un promotor de islas CpG. El silenciamiento global 

de estos cluster mediante la metilación de estas islas CpG se ha descrito previamente en 

tumores sólidos (Novak et al., 2008; Wang et al., 2015). Otra región detectada mediante este 

análisis fue 17q24.3-q25.3. Cabe destacar que Bullinger y cols. identificaron una región densa 

en islas CpG en 17q25.3 cuya metilación se asociaba con un pronóstico desfavorable en 

pacientes con LMA (Bullinger et al., 2010). Otra región significativamente alterada fue 6p22.1-

p21.2, que incluía varios genes relacionados con apoptosis, como DAXX, LTB, HSPA1L y  TNF, 

algunos de los cuales se encuentran hipermetilacods en pacientes con SMD y LMA secundaria 

(Figueroa et al., 2009). 

En resumen, estos datos muestran que las alteraciones epigenéticas son abundantes en la 

LMMC, sugiriendo que algunas lesiones driver podrían ser de naturaleza epigenética. Además, 

estos resultados podrían ser útiles para la identificación de posibles dianas terapéuticas. 

 Correlación del perfil de metilación de la LMMC con las 

características clínico-biológicas y genéticas de los pacientes 

Con el objetivo de explorar posibles asociaciones o diferencias, a nivel de la metilación del ADN, 

entre las muestras de los pacientes con LMMC, se llevó a cabo un análisis de clusters jerárquico 

considerando aquellas sondas que más variaban entre los pacientes y los controles (>40% de 

diferencia, P<0,05). Este análisis distinguía 2 clusters principales. El Grupo 1 estaba 

enriquecido en pacientes con características clínico-biológicas de mal pronóstico, como el 

subtipo LMMC-2, la presencia de anemia o trombocitopenia, los cariotipos de riesgo intermedio 

y alto y los grupos de mayor riesgo según el CPSS (Such et al., 2013). Además, el Grupo 1 

presentaba una SG y una SLP significativamente inferiores a las del Grupo 2. Estos resultados 

sugieren que las alteraciones en la metilación del ADN tienen un gran impacto en la biología de 

la enfermedad, que estos patrones son un reflejo del estado de la enfermedad y que podrían 

ser un factor determinante en el diferente comportamiento clínico de los pacientes con LMMC. 

Además, la diferencia en el patrón de metilación de los pacientes al diagnóstico podría ser útil 

para la identificación de biomarcadores que puedan predecir el pronóstico de los pacientes. 

Además, los dos clusters se asociaban estadísticamente con algunas características genéticas 

de los pacientes. El Grupo 2 estaba enriquecido en pacientes con cariotipo normal. La 

correlación entre los patrones de metilación y las características citogenéticas se ha descrito 

también en pacientes con LMA y con leucemia aguda linfoblástica, aunque, como en nuestro 

estudio, la correlación nunca es absoluta (Figueroa et al., 2010; Milani et al., 2010; Gabriel et 

al., 2015). También se analizó la correlación con las mutaciones presentes en >10% de los 

pacientes. Las mutaciones de ZRSR2 se detectaron solo en el Grupo 1, mientras que el Grupo 

2 estaba enriquecido en pacientes con mutaciones de TET2 y SRSF2. Aunque se desconoce 
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el impacto pronóstico de las mutaciones en ZRSR2 en la LMMC, las de TET2 se asocian con 

un pronóstico favorable, como se observó en el Trabajo II (Kohlmann et al., 2010; Patnaik et al., 

2016b). En cuanto a SRSF2, aunque en nuestro estudio en pacientes con LMMC de bajo riesgo 

citogenético (Trabajo II) se asoció con un peor pronóstico, los resultados en series completas 

de LMMC no son concluyentes (Meggendorfer et al., 2012; Itzykson et al., 2013b; Patnaik et al., 

2013b; Elena et al., 2016). Aun así, estos resultados deberían interpretarse con cuidado, ya que 

solamente disponíamos de datos moleculares para un subgrupo de los pacientes (57/64 para 

ASXL1, SRSF2 y CBL; 46/64 para TET2, RUNX1, ZRSR2 y EZH2). Además, al derivarse estos 

resultados principalmente del Trabajo II, que incluía pacientes de bajo riesgo citogenético, la 

mayoría de los pacientes sin datos moleculares correspondía al Grupo 1. 

Puesto que la evaluación de perfiles de metilación a gran escala tiene poca aplicabilidad en la 

práctica clínica, se investigó el impacto pronóstico de la metilación aberrante de genes 

individuales con el objetivo de detectar posibles marcadores. Se seleccionaron genes 

previamente descritos en pacientes con SMD y neoplasias relacionadas (CDH1, BCL2, ETS1, 

DAXX, MFADD, DAPP1, AATK, CYFIP, TP53BP2 y AIM2). La mayoría de estos genes se 

encontraba hipermetilados en los pacientes con LMMC, pero este hecho no se asoció con la 

supervivencia. Por el contrario, la hipometilación de BCL2 sí se correlacionaba con la SG y la 

SLP de los pacientes. Los pacientes con una desmetilación de BCL2 tenían una SG y una SLP 

inferiores al grupo de paciente que presentaba un nivel de metilación comparable a la de los 

controles sanos. El efecto de esta hipometilación de BCL2 podría ser similar al causado, en 

varios tipos de linfomas, por la expresión constitutiva de BCL2 (Tsuyama et al., 2017).  

Todos estos resultados muestran que los perfiles de metilación del ADN pueden ser útiles para 

identificar grupos de pacientes que comparten unas características genéticas comunes, así 

como una clínica y pronóstico similares. 

 Diferencias en la metilación del ADN entre la LMMC de bajo 

riesgo citogenético y el resto de grupos citogenéticos 

Finalmente, se llevó a cabo un análisis de metilación diferencial entre el grupo de pacientes de 

bajo riesgo citogenético (n= 50; 47 con cariotipo normal y 3 con -Y aislado) y el grupo de riesgo 

citogenético intermedio/alto (n=14; 7 de riesgo intermedio y 7 de alto riesgo). Este análisis reveló 

que el grupo de riesgo intermedio/alto tenía niveles de metilación significativamente superiores 

al de bajo riesgo. El análisis diferencial (>30% de diferencia, P<0,05) identificó 240 sondas 

hipermetiladas y 12 hipometiladas en los pacientes de riesgo intermedio/alto, que afectaban a 

122 y 3 genes, respectivamente. Los resultados de este análisis, así como del análisis de 

hotspot, nos permitieron identificar genes y regiones que podrían ser de interés. La región con 

una diferencia más significativa, de acuerdo con el análisis de hotspot, correspondía al gen WT1 

y su antisentido WT1-AS. Este gen puede actuar como oncogén o como TSG, y juega un papel 
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en la patogénesis de algunas neoplasias hematológicas (Yang et al., 2007). Además, la 

hipermetilación de los promotores de WT1 y WT1-AS se ha detectado tanto en neoplasias 

hematológicas como en tumores sólidos (Cosialls et al., 2012; Magnani et al., 2015; Stirzaker 

et al., 2015; Mžik et al., 2016). También se detectó otra región ampliamente metilada en los 

pacientes con cariotipo de riesgo intermedio/alto en 17q21.2-q21.33. Esta región incluye el 

cluster de genes homeobox HOXB, que codifica para una familia de factores de transcripción 

que se ha visto que juegan un papel en algunas neoplasias tanto mieloides como linfoides 

(Strathdee et al., 2007; Jost et al., 2014; Qu et al., 2015; Spencer et al., 2015). Otros factores 

de transcripción detectados incluyen PAX8, NR5A2, LMO3, PRDM16, THRB, EVX2, TFAP2B, 

TFAP2E, PDLIM4, así como otros genes homeobox (HOXA2, HOXA10, HOXC4, HOXC9, 

HOXC12, HOXD9, HOXD10).  

Todos estos resultados apoyan la hipótesis de que la metilación aberrante es un proceso 

progresivo que aumenta en estados más avanzados de la enfermedad, como el observado en 

los pacientes con alteraciones cromosómicas (Jiang et al., 2009). Otra posibilidad es que la 

metilación aberrante del ADN podría estar desencadenada por la inestabilidad genómica 

(Figueroa et al., 2009). 
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1. El estudio de pacientes con LMMC de bajo riesgo citogenético mediante SNP-A muestra 

que: 

1.1. En cuanto a la frecuencia y tipo de alteraciones detectadas: 

 El 67% de los pacientes de la serie presenta alteraciones por SNP-A. En concreto, 

estas alteraciones afectan al 63% de pacientes con cariotipo normal y al 82% de 

pacientes con CC no informativa. 

 El 38% de los pacientes presenta CNAs. principalmente ganancias y pérdidas 

submicroscópicas. El perfil es muy heterogéneo, con unas pocas regiones 

cromosómicas recurrentemente afectadas: 8p12, 10q21.2, 12p13.2 y 21q22. 

 El 39% de los pacientes presenta regiones con LOH intersticiales y/o teloméricas. 

Las LOH intersticiales en 4q24-4q35 son frecuentes y afectan al 10% de los 

pacientes. Los pacientes presentan otras LOH intersticiales recurrentes (4-5%) 

de interés en 11q13.3-11q25 y 7q32.1-7q36.3. 

1.2. El tamaño de genoma afectado y la presencia de regiones con LOH intersticial se 

asocian con características clínico-biológicas de riesgo adverso, como la leucocitosis, 

la esplenomegalia y la dependencia transfusional. 

1.3. El tamaño de genoma afectado y la presencia de regiones con LOH intersticial se 

asocian con la SG y la SLP de los pacientes y permiten detectar un subgrupo de 

pacientes con mal pronóstico. Estas dos variables no tienen un impacto pronóstico 

independiente a otros factores clínico-biológicos ya conocidos, como la leucocitosis y 

la dependencia transfusional. 

2. El estudio de pacientes con LMMC de bajo riesgo citogenético mediante la secuenciación 

masiva dirigida de un panel de 83 genes muestra que: 

2.1. En cuanto a la frecuencia y tipo de mutaciones detectadas: 

 El 98% de los pacientes presenta al menos una mutación en alguno de los genes 

estudiados, con una media de 4 mutaciones por paciente. 

 Los genes más frecuentemente mutados son: TET2 (71%), ASXL1 (43%), SRSF2 

(36%), RUNX1 (23%), ZRSR2 (16%), CBL (13%) y NRAS (13%). La frecuencia 

de las mutaciones de TET2 es superior a la descrita en otras series de pacientes 

con LMMC, probablemente porque muestra serie se focaliza en pacientes de bajo 

riesgo citogenético y dicha mutación se asocia a este grupo de pacientes.  

 Los pacientes con LOHs en 4q24, 11q23.3 y 7q36.1 presentaban mutaciones en 

TET2, CBL y EZH2, respectivamente. 

 El número de alteraciones (detectadas por CC y/o secuenciación) en el momento 

de la progresión a LMA es significativamente superior al diagnóstico. Los 
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pacientes que progresan a LMA se caracterizan por la adquisición de mutaciones 

en genes implicados en vías de señalización, principalmente la vía RAS. 

2.2. Las mutaciones en los genes ASXL1, EZH2, NRAS y SRSF2 se asocian con 

características clínico-biológicas de riesgo adverso, como la anemia, la leucocitosis, 

un mayor porcentaje de blastos en MO o la esplenomegalia. 

2.3.  En cuanto al impacto pronóstico de las mutaciones detectadas: 

 La presencia de mutaciones en los genes ASXL1, EZH2, NRAS y SRSF2 permite 

identificar un grupo de pacientes con una SG y SLP inferiores. Cuantas más 

mutaciones en estos genes de riesgo adverso acumula un paciente, peor es su 

pronóstico. 

 La presencia de mutaciones de riesgo adverso y el CPSS muestran un impacto 

pronóstico independiente en el análisis multivariado. 

 Los pacientes con mutaciones de TET2 tienen una SLP significativamente 

superior. Los dos factores pronóstico con valor independiente en el análisis 

multivariado de la SLP son el CPSS y las mutaciones de TET2. 

3. Del estudio de la metilación del ADN de pacientes con LMMC se ha concluido que: 

3.1. En cuanto a las alteraciones en la metilación del ADN en una serie de pacientes con 

LMMC: 

 Los pacientes con LMMC presentan un perfil de metilación distinto al del grupo 

de controles sanos. Este peril se caracteriza por la presencia de un gran número 

de CpGs hipermetiladas que involucran más de 1000 genes distintos. 

 Algunas regiones genómicas parecen tener más tendencia a presentar 

alteraciones en la metilación del ADN. Algunos ejemplos son las regiones 5q31.3-

q32, 17q24.3-q25.3 y 6p22.1-p21.2. 

 La metilación aberrante del ADN afecta a numerosos genes implicados en la vía 

de señalización WNT, en la inflamación mediada por vías de señalización de 

citocinas y quimiocinas, en la vía de señalización PDGF y en la apoptosis. Estas 

vías podrían estar implicadas en la biología de la LMMC. 

3.2. Los pacientes con distintas características clínco-biológicas y genéticas presentan 

perfiles de metilación distintos. La mayoría de los pacientes que presentan 

características clínco-biológicas de riesgo adverso comparten un mismo perfil de 

metilación. 

3.3. En cuanto al papel pronóstico de la metilación del ADN en la LMMC: 

 El perfil de metilación de los pacientes con LMMC permite identificar dos grupos 

de pacientes con una SG y una SLP significativamente distintas. 



Conclusiones 

119 

 Los pacientes con una hipometilación del promotor del gen BCL2 presentan una 

SG y una SLP inferiores a los pacientes con niveles de metilación de BCL2 

comparables a los controles sanos. La metilación del gen BCL2 podría suponer 

un nuevo biomarcador con valor pronóstico en la LMMC. 

3.4. En cuanto a las diferencias en la metilación del ADN entre pacientes con distinto riesgo 

citogenético: 

 Los pacientes con citogenética de riesgo intermedio/alto presentan niveles de 

metilación superiores a los pacientes de bajo riesgo citogenético. 

 Numerosos factores de transcripción, como los genes WT1 y los que forman el 

cluster HOXB, se encuentran más metilados en los pacientes con citogenética de 

riesgo intermedio/alto, en comparación con los pacientes de bajo riesgo 

citogenético. 
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ANEXO 1. TRABAJO III: El perfil de metilación en la 

LMMC se asocia a características clínicas, biológicas y 

genéticas 

Las anomalías epigenéticas son frecuentes en la LMMC. Se han descrito mutaciones en 

numerosos reguladores epigenéticos, incluyendo enzimas involucrados en la metilación del 

ADN (TET2, DNMT3A) y en la modificación de las histonas (ASXL1, EZH2). En global, estas 

mutaciones afectan a >60% de los pacientes con LMMC (Gelsi-Boyer et al., 2009; Kosmider et 

al., 2009; Itzykson et al., 2013b; Elena et al., 2016). Los estudios de la metilación del ADN 

publicados en la LMMC se centran principalmente en analizar las diferencias entre los pacientes 

con y sin mutaciones de TET2 (Ko et al., 2010; Pérez et al., 2012; Yamazaki et al., 2012, 2015) 

o en encontrar marcadores epigenéticos de respuesta al tratamiento con agentes 

hipometilantes (Braun et al., 2011; Meldi et al., 2015). Todos estos trabajos son, en general, 

poco concluyentes. En cambio, diversos estudios de metilación en otras neoplasias mieloides, 

como los SMD, la LMA o la LMC, han demostrado que la metilación del ADN se correlaciona 

con la presencia de anomalías citogenéticas específicas y con la severidad de la enfermedad 

(Figueroa et al., 2009, 2010; Jiang et al., 2009; Heller et al., 2016). Además, la hipermetilación 

de determinados genes se ha asociado con el pronóstico de pacientes con SMD y LMA 

(Bullinger et al., 2010; Figueroa et al., 2010; Shen et al., 2010).  

En este trabajo se ha analizado el perfil de metilación del ADN, mediante la técnica de los 

microarrays, de una serie de 64 pacientes con LMMC y de 10 controles sanos (progenitores 

hematopoyéticos en sangre periférica de donantes emparentados). Mediante un análisis de 

metilación diferencial, se han identificado alteraciones en la metilación del ADN en pacientes 

con LMMC, por comparación con el grupo control. También se ha investigado la presencia de 

regiones en el genoma con una alteración en la metilación consistente en toda la región. 

Además, las alteraciones en la metilación del ADN se han correlacionado con las características 

clínico-biológicas y genéticas de los pacientes. Finalmente, se han analizado las diferencias en 

la metilación entre los pacientes con LMMC de distinto riesgo citogenético. 

Alteraciones en la metilación del ADN y presencia de regiones significativamente 

alteradas en pacientes con LMMC 

Primero se llevó a cabo un análisis no supervisado de los datos de metilación del ADN, que 

segregó en dos grupos las muestras de los pacientes y los controles. El análisis de metilación 

diferencial entre los pacientes con LMMC (n=64) y el grupo de controles sanos (n=10) permitió 

identificar 1844 sondas hipermetiladas y 255 hipometiladas en los pacientes con LMMC. Las 

regiones hipermetiladas éstas afectaban a 1100 genes distintos y a un total de 636 regiones 

promotoras o reguladoras de la transcripción. El análisis de hotspot permitió identificar 14 

regiones de 10 Mb en las cuales la metilación del ADN se encontraba significativamente 



Caracterización genética de la LMMC de bajo riesgo citogenético 

 

alterada, entre pacientes y controles, en comparación con otras regiones genómicas. La región 

más significativa correspondía a 5q31.3, que incluye el cluster de 53 genes protocadherina 

(PCDH), que se encontraba hipermetilado en los pacientes. Otras regiones destacadas incluían 

17q24.3-q25.3 y 6p22.1-p12.2. Se detectó también una metilación aberrante en genes de la vía 

de señalización WNT, en genes involucrados en la inflamación mediada por vías de 

señalización de citocinas y quimiocinas, en la vía de señalización PDGF y en la apoptosis.  

Correlación entre las alteraciones en la metilación del ADN y las características clínico-

biológicas y genéticas de los pacientes 

Se llevó a cabo un análisis de clusters jerárquico en los pacientes con LMMC, considerando 

aquellas sondas más variables entre pacientes y controles. Esté análisis identificó dos grupos 

de pacientes con un perfil de metilación distinto, formados por 25 y 40 pacientes, 

respectivamente. Estos dos grupos se asociaban con las características clínico-biológicas y 

genéticas de los pacientes. El Grupo 1 estaba enriquecido en pacientes con características de 

riesgo adverso, como el subgrupo LMMC-2, la presencia de anemia o trombocitopenia, 

cariotipos de riesgo intermedio y adverso, y grupos de mayor riesgo según el CPSS. Estos dos 

grupos también se asociaban con catacterísticas genéticas concretas, como la presencia de 

mutaciones en ZRSR2 (Grupo 1) o las mutaciones en TET2 y SRSF2 (Grupo 2). Finalmente, el 

análisis de supervivencia reveló que el Grupo 1 presentaba una SG y una SLP 

significativamente inferior al Grupo 2. También se analizó la correlación entre la metilación 

específica de un grupo de genes y la supervivencia de los pacientes y se observó que la 

hipometilación del promotor del gen BCL2 se asociaba con una SG y una SLP inferiores. 

Diferencias en la metilación entre pacientes con diferente riesgo citogenético 

Finalmente, se realizó un análisis de metilación diferencial entre los grupos de pacientes que 

presentaban distintas características moleculares y ctiogenéticas, y se detectaron diferencias 

significativas entre el grupo de pacientes de bajo riesgo citogenético (n=50) y el resto de los 

pacientes (n=14, 7 con citogenética de riesgo intermedio y 7 de alto riesgo). El grupo de riesgo 

intermedio/alto se caracterizaba por presentar niveles superiores de metilación. Se detectaron 

240 sondas hipermetiladas en estos pacientes que correspondían a 122 genes. El 70% de las 

regiones hipermetiladas correspondía a regiones promotoras o reguladoras de la transcripción. 

De forma más concreta, se detectó la hipermetilación de numerosos factores de transcripción, 

incluido el gen WT1 y su antisentido WT1-AS, así como el cluster de genes homeobox HOXB.  

Este estudio ha permitido identificar vías de señalización, así como genes concretos, que 

podrían jugar un papel en la patogénesis de la LMMC, algunos de los cuales se han descrito en 

otras neoplasias hematológicas y tumores sólidos. Mediante este trabajo hemos podido 

observar que el perfil de metilación del ADN se asocia con las características clínico-biológicas 

de los pacientes y con la supervivencia. Por tanto, creemos que el estudio de los mecanismos 

epigenéticos subyacentes a un proceso neoplásico, como la metilación del ADN, puede 

contribuir al conocimiento de la patogénesis de la enfermedad. 
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