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1. Neoplasias hematológicas 

1.1. Hematopoyesis 

La hematopoyesis es un proceso continuo que implica la formación, desarrollo y maduración de 

las diferentes células sanguíneas. Inicia en el saco vitelino a partir de la segunda semana de 

gestación, continúa en el hígado y bazo durante la vida embrionaria y, a partir del cuatro mes y 

durante toda la vida, tiene lugar en la médula ósea (MO).  

Es un proceso jerárquico, ya que a partir de una célula madre pluripotente y con capacidad de 

autorrenovación se van generando células cada vez más diferenciadas y comprometidas hacia 

un linaje específico. Finalmente, a partir de la célula progenitora linfoide y la célula progenitora 

mieloide se originarán los elementos maduros de la sangre tal como se ilustra en la figura 1 (1).    

 

Figura 1. Esquema de la hematopoyesis. Abreviaturas: MPP: progenitor multipotente. CMP: progenitor 

común mieloide. GMLP: progenitor granulocítico-macrofágico-linfocítico. MEP: progenitor 

megacariocítico-eritrocítico. GMP: progenitor granulocítico-macrofágico. CLP: progenitor común linfoide. 

Adaptada de Blank y Karlsson, 2015 (2).  

Cuando alguna de las células implicadas en la hematopoyesis se ve afectada por un proceso 

maligno, se desarrollan neoplasias hematológicas.  

1.2. Neoplasias hematológicas  

Las neoplasias hematológicas comprenden un grupo de enfermedades que provienen de la 

expansión clonal de células hematopoyéticas. Ocurren cuando hay un desequilibrio en la 

proliferación y maduración de alguno de los componentes celulares de la MO y en consecuencia 

se ve afectada la función de los elementos más maduros presentes en la sangre periférica (SP) 

(3).  

Las neoplasias hematológicas se clasifican de acuerdo al tipo celular afectado en dos grandes 

grupos: neoplasias linfoides y neoplasias mieloides.  
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En la introducción de esta tesis se describirán únicamente las neoplasias mieloides, haciendo 

énfasis en los síndromes mielodisplásicos (SMD), motivo de estudio del presente trabajo.  

1.3.  Neoplasias mieloides 

Las neoplasias mieloides son enfermedades clonales que se desarrollan cuando ocurre alguna 

alteración en el proceso de autorenovación, proliferación y/o diferenciación de las células madre 

hematopoyéticas o progenitoras que afectan al linaje mieloide. El mismo está compuesto por 

las series megacariocítica, eritrocítica, granulocítica y macrofágica. Actualmente, las neoplasias 

mieloides se clasifican siguiendo los criterios de la World Health Organization (Organización 

Mundial de la Salud, OMS) (3). Dicha clasificación se basa principalmente en las características 

morfológicas, citoquímicas e inmunofenotípicas de las células de la SP y MO. Así también, en 

determinados casos, la citogenética y la biología molecular juegan un papel importante en la 

clasificación.  

La clasificación de la OMS del 2008, revisada y actualizada en el 2017, propone dividir las 

neoplasias mieloides en 5 categorías (3,4): 

A) Neoplasias mieloproliferativas (NMP): cursan con la proliferación celular descontrolada 

de una o más líneas mieloides. Se caracterizan por presentar una hipercelularidad de la 

MO con maduración hematopoyética ineficaz y un número incrementado de 

granulocitos, eritrocitos y/o plaquetas en la SP. En la tabla 1 se citan los 8 subtipos de 

NMP. 

Tabla 1. Clasificación de las neoplasias mieloproliferativas según la OMS 2017. 

Neoplasias mieloproliferativas 

Leucemia mieloide crónica BCR-ABL positiva (LMC) 

Leucemia neutrofílica crónica 

Policitemia Vera 

Mielofibrosis primaria 

Trombocitemia esencial 

Leucemia eosinofílica crónica 

Neoplasia mieloproliferativa inclasificable 

Mastocitosis 

Abreviatura: OMS: Organización Mundial de la Salud.  

B) Neoplasias mieloides y linfoides con eosinofilia y alteraciones de los genes PDGFRA, 

PDGFRB, o FGFR1: constituye un grupo heterogéneo que resulta de la formación 

anormal de genes de fusión (a partir de la reorganización de PDGFRA, PDGFRB, o FGFR1) 

que codifican para una tirosina quinasa que se activa de manera constitucional. Estos 

casos se presentan como una NMP donde la eosinofilia es común, aunque no constituye 

un requisito para la categorización.  

C) Neoplasias mielodisplásicas/mieloproliferativas (SMD/NMP): presentan hallazgos 

clínicos y de laboratorio que varían entre aquellos comúnmente asociados a los SMD y 

las NMP. Usualmente cursan con hipercelularidad en la MO debido a la proliferación de 

una o más líneas mieloides. La proliferación es efectiva en algunos linajes, con recuentos 

elevados de células circulantes que pueden presentar displasia a nivel morfológico y/o 

funcional. Simultáneamente, la proliferación puede verse comprometida en alguna 
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línea, con lo cual la citopenia puede ser un hallazgo. En la tabla 2 se mencionan los 

subtipos que comprenden esta entidad.  

Tabla 2. Clasificación de los SMD/NMP según la OMS 2017. 

Neoplasias mielodisplásicas/mieloproliferativas (SMD/NMP) 

Leucemia mielomonocítica crónica 

Leucemia mieloide crónica atípica, BCR-ABL-negativa 

Leucemia mielomonocítica juvenil  

SMD/NMP con sideroblastos en anillo y trombocitosis 

SMD/NMP inclasificables 

Abreviatura: OMS: Organización Mundial de la Salud.  

Dentro de este grupo, destaca la leucemia mielomonocítica crónica (LMMC) que es una 

entidad que frecuentemente se estudia en conjunto con los SMD ya que comparten 

aspectos característicos. Su clasificación ha sido siempre controvertida y 

originariamente se consideró un subtipo de SMD en el primer sistema de clasificación 

que data de 1982 (4) (apartado 2.3.3).  

 

La LMMC es un desorden clonal caracterizado por una monocitosis persistente (>3 

meses) en SP (recuento de monocitos ≥1x109/L, ≥10% del recuento de glóbulos blancos) 

y displasia en la MO (3,5,6). De acuerdo con los criterios de la OMS, se puede 

subclasificar en 3 subtipos de acuerdo al porcentaje de blastos en SP y MO (Tabla 3). 

Alternativamente, también se pueden distinguir dos variantes según el recuento de 

glóbulos blancos: proliferativa (≥13x109/L) o displásica (<13x109/L) (7). 

 

Tabla 3. Subtipos de leucemia mielomonocítica crónica de acuerdo al % de blastos. 

Subtipo  
% blastos en 

sangre periférica* 
% blastos en 
médula ósea 

0 <2% <5% 
1 2%-4% 5%-9% 
2 >5% 10%-19% 

*El porcentaje de blastos en SP incluye a los promonocitos.  

 

D) Síndromes mielodisplásicos: se describen en el apartado 2.  

 

E) Leucemia mieloide aguda (LMA): resulta de la expansión clonal de blastos mieloides en 

la SP, MO u otros tejidos. Es una enfermedad heterogénea a nivel clínico, morfológico y 

genético que puede comprometer una o más líneas mieloides. Para su diagnóstico, es 

fundamental un recuento de blastos mieloides ≥20%, excepto en los casos en los que se 

reporte la presencia de una de estas 4 alteraciones genéticas: t(8;21)(q22;q22.1), 

inv(16)(p13.1q22), t(16;16)(p13.1;q22) o el gen de fusión PML-RARA o 

t(15;17)(q22;q21). En la tabla 4, se citan los subtipos de LMA.  
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Tabla 4. Clasificación de la leucemia mieloide aguda según la OMS 2017. 

Leucemia mieloide aguda (LMA) y neoplasias mieloides relacionadas 

LMA con anormalidades genéticas recurrentes 

LMA con cambios relacionados a la mielodisplasia 

Neoplasias mieloides relacionadas con la terapia 

Sarcoma mieloide 

Proliferaciones mieloides relacionadas con el síndrome de Down 

Neoplasia de células dendríticas plasmocitoides blásticas 

2. Síndromes Mielodisplásicos (SMD) 

Los SMD comprenden un grupo heterogéneo de enfermedades clonales caracterizado por una 

hematopoyesis ineficaz que resulta en una MO normo o hipercelular, citopenia y displasia en 

una o más líneas mieloides.  Si bien estos pacientes presentan mayor riesgo de desarrollar una 

LMA, la mayoría de ellos cursará con un fallo medular progresivo y complicaciones como 

consecuencia de las citopenias (3,8,9). 

La displasia en una o más líneas mieloides es un criterio fundamental para establecer un 

diagnóstico de SMD. Esta displasia puede ir acompañada de un incremento de blastos mieloides 

en la SP y/o MO, pero el porcentaje no puede superar el 20%, límite por encima del cual se 

consideraría una LMA (3). 

Además de la displasia, se requiere haber detectado citopenia al menos en una línea mieloide 

(eritroide, neutrofílica o megacariocítica). No obstante, se podría establecer un diagnóstico de 

SMD con recuentos hematológicos por encima de los límites inferiores siempre y cuando esté 

presente un hallazgo morfológico y/o citogenético clave (10,11). 

2.1.  Epidemiología y etiología de los SMD 

Se estima que la incidencia anual de los SMD es de 3-5 casos por cada 100.000. La edad media 

de los pacientes al diagnóstico es de 70 años, con predominancia del sexo masculino. Al tener 

en cuenta la población >70 años, la incidencia aumenta a 20 casos por cada 100.000 habitantes 

por año (12).  

Los SMD en niños son poco frecuentes y tienen características únicas y criterios diagnósticos 

diferentes a los de los SMD de los adultos. No se profundizará en ellos, ya que esta tesis se centra 

en los SMD del adulto. 

De acuerdo con la etiología, los SMD se pueden clasificar en: 

• Primarios, de novo o idiopáticos: suponen el 85 - 90% de los casos y ocurren sin un 

historial previo conocido de exposición a quimioterapia o radiación. 

• Secundarios o relacionados con la terapia: representan el 10 - 15% de todos los 

casos y su aparición se asocia a un tratamiento previo con quimioterapia 

(inhibidores de la topoisomerasa, agentes alquilantes) o radiación ionizante.  
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2.2. Características clínicas 

Si bien algunos pacientes pueden ser asintomáticos al diagnóstico y solo se sospecha de un SMD 

ante un hemograma alterado, la mayoría ellos suelen consultar por síntomas asociados a una 

citopenia.  A continuación, se citan los síntomas comúnmente asociados a cada una de ellas: 

• Anemia: fatiga, disnea y/o poca tolerancia al ejercicio. 

• Trombocitopenia: hemorragias y hematomas. 

• Neutropenia: infecciones.  

Además de ser muy heterogéneos en cuanto a las características clínicas, los SMD también 

presentan gran variabilidad pronóstica, tanto en términos de supervivencia global (SG) como de 

riesgo de evolución a LMA. En los siguientes apartados se profundizarán más estos aspectos, 

pero de manera general podemos decir que la mediana de la SG varía entre los 0.8 a 8.8 años 

según el grupo de riesgo del paciente (apartado 2.6) y se estima que alrededor del 30% de los 

casos evoluciona a LMA (13–15).  

2.3. Diagnóstico y clasificación de los SMD 

2.3.1. Criterios mínimos para el diagnóstico de los SMD 

Como se ha mencionado anteriormente, para establecer el diagnóstico de un SMD es 

imprescindible que se cumplan dos criterios morfológicos: displasia en más del 10% de células 

examinadas en SP y MO y citopenia en una o más líneas. En la tabla 5 se citan las manifestaciones 

morfológicas más comunes relacionados con la displasia.  

Tabla 5. Manifestaciones morfológicas de displasia (15). 

Diseritropoyesis Puentes internucleares, irregularidades del contorno nuclear, 
multinuclearidad, cambios megaloblásticos, cariorrexis, mitosis anómalas, 
cuerpos de Höwell-Jolly, punteado basófilo, distribución anómala de la 
hemoglobina, distribución anómala de la hemoglobina + punteado basófilo, 
sideroblastos en anillo (tinción de Perls), PAS positividad 

Disgranulopoyesis Gigantismo nuclear, hipersegmentación nuclear, hiposegmentación nuclear 
(pseudo-Pelger), núcleo en anillo, núcleo en espejo, alteración de la 
condensación cromatínica (clumping), apéndices nucleares, bolsillos 
nucleares, granulación gigante (pseudo-Chediak-Higashi), hipo/agranularidad, 
bastones de Auer, cuerpos de Döhle, hiposegmentación + hipogranulación 

Dismegacariopoyesis Núcleos dispersos, bilobulados, monolobulados de distintos tamaños, 
micromegacariocitos 

Abreviatura: PAS: ácido peryódico de Schiff (leucofucsina). 

Es importante que la evaluación diagnóstica de un paciente con sospecha de SMD integre las 

diferentes disciplinas. Se debe considerar la historia clínica del paciente, exploración física, 

hemograma completo, frotis de SP y aspirado medular para descartar otras condiciones 

benignas (no clonales) que puedan ocasionar displasia y/o citopenia. En la figura 2 se recogen 

aquellas condiciones clonales y no clonales que pueden manifestarse de forma similar a un SMD.  
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Figura 2. Superposición del diagnóstico de los SMD y otros desordenes clonales y condiciones benignas 

que pueden semejar un SMD. Abreviaturas: EBV: Epstein-Barr virus. LGL: leucemia de linfocitos grandes 

granulares. SMD: síndromes mielodisplásicos. VIH: virus de la inmunodeficiencia humana. Adaptación de 

Bejar et al., 2015 (16).  

El diagnóstico de los SMD puede ser difícil cuando las citopenias y displasias en MO son 

moderadas. Teniendo en cuenta esto, en el 2007, un grupo de expertos propuso una serie de 

criterios para establecer el diagnóstico de un SMD (17) (Tabla 6). Primeramente, se han de 

cumplir los dos prerrequisitos y al menos uno de los criterios decisivos para llegar a un 

diagnóstico. Solo en el caso de que ningún criterio decisivo se cumpla, los co-criterios deben 

aplicarse para intentar establecer el diagnóstico de un SMD.  

Tabla 6. Criterios mínimos para el diagnóstico de SMD. Modificada de Valent et al., 2007 (17). 

Prerrequisitos Citopenia constante en una o más de las líneas siguientes: eritroide (Hb < 11/dL); 
neutrofílica (< 1.500/uL) o megacariocítica (plaquetas < 100.000/uL) con la exclusión 
de enfermedades hematológicas y no hematológicas como causa de 
citopenia/displasia 

Criterios 
decisivos 

• Displasia en al menos el 10% de las células de 1 o más de las líneas mieloides en 
médula ósea 

• 5-19% de blastos en médula ósea 

• Anomalías cromosómicas típicas, por CC o FISH (5q-, -7, +8, 20q−, otras) 

Co-criterios • Fenotipo atípico en médula ósea por citometría de flujo que indica 
       población monoclonal 

• Datos moleculares de clonalidad: HUMARA, perfil génico, mutaciones 
       puntuales (RAS) 

• Disminución de formación de colonias en médula ósea y sangre periférica 

Abreviaturas: CC: citogenética convencional. FISH: hibridación in situ fluorescente. Hb: hemoglobina. 

HUMARA: human androgen receptor X-chromosome inactivation assay. SMD: síndromes mielodisplásicos.  

Cuando no se cumplen los criterios necesarios para establecer un diagnóstico de SMD, se 

pueden dar una serie de condiciones a veces llamadas “pre-malignas”, ya que confieren mayores 

probabilidades de desarrollar un SMD. Podemos estar frente a 4 posibilidades:  

A) Hematopoyesis clonal de significado incierto (CHIP, Clonal Hematopoiesis of 

Indeterminate Potential): en el 2014, tres grupos de investigación independientes 

secuenciaron muestras de miles de personas con el fin de evaluar los factores de 

predisposición genéticos asociados a ciertas enfermedades no hematológicas (diabetes, 
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esquizofrenia). En dichos estudios, observaron que ciertas mutaciones en genes 

asociados a neoplasias mieloides eran relativamente comunes en personas sanas (con 

recuentos hematológicos normales) (18–20). A raíz de esto, un año más tarde, Steensma 

et al. nombraron a esta condición hematopoyesis clonal de significado incierto (CHIP, 

Clonal Hematopoiesis of Indeterminate Potential) (21).  

La definición de CHIP implica la presencia de una población clonal en la SP caracterizada 

por la presencia de una mutación somática en un gen asociado a una neoplasia 

hematológica a una frecuencia alélica de ≥2% en la ausencia de citopenias (21). Dentro 

de los genes más frecuentemente mutados se incluyen DNMT3A, TET2 y ASXL1, seguidos 

por TP53, JAK2, SF3B1, PPM1D, entre otros. Esta condición se encuentra asociada a la 

edad avanzada, siendo rara en menores de 40 años y cuya frecuencia aumenta con cada 

década de la vida hasta llegar a presentarse en aproximadamente el 10% de las personas 

mayores a 65 años (9) (Figura 3). Se ha visto que esta condición benigna puede preceder 

al desarrollo de una neoplasia hematológica (principalmente de tipo mieloide: SMD o 

LMA), tal como la gammapatía monoclonal de significado incierto en el caso del mieloma 

múltiple. Lo cierto es que, por causas aún desconocidas, se estima que solo el 0.5-1% de 

los casos de CHIP progresarán a una neoplasia hematológica (21).  

En el 2014, Jaiswal et al. llevaron a cabo un estudio donde secuenciaron el exoma de 

17.182 individuos. Además de confirmar que la presencia de CHIP se asocia a un mayor 

riesgo de desarrollar una neoplasia hematológica (Hazard ratio [HR], 11.1; intervalo de 

confianza [IC] 95%, 3.9 a 32.6), también vieron que esta condición se asocia a una mayor 

mortalidad general (HR, 1.4; IC 95%, 1.1 a 1.8), mayor incidencia de enfermedades 

coronarias (HR, 2.0; IC 95%, 1.2 a 3.4) y enfermedades cardiovasculares (HR, 2.6; 95% 

IC, 1.4 a 4.8) (19). En el 2017, a partir de estudios en ratones, se describe que la presencia 

de CHIP podría asociarse a un mayor riesgo de aterosclerosis (22). 

 

Figura 3. Prevalencia de las mutaciones somáticas con la edad. Adaptada de Jaiswal et al., 2014 

(19). 

B) Displasia idiopática de significado indeterminado (IDUS, Idiopathic Dysplasia of 

Undetermined Significance): se da en aquellos individuos en los que morfológicamente 

se observa displasia en las células sanguíneas en ausencia de citopenias. Puede cursar o 

no con la presencia de mutaciones asociadas (23).  
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C) Citopenia idiopática de significado indeterminado (ICUS, Idiopathic Cytopenia of 

Undetermined Significance): se da en pacientes con una o más citopenias pero que no 

reúnen los criterios diagnósticos de un SMD u otra neoplasia hematológica. Hay 

ausencia de mutaciones somáticas (21,23). 

D) Citopenia clonal de significado indeterminado (CCUS, Clonal Cytopenia of 

Undetermined Significance): de manera similar al ICUS, son pacientes que presentan 

citopenia en una o más líneas en ausencia de criterios diagnósticos de cualquier 

neoplasia hematológica pero además presentan mutaciones somáticas en genes 

asociados a neoplasias hematológicas principalmente de tipo mieloide. Dichas 

mutaciones se encuentran en una frecuencia alélica igual o superior al 2%. Teniendo en 

cuenta estas características, puede considerarse a la CCUS como la intersección entre 

CHIP y ICUS (23,24).  

Muchas veces estas condiciones pueden prestarse a confusión, dado que tienen características 

similares, pero es importante diferenciarlas correctamente sobre todo porque difieren en el 

riesgo de progresión a SMD. En la tabla 7 se resumen las principales características de cada una 

de ellas.  

Tabla 7. Diagnóstico diferencial de las citopenias idiopáticas o clonales y los síndromes 
mielodisplásicos. Adaptada de Montalbán-Bravo y García-Manero, 2018 (25). 

Características CHIP IDUS ICUS CCUS SMD 

Citopenias No  No Sí (1 o más) Sí (1 o más) Sí (1 o más) 

Displasia No Si, en <10% de 
las células de la 
médula ósea 

Mínima (no 
diagnóstica de 
SMD) o nula 

Mínima (no 
diagnóstica de 
SMD) o nula 

Si (>10% en al 
menos una 
línea) 

Mutaciones 
somáticas 

Sí, con 
frecuencias 
alélicas ≥2%. 
Genes 
comúnmente 
afectados: 
DNMT3A, TET2, 
ASXL1, SRSF2, 
TP53  

Pueden 
aparecer 
asociadas a la 
hematopoyesis 
clonal 

No. Se define 
por ausencia 
de clonalidad 

Sí 

• En el 36% 
de los casos 
con 
frecuencias 
alélicas 
similares a 
los SMD 

• 17% de los 
ICUS sin 
displasia* 

• 45% de los 
ICUS con 
displasia* 

Sí, en hasta el 
85% de los 
pacientes 

Riesgo de 
progresión 

Muy bajo (0.5-
1% por año), sin 
considerar 
posibles efectos 
terapéuticos. 

Desconocido  Hasta el 10% a 
los 5 años 

Hasta el 80% de 
los casos en 5 
años 

 

Abreviaturas: CHIP: hematopoyesis clonal de significado incierto. IDUS: displasia idiopática de significado 

indeterminado. ICUS: citopenia idiopática de significado indeterminado. CCUS: citopenia clonal de 

significado indeterminado. SMD: síndromes mielodisplásicos. *La presencia de una mutación somática en 

el contexto de un ICUS, recategoriza al paciente dentro de una CCUS.  
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2.3.2. Estudios en sangre periférica y médula ósea  

Como se ha mencionado anteriormente, el diagnóstico de los SMD debe ser integral. Para ello, 

es necesario tener en cuenta la historia clínica, exploración física del paciente y una serie de 

estudios en SP y MO. En las tablas 8 y 9 se describen los estudios que se deben realizar en el 

laboratorio en MO y SP, respectivamente.  

De acuerdo con las Guías Españolas de Diagnóstico y Tratamiento de los SMD y la LMMC (15), 

cabe destacar que en los pacientes en los que no se ha podido establecer con certeza un 

diagnóstico de SMD es recomendable realizar un hemograma de seguimiento cada 6 meses y 

realizar una reevaluación completa si existen cambios significativos. 

Tabla 8. Estudios medulares de los SMD (15). 

Estudios 
imprescindibles 

Aspirado 
medular 

Estudio morfológico (MGG y Perls). Enumeración de blastos (teniendo 
en cuenta la celularidad total) y de dismorfias. Estudio citogenético 
en al menos 20 metafases. Estudio de mutaciones en SF3B1 cuando 
se observan <5-14% sideroblastos en anillo siempre que no se 
cumplan los criterios de SMD con exceso de blastos o de SMD con 
deleción 5q aislada 

Biopsia 
medular 

En aspirado medular hipoplásico, sospecha de mielofibrosis y en ICUS 

Estudios 
recomendables 
en situaciones 
especiales 

FISH (sondas 5q, 7q, CEP8, 201 y cromosoma Y) y/o SNP/CGH arrays. Citometría de 
flujo (el porcentaje de células CD34+ obtenido por citometría de flujo no debe 
sustituir al recuento de blastos por morfología). Tinción de PAS.  
Estudios moleculares en todos los pacientes con SMD especialmente en los SMD sin 
exceso de blastos. Mutaciones de JAK2 en pacientes con trombocitosis y/o fibrosis, 
alteraciones de PDGFRA, PDGFRB, FGFR1 y PCM1/JAK2 en casos con eosinofilia, KIT 
en los SMD asociados a mastocitosis sistémica y TP53 en los SMD con del(5q) 

Abreviaturas: FISH: hibridación in situ fluorescente. ICUS: citopenia idiopática de significado incierto. 

MGG: May-Grünwald-Giemsa. PAS: ácido peryódico de Schiff. SMD: síndromes mielodisplásicos. 

SNP/CGH: single nucleotide polymorphism/comparative genomic hybridization.  
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Tabla 9. Estudios de los SMD en sangre periférica (15). 

Estudios 
imprescindibles 

Hemograma 
completo 

Recuento absoluto de leucocitos, neutrófilos, eosinófilos, 
basófilos, monocitos y plaquetas, Hb, Hto, VCM, HCM, 
CHCM, ADE y reticulocitos 

Frotis de sangre 
periférica (MGG), 
sin anticoagulante 

Recuento porcentual diferencial (200 células nucleadas). 
Valoración de rasgos de mielodisplasia (diseritropoyesis, 
disgranulopoyesis y distrombopoyesis) 

Diagnóstico 
diferencial de 
otras causas de 
citopenia y/o 
displasia 

Prueba de antiglobulina directa (test de Coombs), LDH, 
vitamina B12, ácido fólico (preferiblemente dosificación del 
ácido fólico eritocitario), sideremia, ferritina, transferrina, 
IST, R-TFRs, CTFH, EPO, parámetros de función hepática, 
renal y tiroidea, serologías víricas (VHB, VHC y VIH), 
autoinmunidad (FR, AAN) 

Estudios 
recomendables 

FAG en citopenias sin displasia. Estudio de HPN especialmente en SMD hipoplásico 
y cariotipo normal. Estudio de poblaciones linfocitarias T para descartar LLGG. 
Niveles séricos de cobre y ceruloplasmina (antecedente de cirugía gastrointestinal 
y/o déficit de vitamina B12). Serología y/o PCR para parvovirus B19 (si 
eritroblastopenia) y de CMV (si pancitopenia). Nivel de testosterona (si sospecha 
de hipogonadismo). Tipaje HLA en pacientes con SMD de bajo riesgo candidatos a 
trasplante o tratamiento inmunosupresor. Niveles de β2-microglobulina. 
Descartar causas no clonales de sideroblastos en anillo.  

Abreviaturas: AAN: anticuerpos antinucleares. ADE: ancho de distribución eritrocitaria (RDW). CHCM: 

concentración de HCM. CMV: citomegalovirus. CTFH: capacidad total de fijación de hierro de la 

transferrina. EPO: eritropoyetina sérica. FAG: fosfatasa alcalina granulocitaria. FR: factor reumatoide. Hb: 

hemoglobina. HCM: hemoglobina corpuscular media. Hto: hematocrito. HLA: antígeno leucocitario 

humano. HPN: hemoglobinuria paroxística nocturna. IST: índice de saturación de transferrina. LDH: lactato 

deshidrogenasa. LLGG: leucemia de linfocitos grandes granulares. MGG: May-Grünwald-Giemsa. PCR: 

reacción en cadena de polimerasa. R-TFRs: receptor soluble de transferrina. SMD: síndromes 

mielodisplásicos. VCM: volumen corpuscular medio. VHB: virus de la hepatitis B. VHC: virus de la hepatitis 

C. VIH: virus de la inmunodeficiencia humana. 

2.3.3. Clasificación de los SMD 

La primera clasificación de los SMD fue propuesta en 1982 por el grupo cooperativo franco-

americano-británico (FAB) (8). Comúnmente se la conoce como clasificación FAB y divide a los 

SMD basándose criterios morfológicos y el porcentaje de blastos en la MO (26). De este modo, 

se distinguen 5 subtipos: anemia refractaria (AR), AR con sideroblastos en anillo (ARSA), AR con 

exceso de blastos (AREB), AREB en transformación (AREB-t) y LMMC. 

Si bien la clasificación de la FAB estuvo vigente durante casi 20 años, en el año 2001 la OMS 

propuso una nueva clasificación para las neoplasias hematológicas, incluidos los SMD. Aunque 

esta nueva clasificación se basaba en la morfología, también incorporaba la citogenética, 

marcadores inmunológicos y genéticos, lo que permitió una mejor clasificación, pronóstico y 

tratamiento de las neoplasias hematológicas (27).  

En el año 2008, se publica la revisión de la clasificación de la OMS del 2001 (4). El grupo de los 
SMD comprende 8 subtipos cuyas principales características se mencionan en la tabla 10. 
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Tabla 10. Principales características de cada subtipo de SMD según la clasificación de la OMS del 
2008 (4). 

Subcategoría Citopenias 
% Blastos 

en SP 
% Blastos 

en MO 

Sideroblastos 
en anillo en 

MO (%) 
Displasia 

Citopenia 
refractaria con 
displasia unilínea 
(CRDU) 

     

Anemia Anemia < 1 < 5 < 15 Eritroide 

Neutropenia Neutropenia < 1 < 5 < 15 Granulocítica 

Trombocitopenia Trombocitopenia < 1 < 5 < 15 Megacariocítica 

Anemia refractaria 
con sideroblastos 
en anillo (ARSA) 

Anemia 0 < 5 ≥ 15 Eritroide 

Citopenia 
refractaria con 
displasia multilínea 
(CRDM) 

Bi o pancitopenia < 1 < 5 Indiferente Mínimo dos líneas 

Anemia refractaria 
con exceso de 
blastos – 1 (AREB-1) 

Citopenias < 5 5-9 Indiferente Uni/Multilínea 

Anemia refractaria 
con exceso de 
blastos – 2 (AREB-2) 

Citopenias 5-19 10-19 Indiferente Uni/Multilínea 

SMD con deleción 
5q aislada 

Anemia < 5 < 5 Indiferente 
Megacariocitos 
hipolobulados 

SMD inclasificable Citopenias ≤ 1 < 5 Indiferente Una línea 

 Abreviaturas: SP: sangre periférica. MO: médula ósea. OMS: Organización Mundial de la Salud. SMD: 

síndromes mielodisplásicos. 

Recientemente, esta clasificación fue revisada y surge así la clasificación de la OMS del 2017  

(3,12). En comparación a la clasificación del 2008, los principales cambios son: 

• Nomenclatura: en las clasificaciones anteriores la nomenclatura de los SMD hacía 

referencia al tipo de citopenia que presentaba el paciente (ejemplo: “anemia 

refractaria”). Suele suceder que en los pacientes con SMD no siempre concuerdan el 

tipo de displasia y citopenia. Teniendo en cuenta que las citopenias son un criterio 

fundamental para el diagnóstico de los SMD y que la clasificación de la OMS se basa 

principalmente en el tipo de displasia, la nueva nomenclatura reemplaza los términos 

“anemia refractaria” y “citopenia refractaria” por “SMD”, seguido del calificativo más 

apropiado: displasia unilínea (DU) o displasia multilínea (DML), sideroblastos en anillo 

(SA), exceso de blastos (EB) o del(5q).  

• Mutación en el gen SF3B1 como parte los criterios diagnósticos: la importancia del 

hallazgo de la mutación en el gen SF3B1 y su frecuente asociación con la presencia de 

SA lo convierte en un criterio para la clasificación dentro del subtipo SMD con 

sideroblastos en anillo (SMD-SA) (28,29). Además, se establece en esta revisión que aún 

con un porcentaje de SA <15% y ≥5% se puede establecer el diagnóstico de SMD-SA 

siempre y cuando la mutación en SF3B1 esté presente.  
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• Diagnóstico de SMD con del(5q) aislada aún en presencia de una segunda alteración 

cromosómica: se admite cualquier alteración extra, exceptuando la monosomía del 

cromosoma 7 (-7) o la del(7q). Esto se basa en datos recientes que demuestran que una 

alteración cromosómica extra, en el caso de los SMD con del(5q) aislada, no tienen un 

impacto pronóstico adverso (30,31). 

Teniendo en cuenta que esta tesis se basa en la clasificación de la OMS del 2017, se pone especial 

énfasis en ella. A continuación, se describe brevemente cada subtipo de SMD y en la tabla 12 se 

resumen las principales características.  

A) SMD con displasia unilínea (SMD-DU) 

Comprende del 7-20% de todos los casos de SMD y suele presentarse en personas cuya 

edad está comprendida entre los 65 – 70 años (3,32,33). Los principales hallazgos para 

establecer un diagnóstico diferencial son: citopenia en una o dos líneas mieloides y 

displasia en ≥10% de las células de una línea mieloide. La mayoría de los pacientes 

suelen cursar con anemia refractaria o bicitopenia, aunque el tipo de citopenia puede 

corresponderse o no con el tipo de displasia observado. El porcentaje de blastos en SP 

debe ser <1% y en MO <5%. 

Se observan alteraciones en el cariotipo en el 50% de los casos (34,35). Si bien suelen 

observarse cambios como la del(20q), la trisomía 8 (+8) y alteraciones en los 

cromosomas 5 y 7, ninguna de ellas es específica para este subtipo de SMD. Lo mismo 

ocurre con las mutaciones somáticas, que se pueden detectar en un 60-70% de los 

casos, y donde destacan mutaciones en el gen TET2 y ASXL1 como las más comunes (36). 

La mediana de SG de estos pacientes es de aproximadamente 66 meses y tienen un bajo 

riesgo de progresión a LMA (10% en 5 años) (33–35).  

B) SMD con displasia multilínea (SMD-DML) 

Abarca el 30% de todos los casos de SMD y la media de edad de los pacientes al 

diagnóstico es de 67-70 años. A diferencia del subtipo anterior, donde no había 

diferencias en la prevalencia según el sexo, hay una mayor incidencia de SMD-DML en 

hombres. En cuanto al diagnóstico diferencial, este subtipo de SMD se caracteriza por 

la presencia de citopenias en una o más líneas mieloides y cambios displásicos en dos o 

más líneas mieloides. El porcentaje de blastos en SP debe ser <1% y en MO <5%. 

Hasta un 50% de los pacientes puede presentar alguna alteración citogenética, donde 

destacan la +8, -7, del(7q), monosomía 5, del(5q), del(20q) y cariotipos complejos (≥3 

alteraciones citogenéticas) (35). Alrededor del 80% de los pacientes presenta 

mutaciones somáticas y más de la mitad de ellos presenta alguna mutación en genes 

que suelen estar mutados en los SMD-EB y LMA. Dentro de los genes comúnmente 

mutados se incluyen los siguientes: STAG2, ASXL1, SRSF2, RUNX1, CBL, TP53, TET2 (36–

38). 

El curso clínico de estos pacientes es muy variable, presentan una mediana de SG de 36 

meses y aproximadamente un 28% de los pacientes progresa a LMA en 5 años (datos 

del registro de SMD de Dusseldorf, septiembre del 2015).  
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C) SMD con sideroblastos en anillo (SMD-SA) 

Este subtipo se caracteriza por la presencia de citopenias, displasia y SA que constituyen 

≥15% de los precursores eritroides en la MO. La mayoría de los pacientes tienen la 

mutación del gen SF3B1 y en aquellos casos donde el porcentaje de SA en MO vaya del 

5-15%, puede establecerse el diagnóstico siempre y cuando dicha mutación esté 

presente. Cabe destacar que ésta es la única mutación que hoy en día constituye un 

criterio diagnóstico en los SMD. 

El porcentaje de blastos en SP debe ser <1% y en MO <5%. Atendiendo al número de 

líneas afectadas por la displasia y citopenia, se distinguen 2 subtipos:  

• SMD-SA y displasia unilínea (SMD-SA-DU): los pacientes cursan con anemia y la 

displasia afecta únicamente a la línea eritroide. Constituye el 3-11% de todos los 

casos de SMD y la distribución es similar en hombres y mujeres. La mutación del gen 

SF3B1 se presenta en el 80-90% de los casos (39–41). Además, el 5-20% de los 

pacientes presenta alguna alteración citogenética que típicamente afecta a un solo 

cromosoma (3,42). La mediana de la SG es de 69-108 meses y solo el 1-2% de los 

casos evolucionan a una LMA (42). 

• SMD-SA y displasia multilínea (SMD-SA-DML): la citopenia puede afectar a más de 

una línea, pero la displasia afecta a 2-3 linajes hematopoyéticos. Es un poco más 

frecuente que la anterior ya que supone un 13% de todos los casos de SMD. La 

mutación en SF3B1 afecta al 30-70% de los pacientes. En contraste, las alteraciones 

citogenéticas afectan al 50% de los casos y comúnmente incluyen alteraciones 

asociadas a un pronóstico adverso como la -7 (33,34,43). La SG es 

considerablemente menor que en el subtipo anterior (mediana de 28 meses) y 

aproximadamente el 8% de los casos progresa a LMA.  

Cabe destacar que en <10% de los casos de SMD-SA se pueden observar mutaciones en 

otros genes que codifican para factores de splicing (SRSF2, U2AF1 y ZRSR2) y que las 

mismas son mutuamente excluyentes entre sí y con la mutación SF3B1 (40,44). Se 

pueden observar otras mutaciones acompañantes como las de TET2 y DNMT3A que 

suelen ser más frecuentes en los SMD-SA-DML. Aparentemente la mutación en el gen 

RUNX1 está asociada a una menor supervivencia (40).   

D) SMD con del(5q) aislada 

Representa el único subtipo de SMD claramente definido por la presencia de una 

alteración citogenética: la deleción del brazo largo o brazo q del cromosoma 5, o del(5q), 

que puede encontrarse aislada o en presencia de una alteración extra siempre y cuando 

ésta no sea la del(7q) o -7. Además, se caracteriza por anemia con o sin otra citopenia 

y/o trombocitosis. El porcentaje de blastos en SP debe ser <1% y en MO <5%. Es 

predominante en mujeres con una edad media de 67 años.  

La MO suele ser hipercelular o normocelular y frecuentemente va acompañada de 

hipoplasia eritroide. Se observa un incremento del número de megacariocitos que 

suelen ser más pequeños de lo normal y con el núcleo no lobulado o hipolobulado. 

La mediana de la SG es de 66-145 meses y la transformación a LMA se observa en <10% 

de los casos.   
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Dado que el Trabajo II de esta tesis se centra en este subtipo de SMD, se le pone mayor 

énfasis en el apartado 2.4. 

E) SMD con exceso de blastos (SMD-EB) 

Este subtipo comprende aproximadamente el 40% de todos los casos de SMD y afecta a 

personas >50 años de edad. El estudio en SP frecuentemente revela anormalidades en 

los 3 linajes mieloides y los blastos están siempre presentes en la MO y/o SP. La MO es 

usualmente hipercelular con un grado variable de displasia. La eritropoyesis suele estar 

incrementada con cambios megaloblásticos. De acuerdo al número de blastos en SP y 

MO, se distinguen dos subtipos con diferencias en la supervivencia y probabilidad de 

evolución a LMA: 

• SMD-EB-1: se define por la presencia de 5-9% de blastos en la MO o 2-4% de blastos 

en la SP. La mediana de la SG es de unos 16 meses y aproximadamente el 25% de 

los casos progresa a LMA (34,45). 

• SMD-EB-2: se define por la presencia de 10-19% de blastos en la MO o 5-19% de 

blastos en la SP. La presencia de blastos con bastones de Auer en cualquier caso de 

SMD, hace que el mismo caiga en esta categoría, independientemente del 

porcentaje de blastos. La mediana de la SG es de aproximadamente 9 meses y en el 

33% de los casos se observa la progresión a LMA (34,45).  

Un porcentaje variable (30-50%) de los casos de SMD-EB presenta alguna alteración 

citogenética, tales como: del(5q), -7, del(7q), +8 y del(20q). Es posible observar también 

cariotipos complejos (34). Además, es común detectar mutaciones que afectan a 

factores de splicing (SRSF2) que suelen ser mutuamente excluyentes con la presencia de 

mutaciones en TP53 o cariotipos complejos (46,47). Otras mutaciones comúnmente 

detectadas incluyen a los siguientes genes: IDH1, IDH2, ASXL1, CBL, RUNX1 y genes de 

la familia RAS (48–50).   

F) SMD inclasificable (SMD-I) 

Comprende aquellos casos en los que no se cumplen los criterios diagnósticos de los 

demás subtipos. Se estima que la incidencia es de 6.3% en aquellos casos de SMD con 

un recuento de blastos <5% en MO (35). El diagnóstico de SMD-I se puede establecer en 

los siguientes tres casos: 

• Cuando el paciente presenta características distintivas de SMD-DU, SMD-DML, 

SMD-SA-DU, SMD-SA-DML o SMD con del(5q) aislada pero un porcentaje de blastos 

en SP superior al 1% (confirmado en al menos dos controles) (3,51). 

• Ante la presencia de pancitopenia dentro del contexto de un SMD con otras 

características propias de SMD-DU, SMD-SA-DU, SMD con del(5q) aislada. 

• Si hay citopenia persistente con <2% de blastos en MO y <5% en SP, sin displasia 

significativa (<10%) en un linaje mieloide y la presencia de una alteración 

citogenética presuntiva de SMD (Tabla 11) (52). 
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Tabla 11. Alteraciones citogenéticas presuntivas de SMD 

Alteraciones no balanceadas Alteraciones balanceadas 

-7 o del(7q)  

del(5q)  

i(17q) o t(17p)  

-13 o del(13q)  

del(11q)  

del(12p) o t(12p)  

del(9q) 

idic(X)(q13) 

t(11;16)(q23;p13.3) 

t(3;21)(q26.2;q22.1) 

t(1;3)(p36.3;q21.1) 

t(2;11)(p21;q23) 

inv(3)(q21q26.2) 

t(6;9)(p23;q34) 

 

Si durante el seguimiento el paciente presenta alguna característica distintiva de otro 

subtipo de SMD, se debe reclasificar el caso.  

La SG y el riesgo de transformación a LMA son muy variables. En aquellos casos con >1% 

de blastos en SP la mediana de la SG es de 35 meses y hay un riesgo de transformación 

a LMA del 14% en 5 años. En cambio, en los casos que cursan con pancitopenia la 

mediana de la SG es de 30 meses y hay un riesgo del 5% de transformación a LMA en 5 

años (35).  

Tabla 12. Principales características de los SMD según la clasificación de la OMS del 2017 (12). 

Subtipo 
Número de 
linajes con 
displasia 

Citopenias 
Porcentaje de SA dentro 

de los elementos 
eritroides en MO 

Blastos en MO y 
SP 

SMD con displasia unilínea 
(SMD-DU) 

1 1-2 <15%/<5%* MO <5%, SP <1% 

SMD con displasia 
multilínea (SMD-DML) 

2-3 1-3 <15%/<5%* MO <5%, SP <1% 

SMD con SA (SMD-SA)  

SMD-SA con displasia 
unilínea (SMD-SA-DU) 

1 1-2 ≥15%/≥5%* MO <5%, SP <1% 

SMD-SA con displasia 
multilínea (SMD-SA-DML) 

2-3 1-3 ≥15%/≥5%* MO <5%, SP <1% 

SMD con del(5q) aislada 1-3 1-2 Indiferente MO <5%, SP <1% 

SMD con exceso de 
blastos (SMD-EB) 

 

SMD-EB-1 0-3 1-3 Indiferente 
MO 5%-9%, o SP 

2%-4% 

SMD-EB-2 0-3 1-3 Indiferente 
MO 10%-19%, o 

SP 5%-19% 

SMD inclasificable (SMD-I)     

Con 1% de blastos en SP 1-3 1-3 Indiferente 
MO <5%, 
SP=1%** 

Con displasia unilínea y 
pancitopenia 

1 3 Indiferente  MO <5%, SP <1% 

Basada en una anomalía 
citogenética  

0 1-3 <15% MO <5%, SP <1% 

* Si la mutación en SF3B1 está presente ** En dos controles 

Abreviaturas: SA: sideroblastos en anillo. SP: sangre periférica. MO: médula ósea. SMD: síndromes 

mielodisplásicos.   
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2.4.  SMD con del(5q) aislada 

En 1974, Van den Berghe et al. describieron por primera vez el denominado Síndrome 5q- (53). 

Este síndrome se definía por la presencia de anemia macrocítica, hipoplasia eritroide, recuento 

plaquetario normal o elevado, megacariocitos hipolobulados (Figura 4) y la deleción aislada del 

brazo largo del cromosoma 5: del(5q) o 5q-.  

 
Figura 4. Aspirado de médula ósea donde se aprecian dos micromegacariocitos hipolobulados 

característicos del Síndrome 5q-.  

Con la actualización de la clasificación de la OMS, la definición de los SMD con del(5q) aislada 

queda redefinida y tiene en cuenta las siguientes características: 1-2 citopenias (típicamente 

anemia), displasia en 1-3 líneas (comúnmente megacariocítica), ausencia de bastones de Auer, 

<1% de blastos en SP, <5% de blastos en MO, presencia de la del(5q) en posible concomitancia 

de una alteración cromosómica adicional siempre y cuando ésta no sea la del(7q) ni -7 (12,54). 

Cabe destacar que no todos los casos de SMD con del(5q) aislada cumplen las características 

morfológicas definidas en el Síndrome 5q-. Este subtipo de SMD ocurre con mayor frecuencia 

en mujeres (media 67 años de edad) y se caracteriza por un riesgo de progresión a LMA 

relativamente bajo (12).  

Es importante destacar que si bien la del(5q) se encuentra presente en alrededor del 20% de los 

casos de SMD con cariotipo alterado, solo el 5% queda agrupado dentro de la categoría de SMD 

con del(5q) aislada, ya que el resto de los pacientes presenta un exceso de blastos o numerosas 

alteraciones citogenéticas, lo que los clasifica en otros subtipos de SMD y hace que empeore el 

pronóstico de dichos pacientes (55).  

La del(5q) comprende un segmento intersticial que incluye una región comúnmente delecionada 

(CDR, commonly deleted region) de 1.5 Mb que abarca las citobandas 5q32 y 5q33 y que 

contiene 44 genes (56–58). Otra CDR en 5q31 se encuentra más asociada a LMA y casos 

avanzados de SMD (59) (Figura 5).  

 
Figura 5. Esquema de las regiones comúnmente delecionadas en la región 5q con sus respectivos genes. 

SMD: síndromes mielodisplásicos. LMA: leucemia mieloide aguda. Adaptado de Ebert, 2009 (56). 
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El fenotipo observado en este subtipo de SMD se puede explicar por la haploinsuficiencia, que 

se traduce en la reducción de la expresión de ciertos genes que se encuentran en la CDR. A lo 

largo de las últimas décadas, numerosos estudios sobre todo con ARN de interferencia y 

modelos murinos, han permitido comprender el rol de dichos genes. Los más relevantes se 

describen brevemente a continuación:  

A) RPS14: su haploinsuficiencia es responsable, principalmente, del bloqueo de la 

diferenciación eritroide, lo que conlleva una eritropoyesis ineficaz y anemia. Dicho gen 

codifica para el componente central de la subunidad 40S del ribosoma. La insuficiencia 

alélica de RPS14 conlleva defectos en el ensamblaje de los ribosomas, lo cual hace que se 

liberen pequeñas proteínas ribosomales que se unen a la proteína MDM2 (regulador 

negativo de p53) promoviendo su degradación y la consecuente estabilización de p53. Esto 

a su vez desencadena la activación de la transcripción de genes dependientes de p53 

resultando en la detención del ciclo celular y apoptosis (60–62). En la figura 6 se ilustra este 

proceso.  

 
Figura 6. Consecuencias de la haploinsuficiencia de RPS14. Adaptado de Pellagatti y Boultwood, 2015 

(63). 

B) miR-145 y miR-146a: micro-ARNs responsables de la regulación negativa de factores como 

TIRAP, TRAF6 o FLI-1 que a su vez regulan la diferenciación megacariocítica. La deficiencia 

de miR-145 y miR146a es responsable de la trombocitosis y de la displasia megacariocítica 

(micromegacariocitos hipolobulados) que caracterizan al Síndrome 5q- (64,65).   

C) CSNK1A1: actúa como regulador negativo de la vía de señalización Wnt/β-catenina y de la 

actividad de p53. Cuando la vía de señalización Wnt/β-catenina se activa, se promueven el 

crecimiento y proliferación celular, mientras que la vía de p53 regula el ciclo celular y la 

apoptosis (66). 

En los SMD con del(5q), la haploinsuficiencia de CSNK1A1 resulta en mayores niveles de β-

catenina, lo cual a su vez incrementa los niveles de proliferación de progenitores 

hematopoyéticos sin alterar los niveles de p53 (66). En cambio, si se produce una pérdida 

homocigota (ambos alelos) de CSNK1A1, se induce la apoptosis mediada por p53. Estos 

hechos juegan un papel importante en el mecanismo de acción de la lenalidomida, actual 

fármaco de elección en el tratamiento de los SMD con del(5q) (Figura 7).  
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Figura 7. Efectos de la haploinsuficiencia de CSNK1A1 en la vía de señalización Wnt y en la activación de 

TP53 y su implicancia en el mecanismo de acción de la lenalidomida en las células con la del(5q). Adaptada 

de Ogawa, 2019 (67).  

Lenalidomida – Mecanismo de acción y resistencia al tratamiento 

Si bien se sabía que la lenalidomida es un potente inmunomodulador capaz de inhibir la 

angiogénesis, adhesión celular y modular la liberación de citoquinas, no fue hasta el 2015 que 

Krönke et al. describieron el mecanismo de acción de este fármaco (68). La lenalidomida se une 

a la proteína CRBN (que forma parte del complejo CRL4 E3 ubiquitina ligasa) y modula la afinidad 

por sus sustratos induciendo la ubiquitinización de los mismos y la consecuente degradación en 

el proteasoma. CK1α, proteína codificada en el gen CSNK1A1, es uno de los sustratos de CRBN 

cuya afinidad se ve incrementada por la lenalidomida. La degradación de CK1α es bien tolerada 

en células normales, pero mata selectivamente a aquellas portadoras de la del(5q), ya que 

expresan niveles haploinsuficientes del gen CSNK1A1. Concretamente, la lenalidomida 

promueve la detención del ciclo celular y apoptosis mediada por p53 en aquellas células con 

niveles reducidos de CK1α (69,70) (Figura 7).  

A nivel clínico, la lenalidomida reduce los requerimientos transfusionales y revierte los cambios 

citológicos y citogenéticos en los pacientes con SMD con del(5q) (71). Desde el 2013 está 

aprobado su uso en Europa para el tratamiento de los pacientes con SMD con del(5q) aislada y 

dependencia transfusional (4 concentrados de hematíes en 16 semanas, de acuerdo con las 

últimas recomendaciones) y un 70% de estos pacientes responden a dicho tratamiento (71,72).  

Si bien el tratamiento con lenalidomida se asocia a una mejora en la SG, hay factores que pueden 

afectar la respuesta a dicho fármaco (73), entre ellos se incluyen:  

• Trombocitopenia basal: los niveles de plaquetas por debajo de 280 g/L se asocian a 

menores tasas de independencia transfusional y SG reducida (74,75). 

• Mutaciones en el gen TP53: su presencia se ha visto asociada a menores tasas de 

respuesta citogenética, mayor riesgo de progresión a LMA y menor SG (75–77). Dicha 

mutación puede encontrarse hasta en un 20% de los casos de SMD con del(5q) aislada. 

Se hace mayor referencia a la implicancia de las mutaciones de TP53 en el tratamiento 

en el apartado 2.8.3. 
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• del(5q) con otras alteraciones citogenéticas: aunque en Europa la lenalidomida está 

solamente aprobada en pacientes con del(5q) aislada, también se ha evaluado la 

respuesta a este tratamiento en pacientes con del(5q) que presentan otras alteraciones 

citogenéticas acompañantes. La presencia de al menos dos alteraciones citogenéticas 

adicionales a la del(5q) se asocia a una menor adquisición de independencia 

transfusional, menor respuesta citogenética y mayor riesgo de progresión a LMA. Sin 

embargo, los resultados en cuanto al pronóstico de los pacientes con solo una alteración 

citogenética adicional es más controvertido: algunos señalan que la respuesta es similar 

mientras que otros sugieren una menor respuesta en este grupo (73,74). 

2.5. Alteraciones citogenéticas en los SMD 

Alrededor del 40-50% de los pacientes con SMD de novo y hasta el 80% de los pacientes con 

SMD secundario presenta alguna alteración a nivel citogenético. La mayoría de ellas implica la 

pérdida de material genético ya sea en forma de una deleción (pérdida parcial de un 

cromosoma) o una monosomía (pérdida total de un cromosoma). La ganancia de material 

genético (con excepción de la +8), así como las translocaciones e inversiones son muy poco 

frecuentes en los SMD (78,79).  

Las alteraciones más frecuentes son la del(5q) (15%), -7/del(7q) (10%), +8 (8%) y la del(20q) (5%) 

(78,79). Otras alteraciones descritas, aunque menos frecuentes son: -Y, -17/17p- y -18/18q- (79). 

Cabe destacar que ninguna de ellas es específica de los SMD, pudiendo encontrarse así en otras 

patologías, especialmente la LMMC. En la figura 8 se detallan las alteraciones cromosómicas más 

comunes junto con la incidencia de cada una. 

 

Figura 8. Incidencia de las alteraciones citogenéticas más comunes en los síndromes mielodisplásicos. 

Abreviatura: cr: cromosoma. Adaptado de Raza y Galili, 2012 (80).  

Las alteraciones citogenéticas pueden presentarse aisladas, en combinación con otra alteración 

adicional o varias alteraciones. Cuando coexisten 3 o más alteraciones, se habla de un cariotipo 

complejo (81). Se ha demostrado que tanto el tipo como el número de alteraciones citogenéticas 

adquiridas constituyen un factor pronóstico independiente en los SMD (79,82).  
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En el 2012, tras estudiar 2902 pacientes, Schanz et al. proponen el actual score citogenético que 

incluye 5 grupos de riesgo y 20 diferentes alteraciones citogenéticas (Tabla 13).  

Tabla 13. Clasificación pronóstica de las alteraciones citogenéticas propuesta por Schanz et al. (15). 

Grupo 
pronóstico 

Alteraciones citogenéticas* 
Supervivencia 

media 
(en años) 

Muy bueno -Y, del(11q) 5.4 

Bueno 
Cariotipo normal, del(5q), del(12p), del(20q), doble que incluya la 

del(5q) 
4.8 

Intermedio 
del(7q), +8, +19, i(17q), cualquier otra alteración aislada o doble en 

clones independientes 
2.7 

Malo 
-7, inv(3)/t(3q)/del(3q), alteración doble que incluya -7/del(7q), 

complejo: 3 alteraciones 
1.5 

Muy malo Complejo: > 3 alteraciones 0.7 

*Todas como una única alteración a no ser que se especifique lo contrario 

2.6. Pronóstico de los SMD 

2.6.1. Revised International Prognostic Scoring System (IPSS-R) 

La gran heterogeneidad de los SMD hace necesaria la clasificación y categorización pronóstica 

de los pacientes para poder estimar la SG y el riesgo de progresión a LMA y de esta manera 

poder seleccionar el tratamiento más adecuado para cada paciente.  

Si bien, desde que surge el primer sistema de clasificación de los SMD (clasificación FAB, 1982), 

han habido varias propuestas de sistemas pronósticos (33,83), el más utilizado actualmente es 

el Revised International Prognostic Scoring System (IPSS-R) (13).  

Cabe mencionar que el mismo es la versión actualizada del International Prognostic Scoring 

System (IPSS) que estuvo vigente desde 1997 hasta el 2012 cuando surgió la versión revisada 

(83). Ambos sistemas se basan en tres parámetros básicos: el cariotipo en MO, el porcentaje de 

blastos en MO y las citopenias. No obstante, estudios en cohortes de pacientes más extensas 

(816 pacientes en el IPSS vs. 7012 pacientes en el IPSS-R) han proveído las bases para introducir 

ciertos refinamientos al IPSS. Los mismos incluyen principalmente el establecimiento de puntos 

de corte más claros para definir las citopenias (el IPSS solo tenía en cuenta la presencia y número 

de citopenias) y la incorporación de una nueva clasificación pronóstica de las alteraciones 

citogenéticas (Tabla 13) (55).  

Así se tiene que el IPSS-R se basa en cinco variables pronósticas: citogenética, porcentaje de 

blastos en MO, nivel de hemoglobina, recuento de plaquetas y recuento absoluto de neutrófilos 

(RAN). De acuerdo a los valores de cada uno de los cuatro últimos parámetros, se asigna una 

puntuación o score (Tabla 14).  

En lo que respecta a la citogenética, se tiene en cuenta el sistema de score citogenético 

propuesto por Schanz et al. en el 2012 (Tabla 13). Como se ha comentado anteriormente, este 

sistema distingue cinco grupos pronósticos a los que se ha asociado una puntuación dentro del 

sistema IPSS-R (Tabla 14). 
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  Tabla 14. Variables pronósticas con sus respectivos scores (13).  

Variable pronóstica 
Puntuación 

0 0,5 1 1,5 2 3 4 

Citogenética 
Muy 

buena 
- Buena - Intermedio Malo Muy malo 

% blastos MO ≤ 2% - > 2%-< 5% - 5-10% >10 - 

Hemoglobina (g/dL) ≥ 10 - 8 - < 10 < 8 - - - 

Plaquetas (x109/L) ≥ 100 50 - < 100 <50 - - - - 

RAN (x109/L) ≥ 0,8 < 0,8 - - - - - 

  Abreviaturas: MO: médula ósea. RAN: recuento absoluto de neutrófilos. 

En la tabla 15 se mencionan los cinco grupos pronósticos que resultan de la suma de cada una 

de las variables anteriormente mencionadas y en la figura 9 la SG y el riesgo de progresión a 

LMA de cada uno de los cinco grupos pronóstico del IPSS-R. 

Tabla 15: Grupos pronóstico de riesgo según el IPSS-R (13). 

Grupo de riesgo Puntuación total 

Muy Bajo ≤ 1.5 

Bajo > 1.5 - 3 

Intermedio > 3 – 4.5 

Alto > 4.5 – 6 

Muy Alto > 6 

 
 

 

Figura 9. A) Supervivencia global basada en los grupos de riesgo del IPSS-R; B) Riesgo de progresión a 

leucemia mieloide aguda basada en los grupos de riesgo del IPSS-R. Adaptado de Greenberg et al., 2012. 

(13).  

2.7. Tratamiento de los SMD 

Dada la alta heterogeneidad de los SMD, la selección del tratamiento más indicado para cada 

paciente se basa principalmente en el riesgo. Como ya se mencionó en el apartado 2.6, la 

herramienta más utilizada para estratificar a los pacientes según el riesgo es el IPSS-R, que tiene 

en cuenta los recuentos hematológicos, porcentaje de blastos en MO y cariotipo. Otro factor a 
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considerar al momento de elegir el tratamiento más adecuando son las necesidades 

transfusionales. Además, los estudios llevados a cabo durante la última década sugieren que los 

perfiles mutacionales podrían predecir la respuesta a ciertos tratamientos (37,84,85). 

El tratamiento basado en el riesgo tiene como objetivos disminuir las necesidades 

transfusionales y disminuir la tasa de progresión a LMA en aquellos pacientes con SMD de bajo 

riesgo. Por el contrario, en el caso de los SMD de alto riesgo, los tratamientos se enfocan en 

prolongar la supervivencia de los pacientes (25).  

Actualmente, el único tratamiento que ofrece posibilidad de curación es el trasplante alogénico 

de células madre hematopoyéticas. Sin embargo, dado que la media de edad de diagnóstico de 

los pacientes con SMD es de alrededor de 70 años y que comúnmente presentan comorbilidades 

asociadas, la mayoría de ellos no son candidatos a trasplante. En la figura 10 se resume el 

esquema terapéutico de los SMD.  

 

Figura 10. Estrategia terapéutica según el riesgo en pacientes con SMD. Abreviaturas: sEPO: 

eritropoyetina sérica. AEE: agente estimulante de la eritropoyesis. HMA: agentes hipometilantes. TIS: 

tratamiento inmunosupresor. Adaptado de Steensma, 2015 y Steensma, 2018 (86,87). 

Cuando el paciente no presenta síntomas, se opta por una observación y monitorización 

constante. Sin embargo, en la mayoría de los casos de SMD de bajo riesgo, los síntomas vienen 

derivados comúnmente como consecuencia de la anemia, motivo por el cual se estima que el 

40% de los pacientes de bajo riesgo y cerca del 60-80% de los pacientes de alto riesgo requieren 

un soporte transfusional (86). Esto deriva en el uso de quelantes, ya que las transfusiones 

periódicas provocan una sobrecarga férrica que puede generar daño orgánico (88). 

Hay dos factores importantes a la hora de decidir la terapia más adecuada en los SMD de bajo 

riesgo: los niveles séricos de eritropoyetina (sEPO) y el cariotipo. Se ha visto que los niveles bajos 

de sEPO se correlacionan con mayores tasas de respuesta al tratamiento con agentes 

estimulantes de la eritropoyesis, es por eso que constituyen el tratamiento de elección en 

aquellos pacientes con sEPO<500 U/L (87). En los pacientes con del(5q), como se ha comentado 

anteriormente, la lenalidomida (análogo de la talidomida, con capacidad inmunomoduladora y 

antiangiogénica) ha demostrado ser efectiva permitiendo alcanzar tasas de independencia 

transfusional del 67%, con una duración de 2.2 años, y un 73% de los pacientes con respuesta 

citogenética (71). En el caso de anemias más severas o de que existan otras citopenias asociadas, 

la estrategia a seguir no es muy clara. La neutropenia se presenta con una incidencia aproximada 

del 45%. En estos casos se usan antibióticos de forma profiláctica o factores estimulantes de 
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colonias de granulocitos, aunque ningún estudio ha demostrado que puedan mejorar las tasas 

de supervivencia (89). En el caso de las trombopenias, se pueden realizar transfusiones de 

concentrados de plaquetas o emplear análogos de la trombopoyetina que pueden reducir las 

necesidades de transfusiones y hemorragias (90,91).  

Dada la eficacia limitada de los factores de crecimiento mencionados anteriormente, la terapia 

inmunosupresora o los agentes hipometilantes (HMA) son frecuentemente considerados en 

estos pacientes, especialmente tras el fracaso con los factores estimulantes de la eritropoyesis 

y la lenalidomida (92,93).  

En el caso de los pacientes con SMD de alto riesgo (Figura 10) hay básicamente dos opciones: el 

trasplante de progenitores hematopoyéticos o el tratamiento con HMA. Como ya se ha 

mencionado, únicamente el trasplante ofrece posibilidades de curación. Sin embargo, solo se 

puede llevar a cabo en casos muy selectos donde básicamente la edad y el donante apropiado 

son los principales impedimentos. Es por esto que la mayoría de los pacientes de alto riesgo se 

tratan con HMA como la azacitidina y la decitabina. Hoy en día, la azacitidina está aprobada en 

Europa para su uso en pacientes con SMD. La decitabina solo está aprobada para su uso en SMD 

por la FDA (Food and Drug Administration, Administración de Alimentos y Medicamentos de los 

Estados Unidos), mientras que la EMA (European Medicines Agency, Agencia Europea de 

Medicamentos) limita su uso a los casos de LMA. Ante el fallo de las terapias estándar, se pueden 

considerar ensayos clínicos que prueban combinaciones de los fármacos mencionados 

anteriormente. 

2.8. Mutaciones somáticas en los SMD 

Gracias al gran avance que han experimentado las técnicas de secuenciación a lo largo de la 

última década, hemos podido comprender que los SMD son el resultado, en parte, de la 

adquisición secuencial de mutaciones somáticas. Entre el año 2011 y el 2014, tres grandes 

estudios  realizados en cohortes de al menos 439 pacientes con SMD, han aportado 

conocimientos clave en la genética de esta enfermedad (36,37,84). De ellos sabemos que hasta 

un 90% de los pacientes con SMD portan al menos alguna mutación somática (36). Si bien el 

espectro de genes que pueden estar mutados es bastante amplio, estos se pueden agrupar en 

un número limitado de categorías según el proceso celular que se ve afectado. En los siguientes 

apartados y en la figura 11 se comentan brevemente dichas categorías y en la tabla 16 se 

resumen los genes más frecuentemente mutados en los SMD.    
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Figura 11. Genes frecuentemente mutados en los síndromes mielodisplásicos según el tipo de función 

celular implicado. Adaptación de Kennedy y Ebert, 2017 (94).   

A) Factores de splicing: comprenden un grupo de genes que codifican para los 

componentes del spliceosoma. Éste es un complejo proteico cuya función es la 

eliminación de intrones y ligación de exones en el proceso de generación de moléculas 

de ARN mensajero maduro a partir del pre-ARN durante el proceso de transcripción 

genética. Al producirse una mutación en estos componentes, se altera el proceso de 

splicing, pudiendo dar lugar a la incorporación inapropiada de intrones o exones 

generando así proteínas aberrantes que pueden alterar la diferenciación normal de la 

célula y en consecuencia dar lugar a fenotipos displásicos (95). 

Hasta un 60% de los casos de SMD puede presentar una mutación en alguno de los 

componentes del spliceosoma, principalmente SF3B1, SRSF2, U2AF1 y ZRSR2. Suelen ser 

mutaciones heterocigotas de tipo puntuales (missense) y son generalmente 

mutuamente excluyentes entre sí (44,94).  

B) Reguladores epigenéticos: comprenden el segundo grupo de genes más 

frecuentemente mutados en los SMD. Dentro de esta categoría se incluyen los genes 

involucrados en la metilación del ADN y modificación de histonas. 

• Factores de metilación del ADN: son genes involucrados en el ciclo de metilación 

del ADN. La metilación del ADN se da principalmente en las islas CpG, donde se 

encuentran los promotores génicos, y en las regiones intra- e intergénicas donde se 

encuentran los enhancers (elementos reguladores potenciadores). Las alteraciones 

en los patrones de metilación conllevan cambios que dan lugar a una alteración en 

la expresión génica. Concretamente, en los SMD suelen observarse patrones de 

hipermetilación en genes que controlan procesos como la proliferación y adhesión 

en las células madre hematopoyéticas. También se ha reportado que mediante este 

mecanismo se pueden silenciar genes supresores de tumores o genes involucrados 

en la reparación de daños en el ADN (63,95).  

Los genes más comúnmente afectados son TET2 y DNMT3A, que suelen presentar 

mutaciones que cambian la pauta de lectura (frameshift) o que generan un codón 

stop prematuro (nonsense). Conjuntamente con las mutaciones en los factores de 

splicing, ASXL1 y TP53, representan los targets más comunes en CHIP, hecho que 

sugiere que estas mutaciones podrían tener un rol en el inicio de la enfermedad y 

por ende considerarse eventos fundadores (67).  

• Modificación de las histonas: las histonas son pequeñas proteínas alrededor de las 

cuales se empaqueta el ADN formando los nucleosomas que a su vez constituyen las 

unidades básicas de la cromatina. Las histonas son susceptibles de modificaciones 

postraduccionales, tales como la acetilación, metilación y ubiquitinización, que son 

mediadas por un grupo de enzimas que se encuentran comúnmente mutadas en los 

SMD. Dentro de ellas, destacan ASXL1 y EZH2, cuyas mutaciones suelen estas 

asociadas a una pérdida de función.  

C) Componentes del complejo de las cohesinas: SMC1A, SMC3, RAD21, STAG1 y STAG2 

conforman el complejo de las cohesinas. Este grupo de proteínas está implicado en una 
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serie de funciones tales como la unión de las cromátidas hermanas durante la mitosis, 

la reparación post replicativa del ADN y la regulación transcripcional. Las mutaciones en 

los genes que codifican para dichas proteínas suelen ser deleciones o mutaciones 

puntuales mutuamente excluyentes que se asocian a una pérdida de función (63,94).  

D) Factores de transcripción: el mantenimiento de las células madre junto con la 

diferenciación hematopoyética implica la activación y la expresión génica de ciertos 

programas específicos de linajes. Este proceso está mediado por factores de 

transcripción como RUNX1, GATA2 o ETV6, que suelen estar mutados en los SMD 

(94,95). 

E) Moléculas implicadas en la transducción de señales: cuando llega una señal (ligando) a 

un receptor de la superficie celular, se activa una cascada reacciones intracelulares 

(transducción de señales) para que finalmente en el núcleo se active o reprima la 

transcripción de genes implicados en la proliferación celular o la apoptosis. Las 

mutaciones en los componentes de las vías de señalización generalmente provocan la 

activación constitutiva en ausencia del ligando y se asocian a un fenotipo que promueve 

la proliferación celular. Ocurren en una frecuencia relativamente baja en los SMD (10-

15% aproximadamente) en comparación con otras neoplasias mieloides (96). Dentro de 

este grupo se incluyen principalmente a las moléculas implicadas en la vía RAS (NRAS, 

KRAS), JAK2, CBL y otras. Pueden ser mutaciones de tipo missense o pequeñas 

inserciones/deleciones pero que en ambos casos conducen a la activación constitutiva 

de la correspondiente vía de señalización (94).  

F) Vía de señalización de TP53: es un gen supresor de tumores y también un factor de 

transcripción que responde al estrés celular activando mecanismos de protección que 

inducen apoptosis, detenimiento del ciclo celular y reparación de daños en el ADN. Pese 

a que en los SMD de novo se encuentra mutado en una frecuencia del 10%, un 30-50% 

de estos casos presenta cariotipos complejos (84). Cabe destacar que se encuentra 

mutado en un 20% en los casos de SMD con del(5q) aislada y en los casos de SMD 

secundarios puede alcanzar una frecuencia de hasta el 40% (76,97). Generalmente se 

observan mutaciones heterocigotas de tipo missense.  
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Tabla 16. Mutaciones somáticas más recurrentes en los SMD. Adaptada de Kennedy y Ebert, 2017; Ganguly y Kadam, 2016; Maciejewski y Padgett, 2012 
(94,95,98). 

Gen 
Localización 

cromosómica 
Frecuencia Función Pronóstico Fenotipo clínico asociado 

Factores de Splicing 

SF3B1 2q33.1 20% Subunidad del spliceosoma Favorable Común en SMD-SA. Co-mutado con DNMT3A 

SRSF2 17q25.1 12% Unión al ARN y regulación del 
splicing 

Adverso Predomina en hombres de edad avanzada y frecuentemente co-existe 
con mutaciones en RUNX1, IDH1, ASXL1 

U2AF1 21q22.3 7% Reconocimiento de la zona de 
splicing en 3´ 

Adverso Frecuentemente encontrado en pacientes con del(20q) y mutaciones en 
ASXL1 

ZRSR2 Xp22.1 3% Reconocimiento de la zona de 
splicing en 3´ 

Incierto Predomina en hombres. Se asocia con neutropenia y suele estar co-
mutado con TET2 

Factores de metilación del ADN 

DNMT3A 2p23 8% ADN metiltransferasa:  cataliza 
la incorporación del grupo 

metilo a las islas CpG 

Adverso Infrecuente en cariotipo normal. Mayor riesgo de progresión a LMA 

TET2 4q24 20% Dioxigenasa. Desmetilación de 
las islas CpG 

Incierto Común en edad avanzada y cariotipo normal. Asociado a respuesta a 
hipometilantes 

Modificación de las histonas 

ASXL1 20q11 10-20% Proteína de unión a la 
cromatina.  Implicada en la 

metilación de histonas. 

Adverso Exceso de blastos, IPSS-R intermedio, menor supervivencia global, mayor 
riesgo de progresión a LMA 

EZH2 7q35-36 7% Modificador de las histonas Adverso Pérdida de heterocigosidad o microdeleción en el 7q, peor pronóstico en 
SMD de bajo riesgo 

Componentes del complejo de las cohesinas 

STAG2 Xq25 1-10% Regulación de la separación de 
las cromátidas hermanas 
durante la división celular 

Adverso Asociado con displasia multilínea y exceso de blastos 

Factores de transcripción 
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Abreviaturas: ADN: ácido desoxirribonucleico. ARN: ácido ribonucleico. IPSS-R: Revised International Prognostic Scoring System. LMA: Leucemia mieloide aguda. LMMC: 

Leucemia mielomonocítica crónica. SA: sideroblastos en anillo. SMD: síndromes mielodisplásicos. 

BCOR Xp11.4 <5% Represor de la transcripción, 
podría inducir apoptosis 

Adverso Asociado a displasia multilínea y a exceso de blastos 

ETV6 12p13 2-5% Factor de transcripción 
necesario para la 
hematopoyesis 

Adverso En algunos casos, de origen germinal y asociado a trombocitopenia 
familiar 

GATA2 3q21.3 <5% Implicado en el desarrollo y la 
proliferación de células 

hematopoyéticas 

Incierto En la mayoría de los casos de origen germinal donde genera 
predisposición familiar a SMD y LMA 

RUNX1 21q22.3 10-15% Factor de transcripción clave en 
la hematopoyesis 

Adverso Trombocitopenia, SMD de alto riesgo, común en SMD secundario a 
tratamientos, mayor riesgo de evolución a LMA 

Moléculas implicadas en la transducción de señales 

NRAS 1p13.2 10% Enzima constitucionalmente 
activa cuando se encuentra 

mutada. Implicada en vías que 
controlan el crecimiento celular 

Adverso Asociado a un mayor riesgo de transformación a LMA 

JAK2 9p24 5% Enzima de tipo tirosin-quinasa 
implicada en ciclo celular, 

apoptosis y recombinación 
mitótica 

Adverso Mayor recuento plaquetario, proliferación megacariocítica 

CBL 11q23.3 1% Enzima implicada en 
ubiquitinización y señalización 

celular 

Incierto Frecuente en LMMC. Asociado a la pérdida de heterocigosidad en 11q 

Vía de señalización de TP53 

TP53 17p13.1 10% Supresor de tumores que regula 
la apoptosis, ciclo celular, 

reparación del ADN, 
senescencia y metabolismo 

Adverso Cariotipos complejos, SMD asociado a la del(5q), SMD secundario a 
tratamientos, menor respuesta a la lenalidomida. Mayor riesgo de 

progresión a LMA 

Otras 

SETBP1 18q21.1 4% Implicado en replicación del 
ADN y división celular 

Adverso Co-ocurrencia con mutaciones en ASXL1, 
-7/del(7q) 
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Ahora bien, ninguna de estas mutaciones es específica de los SMD, ya que se ha visto que los 

mismos genes pueden estar afectados dentro del contexto de otras neoplasias mieloides, sobre 

todo en la LMMC, las NMP y la LMA e incluso en personas sanas con CHIP.  

En los siguientes apartados se describirá el papel que tienen las mutaciones somáticas en el 

diagnóstico, pronóstico y tratamiento de los SMD.  

2.8.1. Implicación en el diagnóstico 

Hoy por hoy, la mutación en el gen SF3B1 es la única que se tiene en cuenta dentro de los 

criterios diagnósticos de la OMS. Tal como se ha comentado en el apartado 2.3.3, la detección 

de dicha mutación puede establecer el diagnóstico de SMD-SA cuando los SA representan tan 

solo el 5% de las células nucleadas eritroides en un aspirado de MO, comparado con el cut-off 

tradicional de 15% (12). 

2.8.2. Implicación en el pronóstico 

Si bien el IPSS y el IPSS-R son las herramientas más utilizadas para predecir el pronóstico de los 

pacientes con SMD, hay algunos casos en los cuales la evolución del paciente difiere del 

pronóstico inicialmente esperado de acuerdo al IPSS/IPSS-R. En algunos casos, esta diferencia 

puede explicarse por la presencia de ciertas mutaciones. Tal es el caso de los pacientes con SMD 

con del(5q) aislada que suelen caer en la categoría de muy bajo o bajo riesgo. Se ha descrito que 

aproximadamente el 20% de estos pacientes presenta alguna mutación somática en el gen TP53, 

hecho que se ha visto asociado a un mayor riesgo de progresión a LMA y baja SG en comparación 

a aquellos pacientes que no presentan la mutación (73,99).  

Independientemente del subtipo de SMD, se ha visto que la presencia de mutaciones en el gen 

TP53 confiere un pronóstico adverso a los pacientes. Esta mutación se asocia a trombocitopenia, 

recuento elevado de blastos y cariotipos complejos (84). En un estudio reciente llevado a cabo 

por Haase et al. donde estudiaron el impacto de las mutaciones somáticas en los cariotipos 

complejos, vieron que los pacientes con la mutación de TP53 y cariotipo complejo presentaban 

una SG significativamente menor que aquellos que solo poseían un cariotipo complejo en 

ausencia de la mutación (100).   

A día de hoy, principalmente los resultados de tres estudios que han analizado el impacto 

pronóstico de las mutaciones en grandes cohortes de pacientes con SMD, proveen los siguientes 

datos: 

• A medida que el número de mutaciones somáticas incrementa, el pronóstico de los 

pacientes con SMD empeora progresivamente, así como la probabilidad de 

transformación a LMA (36,37,84). 

• Las mutaciones en TP53, EZH2, ETV6, RUNX1, ASXL1 y SRSF2 son capaces de predecir 

una baja SG. Esta capacidad de predicción es independiente del pronóstico conferido en 

base al IPSS-R (Figura 12) (84,85). 

• Por el contrario, los pacientes con mutaciones en el gen SF3B1 presentan mayores tasas 

de SG y menor probabilidad de progresión a LMA (28,36,37,84).  
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Actualmente, el International Working Group for Prognosis in MDS (IWG-PM) está llevando a 

cabo un estudio para la incorporación de los datos moleculares al modelo actual del IPSS-R.  

 

Figura 12. Curvas comparativas de la supervivencia global en pacientes con una o más mutaciones en 

TP53, EZH2, RUNX1, ASXL1 o ETV6 (curvas amarillas) con pacientes dentro de la misma categoría del IPSS-

R sin mutaciones en dichos genes (curvas azules). Adaptado de Kennedy y Ebert, 2017 (14,94). 

2.8.3. Implicación en el tratamiento 

Se ha visto que además de conferir un pronóstico adverso, las mutaciones en el gen TP53 se 

asocian a menores tasas de respuesta a la lenalidomida y mayor riesgo de progresión a LMA en 

los pacientes con SMD con del(5q) aislada (75,76,101). De hecho, en su nueva revisión, la OMS 

recomienda analizar el estado mutacional de este gen con el fin de determinar si el paciente es 

candidato al tratamiento con dicho fármaco (3).  

En cuanto al tratamiento con hipometilantes, hay estudios que han encontrado una asociación 

entre la presencia de mutaciones en el gen TET2 y mejores tasas de respuesta. Por el contrario, 

otros estudios describen menores tasas de respuesta en los casos con mutaciones en el gen 

DNMT3A (102,103). 

Por su parte, el estudio más grande que analizó el valor pronóstico de las mutaciones en los 

pacientes con SMD sometidos a un trasplante de progenitores hematopoyéticos, concluyó que 

las mutaciones en TP53, JAK2 y las que afectan a la vía RAS se asocian a una menor SG post 

trasplante (104). Las mutaciones en TP53 también se asociaron un menor tiempo de recaída. 

Otros estudios, aunque con series más pequeñas e inclusión de casos con LMA o SMD/NMP, han 

reportado la asociación de las mutaciones en ASXL1, RUNX1, TET2 y DNMT3A con menores tasas 

de SG post trasplante (105–107).  

Si bien la detección de mutaciones mediante NGS podría predecir la duración de la respuesta a 

ciertos tratamientos, en la actualidad dicha información no se puede usar para seleccionar 

esquemas terapéuticos en los pacientes con SMD. El incremento del uso de la NGS en los 

laboratorios clínicos, junto con el conocimiento acerca de los mecanismos biológicos y 

bioquímicos detrás de estas mutaciones está creando la oportunidad de desarrollar nuevos 

fármacos o combinaciones dirigidas contra estas mutaciones. En la tabla 17 se citan algunos de 

ellos que actualmente se encuentran en fase de ensayo clínico (99).  
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Tabla 17. Posibles futuras terapias dirigidas contra mutaciones específicas en los SMD. 

Información extraída de Spaulding et al., 2019 (99). 

Abreviaturas: SMD: síndromes mielodisplásicos. LMA: leucemia mieloide aguda. 

2.9. Heterogeneidad intratumoral y arquitectura clonal de los SMD 

El cáncer es un proceso dinámico que resulta de la adquisición secuencial de mutaciones que 

confieren a las células una ventaja proliferativa junto con la capacidad de evadir los mecanismos 

que regulan el crecimiento celular y la apoptosis (108). El término heterogeneidad intratumoral 

(HIT) hace referencia a la coexistencia de diferentes subpoblaciones celulares dentro de un 

tumor, resultantes de las diferencias a nivel genético, transcriptómico, epigenético y cambios 

fenotípicos (109).  

Esta heterogeneidad intratumoral genera el entorno óptimo sobre el cual actúa la selección y 

evolución Darwiniana promoviendo la evolución clonal. Debido a la inestabilidad genética, a la 

cual se suman las características genéticas propias del paciente, factores del microambiente y 

factores externos (fármacos y radiaciones), van emergiendo de manera secuencial 

subpoblaciones celulares cada vez más heterogéneas genéticamente distintas entre sí 

(110,111). Este concepto se introdujo en 1976 por Peter Nowell, quien basándose en la 

evidencia derivada de estudios citogenéticos en distintas neoplasias, propuso la teoría de la 

evolución clonal de las poblaciones celulares de un tumor (112).  

La teoría de Nowell propone que una neoplasia se inicia a partir de un cambio en una sola célula 

(previamente normal) el cual le confiere una ventaja proliferativa. Dentro de los estudios en los 

que basó su teoría destacan las observaciones realizadas en la LMC (en aquel entonces, 

denominada leucemia granulocítica crónica) donde la aparición del cromosoma Filadelfia 

(Philadelphia, Ph) (resultante de la translocación recíproca entre los cromosomas 9 y 22) sería 

el cambio que conferiría una ventaja proliferativa e iniciaría el proceso de transformación 

maligna. Dada la inestabilidad genética y la adquisición secuencial de más alteraciones, se irían 

generando nuevos clones celulares con mayor capacidad de evadir los mecanismos de control 

del crecimiento y se verían afectadas otras funciones celulares y la capacidad de diferenciación 

celular. De este modo, existiría una correlación entre el número de alteraciones citogenéticas y 

el incremento de las características malignas de la población celular. En el modelo de la LMC, en 

la mayoría de los casos, la progresión de la enfermedad hacia estadios más avanzados se 

correlacionaba con la aparición de una o más alteraciones citogenéticas, tales como un segundo 

cromosoma Ph, la trisomía del cromosoma 8 o la detección de i(17)(q10) (112,113).  

Fármaco/molécula Diana terapéutica Comentario 

H3B-8800 Interactúa con el complejo SF3B y 
tiene como diana células con 
mutaciones en factores de splicing 

Ensayo clínico en fase I/II 

Luspatercept Mutaciones en el gen SF3B1 Ensayo clínico multicéntrico fase II 

APR-246 Mutaciones en TP53. Se ha visto que 
es capaz de restaurar la expresión 
wild-type de TP53 

Ensayo clínico fase Ib/II, en 
combinación con azacitidina. Inicio de 
ensayo fase III 

Enasidenib Mutaciones en IDH2 Actualmente aprobado en casos de 
LMA en recaída, podría ser útil en 
pacientes con SMD 

Midostaurina y 
gilteritinib 

Inhibidores de FLT3 Hay ensayos que sugieren que podría 
usarse en combinación con los 
tratamientos convencionales 
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Esta teoría es consistente con el modelo de evolución lineal que postula la adquisición secuencial 

de alteraciones que confieren a la célula una ventaja para su crecimiento con la aparición 

secuencial de clones que poseen mayor capacidad de expansión que sus predecesores, pero 

siempre conservando las alteraciones iniciales. En contrapartida, se habla también de un modelo 

de evolución ramificada (en inglés, branched evolution) donde se propone la propagación 

divergente y simultanea de varios subclones genéticamente distintos a partir de un mismo 

ancestro común, generando de esta manera mayor heterogeneidad (108,110) (Figura 13). De 

hecho, numerosos estudios llevados a cabo en SMD (114,115) y otros tipos de leucemia tales 

como la LMA (116,117), la leucemia linfocítica crónica (118) y el mieloma múltiple (119,120) 

revelan una alta complejidad clonal, que es más consistente con el modelo de evolución 

ramificada, especialmente tras el tratamiento o la recaída (121,122).  

 

Figura 13. Patrones de evolución clonal: A) evolución lineal vs B) evolución ramificada. Adaptada de 

Dagogo-Jack y Shaw, 2018 (108). 

La capacidad de las células neoplásicas de evolucionar y adaptarse es el principal reto a las 

estrategias terapéuticas. La administración de un tratamiento es un punto decisivo en la historia 

natural de la enfermedad, ya que impone una mayor presión selectiva en las células leucémicas. 

A la par que la HIT y la evolución clonal podrían contribuir a la resistencia terapéutica, el mismo 

tratamiento puede acelerar este proceso evolutivo mediante dos mecanismos: 

• Expansión de clones refractarios al tratamiento que ya se encontraban presentes en baja 

frecuencia antes del tratamiento. Es decir, dada las diferencias en la sensibilidad al 

tratamiento, de cierta manera se seleccionarían estos clones.  

• Persistencia de células tolerantes al tratamiento, que sobreviven y adquieren nuevas 

alteraciones inducidas por el propio tratamiento.   

En ambos casos, hay estudios que sustentan que dichos procesos contribuirían a desarrollar 

resistencia tanto a las terapias convencionales como a las terapias dirigidas (108).  
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3. Técnicas de análisis genético en los SMD 

3.1. Citogenética convencional 

La citogenética convencional (CC) se ha convertido en un test rutinario e imprescindible en el 

manejo de las neoplasias hematológicas, comprende el estudio de la morfología de los 

cromosomas. Mediante el cariotipado, proceso de pareado y orden de todos los cromosomas 

de un organismo, se puede obtener una visión global de los mismos. De este modo, se pueden 

detectar cambios en el número de cromosomas (aneuploidías) o cambios estructurales tales 

como deleciones, duplicaciones, translocaciones, inversiones, etc. En determinadas neoplasias, 

dichos cambios se pueden asociar a un diagnóstico, mientras que en otras enfermedades ciertas 

alteraciones cromosómicas proveen información pronóstica o de respuesta a tratamientos.  

En la figura 14 se esquematiza la técnica. Brevemente, inicia con un cultivo celular y la posterior 

detención del ciclo celular en la metafase, ya que es en esta etapa donde los cromosomas 

adquieren su estado más condensado. En el caso de los SMD, la muestra de partida son células 

obtenidas del aspirado de MO. Después de añadir un antimitótico (como la colchicina) para 

detener el ciclo celular en metafase, las células son incubadas con una solución hipotónica. 

Posteriormente, se lleva a cabo la fijación que se realiza con la solución de Carnoy que es una 

mezcla 3:1 de metanol y ácido acético, donde el metanol deshidrata y fija los cromosomas y el 

ácido acético provoca la lisis de las membranas. El siguiente paso es la realización de extensiones 

del material sobre un portaobjetos. 

El último paso es la tinción de los cromosomas. Hoy en día la solución más utilizada para ello es 

la de Giemsa (bandas G) que proporciona buena resolución, es estable y permite el análisis 

mediante el uso de un microscopio óptico. Este tipo de tinción genera un patrón de bandas 

característico de cada cromosoma. En general, las regiones de heterocromatina, que tienden a 

ser ricas en adenina y timina y contienen relativamente pocos genes, se tiñen de color oscuro. 

En contraste, las zonas menos condensadas, que tienden a ser ricas en guanina y citosina y son 

más ricas en regiones codificantes, incorporan menos colorante y aparecen más claras en el 

bandeado G (123).  

 

Figura 14. Principales pasos de la citogenética convencional. 
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De acuerdo con las recomendaciones de la European Leukemia Net (124), el estudio citogenético 

de muestras de MO debe ser realizado en todo paciente con sospecha de SMD mediante el 

análisis de al menos 20 metafases y las alteraciones detectadas deberán ser descritas de acuerdo 

con el International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN 2016) (81).  

Si bien la CC nos permite obtener una visión global de las alteraciones cromosómicas de un 

individuo mediante una técnica sencilla y barata, posee una resolución y sensibilidad 

relativamente baja, permitiendo detectar alteraciones del orden de 5 Mb (125,126). 

3.2. Hibridación fluorescente in situ (FISH) 

Ante la imposibilidad de analizar una muestra mediante CC, ya sea por ausencia o baja calidad 

de metafases, la hibridación fluorescente in situ (FISH, fluorescence in situ hybridization), puede 

servir para complementar el análisis por CC. Adicionalmente, esta técnica puede ser útil para 

clarificar alteraciones complejas y permite detectar alteraciones en hasta el 15% de los pacientes 

con SMD que presentan un cariotipo normal (127,128). Sin embargo, aunque sea una técnica 

más sensible que la CC, solo se puede aplicar de manera dirigida y no como técnica de screening 

(caso de la CC) (124). 

Esta técnica permite la detección y localización de secuencias nucleotídicas específicas en 

diferentes preparaciones (tejidos, células, cromosomas) mediante la hibridación de sondas 

nucleotídicas complementarias al fragmento de interés. El hecho de que la sonda esté marcada 

con fluoróforos hace posible su detección. La gran ventaja técnica frente a la CC es que no 

requiere un cultivo celular previo, ya que puede aplicarse a células que se encuentren o no en 

división.  

En la figura 15 se representan los principales pasos de la técnica de FISH. El primer paso de la 

misma consiste en la desnaturalización del ADN para separar ambas hebras. Posteriormente, se 

añade la sonda fluorescente complementaria al fragmento de interés, y tiene lugar la 

hibridación. Después se tiñen los núcleos con un color de contraste inespecífico. Cabe destacar 

que las sondas de ADN pueden estar marcadas con fluoróforos (método directo) o bien emplear 

anticuerpos marcados con fluorescencia que sean complementarios a las sondas (método 

indirecto). Por último, se visualiza la muestra preparada bajo un microscopio de fluorescencia. 

 

Figura 15. Principales etapas de la técnica de FISH. Adaptada de Brammer et al., 2013 (129).  
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Existen varios tipos de sondas (figura 16), cada una con una función específica según lo que se 

desea detectar. Se describen las sondas centroméricas (que marcan toda la región del 

centrómero), las sondas de pintado cromosómico (constituidas por una librería de sondas que 

abarcan todo el cromosoma) y las sondas de secuencia única (locus específico) que marcan 

regiones cromosómicas muy concretas. 

 

Figura 16. Tipos de sondas empleadas en FISH. Adaptado de McNeil y Ried, 2000 (130).  

3.3. Microarrays genómicos 

Los microarrays consisten en una colección de moléculas unidas a un soporte sólido. 

Dependiendo del tipo de moléculas unidas, se distinguen diferentes tipos de microarrays: 

genómicos (ADN), de expresión (ARN), de proteínas o celulares.  

Los microarrays genómicos pueden utilizarse para estudiar el cariotipo de un individuo 

ofreciendo ciertas ventajas frente a la CC: mayor resolución sin necesidad de obtener metafases 

(evitando de esta manera el cultivo celular), además de la detección de lesiones no balanceadas 

(ganancias y pérdidas) permiten la detección de regiones con pérdida de heterocigosidad en las 

que no hay un cambio en el número de copias (CNN-LOH, copy number neutral-loss of 

heterozygosity). Dado que gran parte de la técnica está automatizada, los resultados pueden ser 

analizados de manera objetiva y sistemática empleando algoritmos bioinformáticos. Como 

inconvenientes frente a la CC, los microarrays no permiten detectar translocaciones o 

reordenamientos balanceados y no permiten hacer un análisis subclonal, es decir, obtener 

información sobre si las alteraciones están o no en la misma célula (ya que se hace sobre ADN 

bulk mientras que en la CC se analizan metafases individuales) (131). 

Si bien existen diferentes plataformas y tipos de arrays genómicos, en esta tesis se emplearon 

los SNP-A (single nucleotide polymorphism arrays) de la plataforma Affymetrix® (Thermo Fisher 

Scientific). En la misma, el ADN genómico es digerido por endonucleasas, amplificado y marcado 

(Figura 17). El siguiente paso es la hibridación. Para ello, los SNP-A utilizan sondas para la 

detección de variaciones en el número de copias (sondas de copy number), así como sondas de 

SNP, que son oligonucleótidos correspondientes a las variantes alélicas (A y B) de determinados 

polimorfismos. La hibridación del ADN genómico a ambas variantes alélicas (AB) indica 

heterocigosidad, sin embargo, si se produce únicamente la hibridación con uno de los dos alelos 

(AA o BB), la señal será consistente con homocigosis en dicho locus. La señal de la fluorescencia 

emitida en el proceso determinará el número de copias, permitiendo diferenciar pérdidas y 

ganancias de material genómico. Por su parte, las CNN-LOH se identifican ya que se produce una 

detección de señal heterocigota menor de la esperada en un segmento determinado de un 

cromosoma (131).  

El nivel de resolución depende principalmente de la densidad del array en cuanto al número de 

sondas. Concretamente, en esta tesis se empleó el array CytoScan HD®, que contiene 750.000 
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sondas para SNPs y 1.950.000 sondas de número de copia y que permite la detección de 

alteraciones con una resolución de 10 Kb y una sensibilidad del 20%.  

 

Figura 17. Pasos del análisis de una muestra mediante SNP-A. Adaptado de Maciejewski et al., 2009 

(131).  

En la tabla 18 se puede encontrar una comparación de las diferentes técnicas de análisis 

genético.   

Tabla 18: Comparación de las características de la citogenética convencional, FISH y SNP-A (131). 

Técnica Resolución Sensibilidad 
Detección de 

CNN-LOH 

Necesidad 
de células 
en división 

Distinción de 
clones 

individuales 

Screening de 
nuevas 

alteraciones 

Citogenética 
convencional 

Baja 
(3-5 Mb) 

10% No Si Si Si 

FISH Media Alta* No No Si No 
SNP-A Alta 15-30% Si No No Si 

*La sensibilidad depende del número de núcleos que se cuenten. Abreviaturas: FISH: fluorescence in situ 

hybridization. SNP-A: Single nucleotide polymorphism arrays. 

3.4. Técnicas de secuenciación de ADN 

La secuenciación de ácidos nucleicos es un método que permite determinar el orden exacto de 

los nucleótidos, ya sea ADN o ARN, presentes en una muestra determinada. Conocer la 

secuencia del ADN nos ha permitido descubrir la causa de numerosas enfermedades e incluso 

mejorar la toma de decisiones terapéuticas en base a la detección de mutaciones.  

En el 2003, luego de 13 años de trabajo, se finalizó el proyecto de secuenciación del genoma 

humano. El mismo dio pie a una mayor demanda de la creación de métodos más baratos y 

eficientes que el método tradicional de Sanger con el que se había llevado a cabo.  
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A continuación, se describe dicho método y posteriormente la nueva metodología conocida 

como secuenciación de nueva generación (NGS: Next Generation Sequencing).   

3.4.1. Secuenciación clásica de Sanger 

La secuenciación de Sanger (también conocida como método didesoxi o secuenciación por 

terminación de la cadena), fue desarrollada en 1975 por Edward Sanger y fue considerada como 

la técnica gold standard durante las décadas posteriores hasta el desarrollo de la NGS (132).  

Este método se basa en generar múltiples copias de la molécula de ADN que se quiere secuenciar 

mediante varios ciclos de amplificación por PCR (Figura 18). Así, tienen lugar numerosos ciclos 

de desnaturalización, annealing y extensión de primers. A diferencia de una PCR convencional, 

cada ronda de amplificación finaliza de manera aleatoria cuando se incorpora un didesoxi-

nucleótido (ddNTP) marcado con fluorescencia. Los ddNTP son similares a los nucleótidos 

normales (dNTP), pero con una diferencia clave: no tienen grupo hidroxilo en el carbono 3' del 

anillo de azúcar. En un nucleótido normal, el grupo hidroxilo 3' actúa como un "gancho" que 

permite la elongación de la cadena existente. Este proceso se repite cierto número de ciclos, lo 

cual garantiza que al finalizar se ha incorporado un ddNTP en cada una de las posiciones de la 

molécula de interés en al menos una reacción. Es decir, el tubo contendrá fragmentos de 

diferentes longitudes que terminan respectivamente en cada una de las posiciones donde se ha 

añadido un ddNTP. Los extremos de los fragmentos tendrán el fluoróforo correspondiente al 

último nucleótido. 

Figura 18. Principales pasos de la secuenciación Sanger. Adaptada de Shendure y Ji, 2008 (133).   

La secuencia se determina mediante electroforesis capilar de alta resolución, en un equipo que 

además contiene un detector de fluorescencia. A medida que cada fragmento cruza la matriz y 

un láser incide sobre él, se emite un tipo de fluorescencia que se corresponde con el nucleótido 

con el que está marcado. Los datos registrados por el detector consisten en una serie de picos 

en la intensidad de fluorescencia. La secuencia de ADN se lee desde los picos en el 

electroferograma. 

Si bien la secuenciación Sanger provee resultados de buena calidad (134), es una técnica costosa 

y con bajo rendimiento, es decir, se torna muy laboriosa e ineficiente cuando se quieren 

secuenciar exomas o genomas e incluso paneles con muchos genes. Otra limitación es la 

sensibilidad de la técnica, que ronda el 20%. Es decir, sería difícil distinguir el ruido de fondo y 

errores de secuenciación de un cambio real en la secuencia de ADN por debajo de dicha 

frecuencia (135).  

3.4.2. Next Generation Sequencing (NGS) 

Como se mencionó anteriormente, a raíz del proyecto Genoma Humano, que conllevó 13 años 

de trabajo y 3 billones de dólares, se hizo aún más clara la necesidad de contar con técnicas más 

baratas y eficientes (136).  
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Las nuevas plataformas de NGS hacen posible la secuenciación masiva en paralelo, en la cual 

millones de fragmentos de ADN de un conjunto de muestras son secuenciadas en simultáneo.  

La NGS se puede resumir en 3 grandes pasos que se describen a continuación y se ilustran en la 

figura 19 (134,136). El segundo paso, que es el proceso de secuenciación en sí, depende de la 

tecnología de NGS empleada. Algunos ejemplos son la pirosecuenciación (detección de 

radiación emitida), la secuenciación por síntesis (detección de fluorescencia) o la secuenciación 

por semiconducción (detección de iones de hidrógeno). En la figura, la descripción de este paso 

se hace en base a la plataforma de Illumina, que es una de las más utilizadas hoy en día y la que 

ha sido empleada en esta tesis (137). 

 

Figura 19. Esquema general de los pasos de la secuenciación masiva (NGS): A) Preparación de librerías, B) 

Generación de clusters y secuenciación por síntesis, C) Análisis de datos.  

A) Preparación de librerías: el primer paso consiste en la fragmentación aleatoria del ADN 

genómico, ya sea mediante métodos enzimáticos o mecánicos (sonicación). Lo siguiente 

es la generación de las librerías, que consiste en añadir índices y adaptadores a los 

fragmentos obtenidos previamente. Los índices (o barcodes) consisten en 

oligonucleótidos sintéticos que son únicos para cada muestra que se desee secuenciar. 

Gracias a ellos es posible secuenciar en simultáneo (multiplex) muestras de diferentes 

individuos, ya que al final del proceso se puede asociar cada fragmento secuenciado al 

índice que se había añadido inicialmente. Por su parte, los adaptadores son secuencias 

complementarias a los primers de secuenciación que son específicos de la plataforma 

que se emplee.   

A menos que se lleve a cabo la secuenciación del genoma, es necesario aislar y amplificar 

las regiones específicas que se deseen secuenciar. Dichas regiones pueden abarcar 

desde pocos genes (por ejemplo: un panel de genes asociados a una enfermedad 

específica) hasta el exoma completo (todas las regiones codificantes conocidas de una 

especie determinada). El enriquecimiento de la muestra en las regiones de interés 

puede hacerse mediante dos químicas diferentes: amplicones o captura. En el caso de 

los amplicones, se usan primers que flanquean las regiones que se desean estudiar, 

mientras que por captura se emplean sondas complementarias que hibridan con las 

regiones de interés.  

B) Generación de clusters y secuenciación: en la tecnología de Illumina, la secuenciación 

consta de dos pasos. En un primer paso, denominado generación de clusters, las librerías 

se cargan en la flow cell que consiste en una superficie cubierta de oligonucleótidos 

complementarios a los adaptadores. Cada fragmento es capturado y amplificado 

formando clusters (múltiples copias del fragmento inicial). El segundo paso consiste en 

secuenciar los fragmentos generados mediante la tecnología SBS (sequencing by 
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synthesis). La tecnología SBS de Illumina permite secuenciar los fragmentos de los 

clusters de manera masiva y paralela utilizando un método de terminación de base 

reversible, que permite detectar las bases cuando son incorporadas en la elongación de 

la cadena de ADN. Este terminador está marcado con un fluorocromo que es captado 

cada vez que un dNTP se une a la cadena de ADN y que permitirá la unión de la siguiente 

base. Como los cuatro dNTPs poseen terminadores reversibles y están presentes en 

cada ciclo de secuenciación, la competencia natural entre ellos evita el sesgo. 

C) Análisis de datos: se puede dividir en 4 etapas: 

a. Base calling: es el proceso de asignación de bases (nucleótidos) a cada señal 

detectada durante una reacción de secuenciación. Típicamente, cada 

secuenciador tiene integrado su propio software (conjunto de programas) con 

el cual se lleva a cabo este proceso. 

b. Alineamiento: consiste en el posicionamiento correcto de los reads (fragmentos 

de ADN secuenciados) frente al genoma de referencia.  

c. Llamada de variantes (variant calling): detección de las variantes en la 

secuencia analizada a medida que se compara con el genoma de referencia.  

d. Anotación de variantes: es la adición de información acerca de cada variante 

detectada. Se lleva a cabo mediante programas bioinformáticos que combinan 

información obtenida en bases de datos y algoritmos in silico que permiten dar 

información acerca de la patogenicidad de la variante, determinar si hay un 

cambio en un aminoácido, etc. 

3.5. Estudios genómicos en single cell 

Dentro de un tumor puede haber una mezcla de poblaciones celulares donde algunas de ellas 

sean células sanas y otras portadoras de una o más alteraciones genéticas (por ejemplo, 

mutaciones puntuales y alteraciones en el número de copias). La NGS permite detectar dichos 

cambios en una muestra tumoral, midiendo una señal promedio de dichos cambios y asumiendo 

que dicha señal es representativa de todas las células que comprenden la muestra. Teniendo en 

cuenta la frecuencia alélica de cada alteración es posible inferir la composición clonal de dicha 

muestra asumiendo que aquellas mutaciones con frecuencias alélicas similares forman parte de 

un mismo clon. Sin embargo, esta estrategia presenta ciertos inconvenientes, sobre todo a la 

hora de discernir si dos mutaciones a baja frecuencia o con poca diferencia en frecuencia alélica 

forman parte de un mismo clon o en realidad pertenecen a dos clones distintos. En otras 

palabras, mediante esta estrategia no se pueden determinar con certeza los patrones de co-

ocurrencia de mutaciones en una misma célula, lo que tiene como consecuencia que pequeños 

clones pasen desapercibidos, que pueden ser justamente los que se encuentren implicados en 

la recaída, respuesta o resistencia a un tratamiento (138,139). 

Estos inconvenientes pueden ser solventados mediante las nuevas estrategias de secuenciación 

de células individuales (en inglés: single cell, SC) que permiten alcanzar un mayor nivel de 

resolución e incluso hoy en día realizar estudios a nivel genómico, epigenómico, transcriptómico 

y proteómico de las células individuales que componen una muestra. En la figura 20 se presenta 

un esquema comparativo general de la secuenciación de muestras “bulk” (muestra tumoral 

total) frente al análisis de SC.  
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En un inicio, se aplicaban técnicas como FISH o PCR para detectar ciertos cambios moleculares 

en células únicas (140,141). Estas técnicas permiten la cuantificación de un número limitado de 

parámetros en SC. Con el desarrollo de las plataformas de NGS, también avanzó el campo de 

análisis en SC. En el 2009 se llevó a cabo el primer análisis mediante secuenciación de ARN (RNA-

seq) de un blastómero de ratón (142) y dos años más tarde Navin et al. reportaron el primer 

estudio genómico a nivel de SC para analizar la heterogeneidad genética del cáncer y obtener 

información acerca de la evolución tumoral. En dicho estudio se aislaron los núcleos de 200 SCs 

de dos tumores mamarios mediante citometría de flujo, posteriormente mediante amplificación 

del genoma y secuenciación masiva llevaron a cabo el estudio del número de copias de cada 

célula individual. Así fueron capaces de demostrar la existencia de diversas subpoblaciones 

celulares que constituían la evidencia del proceso de expansión clonal en dicha muestra (143).  

 

Figura 20: Aproximaciones para caracterizar la heterogeneidad intratumoral. Izquierda: estudiando una 

muestra bulk se reconstruye la jerarquía clonal a través de la agrupación clonal basada en la frecuencia 

alélica de las mutaciones detectadas. Derecha: mediante estudios en single cell, es posible una 

reconstrucción más fiable de la jerarquía clonal, ya que se estudia de manera individual el perfil 

mutacional de cada célula. Adaptada de Kuipers et al., 2017 (138). 
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3.5.1. Instrumentos disponibles para la captura de SC 

El aislamiento o la captura es el primer paso para cualquier experimento en SC, para ello hay 

diversos instrumentos disponibles. El desempeño de los mismos se podría evaluar empleando 

tres parámetros: 

• Eficiencia o rendimiento: número de células que se pueden aislar en un tiempo 

determinado. 

• Pureza: la fracción de células diana recolectadas después de la separación.  

• Recuperación: la fracción de células diana obtenidas tras la separación, comparada con 

el número de células diana disponibles en la muestra de partida.  

Por otro lado, las técnicas de captura celular pueden clasificarse ya sea mediante las 

propiedades usadas para la separación o teniendo en cuenta el rendimiento del instrumento 

(141). Las propiedades usadas para la separación dividen a los métodos actualmente existentes 

en dos grupos: 

• Basados en características o propiedades físicas: tamaño, densidad, cargas eléctricas, 

deformabilidad, etc.  

• Basados en características biológicas de las células: fluorescence-activated cell sorting 

(FACS, separación celular basada en la fluorescencia) o magnetic-activated cell sorting, 

los cuales emplean ya sea anticuerpos marcados con fluorescencia o beads magnéticas 

que poseen afinidad por alguna proteína de superficie celular.   

A continuación de describen brevemente algunos de los instrumentos más comunes 

agrupándolos según su rendimiento y en la tabla 19 se comparan las ventajas y desventajas de 

cada uno de ellos.  

A) Instrumentos de bajo rendimiento: las tres técnicas más empleadas son: 

• Micromanipulación: emplea un microscopio invertido combinado con micro-pipetas 

con movimientos mecánicos que permiten el desplazamiento a lo largo de los 3 ejes 

(x, y, z) para capturar con precisión la célula de interés a partir de un cultivo in vitro 

o un tejido disociado. Requiere mucho entrenamiento por parte del personal.  

• FACS: se parte de una suspensión celular donde se utiliza una molécula fluorescente 

(generalmente un anticuerpo) para marcar selectivamente las células de interés. A 

medida que la suspensión celular pasa por el citómetro, cada célula es expuesta a 

un láser, el cual permite la detección de la fluorescencia y tras aplicar una carga a la 

gota conteniendo la célula de interés, permite su separación.   

• Captura mediante microdisección láser: permite aislar células de interés partiendo 

de una muestra de tejido sólido que es cubierta con un cubreobjetos transparente 

termoplástico. La muestra se observa a través de un microscopio invertido y se 

emplea un haz láser que incide sobre la célula de interés, así el cubreobjetos plástico 

se funde permitiendo su captura.  
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B) Instrumentos de rendimiento medio: permiten capturar cientos de células seleccionando las 

subpoblaciones mediante un análisis visual (comprobación de la captura de una única célula), a 

diferencia de los instrumentos de alto rendimiento que capturan miles de células y no es posible 

hacer una comprobación minuciosa de la captura (144).  Dentro de esta categoría se encuentra 

el sistema C1 (Fluidigm®) que es el que se describe a continuación ya que es el que se ha 

empleado en esta tesis.  

• Sistema C1 (Fluidigm®): fue el primer instrumento automatizado que salió al 

mercado que permite aislar y procesar las células para estudios genómicos 

mediante una tecnología microfluídica. Se lanzó en el 2012 y permite la captura, en 

cada chip, de hasta 96 células individuales, seguida de la lisis, retrotranscripción (en 

caso del ARN) y posterior amplificación. Todos estos pasos se llevan a cabo dentro 

de un chip microfluídico dotado de un sistema de microcanales donde las células 

son capturadas en cámaras de reacción individuales. A diferencia de los 

instrumentos de alto rendimiento, con la C1 es posible llevar a cabo la separación 

partiendo de un número inicial relativamente bajo de células. La separación de las 

células se realiza en base al tamaño y existen chips para 3 tamaños celulares 

diferentes: pequeñas (5-10 µm), medianas (10-17 µm) y grandes (17-25 µm) 

(144,145).  

Los chips son transparentes, hecho que posibilita examinar bajo un microscopio 

óptico las cámaras de reacción para comprobar la captura de células únicas y 

viabilidad celular (empleando una tinción adecuada) (Figura 21).  

  

Figura 21. Izquierda: chip de captura empleado en el sistema C1 (Fluidigm®). Derecha: 

modelo de los sitios de captura individuales dentro del chip. En este ejemplo se ven dos 

células marcadas con diferentes fluorocromos: verde y azul.  

Al final del procesamiento en la C1, se obtiene el material pre-amplificado de cada 

célula individual que puede ser utilizado para diversas aplicaciones: secuenciación 

del ARN, expresión génica dirigida, secuenciación del genoma/exoma, 

secuenciación dirigida, epigenética y expresión de microARNs. 

C) Instrumentos de alto rendimiento: permiten el procesamiento simultáneo de miles de células 

en un corto tiempo. La mayoría de ellos utilizan sistemas microfluídicos donde se generan miles 

de gotas que portan las células individuales con oligonucleótidos de captura y reactivos ya sea 

para la retrotranscripción del ARN o la generación de librerías a partir del ADN. Los 

oligonucleótidos de captura contienen una secuencia que identifica a todas las moléculas que 

provienen de una misma célula. Es por ello que una vez que estén marcadas con dicha secuencia 

específica, estas gotas se pueden juntar y se puede llevar a cabo la reacción de miles de células 

en un solo tubo.  
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Dentro de esta categoría, el instrumento más popular a día de hoy es el Chromium System (10x 

Genomics), que permite aislar las células individuales, amplificar todo el transcriptoma y 

preparar las librerías (146). Se emplea principalmente para la secuenciación del ARN. A modo 

de ejemplo, en la figura 22 se ilustra el flujo de trabajo del mismo.  

Otro instrumento similar es el Tapestri (MissionBio) cuyo principio es similar al descrito 

anteriormente pero su uso está enfocado al análisis mutacional dirigido (mutaciones puntuales 

y pequeñas inserciones y deleciones del ADN) (147).  

 

Figura 22. Flujo de trabajo con el Chromium System (10x Genomics). Las microesferas con las células 

individuales en emulsión son usadas durante la retrotranscripción y simultáneamente cada molécula 

de cADN es marcada con el barcode (oligonucleótidos con secuencias específicas para cada célula). 

Los cADN generados se juntan en un solo tubo para llevar a cabo la preparación de librerías y 

secuenciación. Adaptada de Paolillo et al., 2019 (148). 

Tabla 19. Comparación de sistemas de captura de single cells. Adaptada de Valihrach et al., 2018 (144).  

Técnicas 
Material de 

partida 
(cantidad) 

Eficiencia  
(número de células 

capturadas) 

Análisis 
visual 

Experiencia 
requerida 

Flexibilidad 
(protocolos 

propios) 

Instrumentos de bajo rendimiento 

Micromanipulación Bajo Baja Si Alta Si 

Fluorescence-activated 
cell sorting (FACS) 

Alto Baja No Moderada Si 

Captura mediante 
microdisección láser 

Bajo Baja Si Alta Si 

Instrumentos de rendimiento medio 

Sistema C1 (Fluidigm) Medio-bajo Baja-media Si Moderada Si 

Instrumentos de alto rendimiento 

Chromium System  
(10x Genomics) 

Alto Alta  No Moderada No 

Tapestri (MissionBio) Alto Alta No Moderada 
Paneles 

customizados 

Abreviatura: FACS: Fluorescence-activated cell sorting (separación celular basada en la fluorescencia). 

Dado que hay un gran número de instrumentos disponibles, la elección del mismo debe hacerse 

teniendo en cuenta la naturaleza del material de partida, la eficiencia de captura y la 

compatibilidad del método con los análisis que se quieran llevar a cabo posteriormente. En la 

figura 23 se resumen las principales aplicaciones a nivel genómico de las nuevas tecnologías con 

SCs dentro del campo de la investigación. 
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Figura 23. Principales aplicaciones de la secuenciación de single cell a nivel genómico en cáncer. Adaptada 

de Paolillo et al., 2019 (148). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



46 
 

 

 

 

 

 

Hipótesis y objetivos 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



47 
 

Los SMD constituyen un grupo de neoplasias hematológicas muy heterogéneo tanto a nivel 

clínico como a nivel genético. Si bien el diagnóstico se basa principalmente en el análisis 

morfológico y el cariotipo en menor medida, en la última década, varios estudios donde se ha 

empleado la TDS han demostrado que los datos moleculares podrían complementar dichas 

técnicas y contribuir principalmente a la estratificación pronóstica de los pacientes. La TDS ha 

permitido ver que hasta un 90% de los pacientes con SMD presenta al menos una mutación 

somática. Si bien no hay ninguna mutación específica de los SMD y el espectro de genes que 

pueden estar mutados es relativamente amplio, éstos se pueden agrupar en un número limitado 

de categorías según el proceso celular implicado.  

De acuerdo a la última clasificación de la OMS, el único subtipo de SMD claramente definido por 

una alteración citogenética es el SMD con del(5q) aislada. Comúnmente asociado a la presencia 

de anemia macrocítica e hipoplasia eritroide, constituye el subgrupo de SMD mejor 

caracterizado. El tratamiento con lenalidomida (fármaco análogo de la talidomida) ha 

demostrado ser eficaz en una gran proporción de estos pacientes, ya que permite una reducción 

de los requerimientos transfusionales y una reversión, en algunos casos, de las alteraciones 

citológicas y citogenéticas. No obstante, también se han descrito alteraciones genéticas, como 

las mutaciones en TP53 y la presencia de un cariotipo complejo, como parámetros que se 

asocian a una mayor progresión de la enfermedad y una menor respuesta a la lenalidomida.  

La hipótesis global del trabajo es que el uso de técnicas moleculares, como la secuenciación 

masiva y el análisis genético de SC, permite una mejor caracterización genética de los pacientes 

con SMD.  

La muestra más adecuada para el estudio molecular en estos pacientes es la MO. La obtención 

de dicha muestra supone un procedimiento invasivo y doloroso para el paciente y, en ciertos 

casos, como cuando existe fibrosis en la MO, no es posible obtener un material óptimo para su 

estudio. Por el contrario, la SP puede ser obtenida de manera mínimamente invasiva por 

venopunción y constituiría una fuente ideal para el seguimiento secuencial a lo largo del curso 

de los SMD. Por ello, se propone el análisis de la SP como fuente alternativa de células tumorales 

para el estudio de las alteraciones genéticas mediante TDS.  

Por otro lado, los SMD con del(5q) aislada han sido ampliamente caracterizados en estudios 

previos mediante técnicas de secuenciación, pero no mediante técnicas que permitan una 

compresión más detallada de la arquitectura clonal y el efecto que pudieran tener en ella ciertos 

fármacos, como la lenalidomida.  
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El objetivo general de la tesis es la caracterización genética de los pacientes con SMD. Para ello, 

se emplean principalmente dos técnicas: la secuenciación masiva y el análisis de SC. Teniendo 

en cuenta lo anteriormente expuesto, se plantean los siguientes objetivos específicos: 

1. Mediante TDS: 

• Estudiar muestras pareadas de MO, SP-MC y SP-CD34+ de un grupo de pacientes 

con SMD, donde se encuentren representados los distintos subtipos de la 

enfermedad. 

• Correlacionar los datos obtenidos en los tres tipos de muestras mencionados. 

• Evaluar la utilidad del empleo de las muestras obtenidas a partir de SP como 

material alternativo para el estudio genético en los SMD. 

 

2. En un grupo de pacientes con SMD con del(5q) aislada: 

• Llevar a cabo una caracterización molecular de los pacientes, en muestra de MO 

al diagnóstico o pre-tratamiento, mediante la combinación de las siguientes 

técnicas: CC, SNP-A, TDS y WES. Seleccionar una serie de SNVs y CNAs en cada 

paciente a partir de dicho estudio. 

• Estudiar mediante el análisis de SC de HSPC de la MO, los cambios genéticos 

detectados previamente, al diagnóstico y durante el curso de la enfermedad, 

tratamiento con lenalidomida y/o durante la progresión.  

• Correlacionar las alteraciones genéticas encontradas en los distintos clones y 

subclones con las características clínicas, citológicas, citogenéticas y la evolución 

clínica de los pacientes, incluyendo la respuesta al tratamiento de los pacientes 

tratados con lenalidomida. 
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1. Pacientes y diseño del estudio  

El Trabajo I fue un proyecto cooperativo entre el Instituto de Investigación contra la Leucemia 

Josep Carreras (Barcelona, España) y el departamento de hematología clínica y oncología médica 

de la Universidad de Medicina de Göttingen (Göttingen, Alemania). Los pacientes fueron 

reclutados de forma prospectiva por los dos centros participantes (Barcelona y Göttingen) con 

la ayuda de grupos cooperativos de ambos países. Se estudiaron un total de 48 pacientes que 

fueron diagnosticados de acuerdo a los criterios de la OMS del 2017 (3). En el estudio se 

incluyeron 38 pacientes con SMD, 5 con LMMC, 3 con LMAs y 2 con CCUS. Se obtuvo el 

consentimiento informado de todos ellos y la aprobación de los comités éticos de ambas 

instituciones de acuerdo con la Declaración de Helsinki.  

2. Procesamiento general de muestras 

Se obtuvieron muestras pareadas de SP y MO al momento del diagnóstico o previo a recibir 

tratamiento (DX/PRE) de los 48 pacientes incluidos en el estudio. Todos los casos fueron 

estudiados prospectivamente mediante CC y secuenciación masiva dirigida (en inglés: targeted 

deep sequencing, TDS). Además, 25 de 31 pacientes con cariotipo normal se analizaron también 

por SNP-A.  

Como muestras tumorales, para los estudios de SNP-A y TDS, se utilizó: A) ADN de células totales 

de MO; B) ADN de células mononucleadas de SP (SP-MC) y C) ADN de células CD34+ aisladas de 

SP (SP-CD34+). Con la selección de células SP-CD34+ se seleccionan las células inmaduras 

(potencialmente tumorales) circulantes en SP. Como muestra germinal (control pareado), para 

el estudio de SNP-A y TDS, se utilizó ADN de linfocitos T-CD3+ de SP (SP-CD3+).  

En la figura 24 se esquematiza el procesamiento de las muestras, en los siguientes apartados se 

resume el procesamiento de la MO y SP, respectivamente, y en el anexo se incluyen los 

protocolos detallados.  

 

Figura 24. Representación esquemática del procesamiento de muestras. 

2.1 Procesamiento de la MO 

Primero se llevó a cabo la lisis eritrocitaria de la MO empleando una solución tampón a base de 

cloruro de amonio (TLE, tampón de lisis eritrocitaria: NH4Cl - EDTA - HEPES). Para ello, se mezcla 

la MO con TLE en una proporción 1:10 y se incuba durante 20 minutos en un agitador a 
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temperatura ambiente. Se centrifuga (5 minutos a 580g), se descarta el sobrenadante y se 

resuspende el pellet celular en tampón fosfato salino (PBS 1X). Después, se hace el recuento 

celular con la cámara de Neubauer y se separaran 5 millones de células para la extracción de 

ADN. El resto de las células se criopreservan a una concentración de 100 x 106 células/mL en 

medio de criopreservación (80% suero fetal bovino, 20% dimetilsulfóxido).  

2.2. Procesamiento de la SP 

A continuación, se citan los pasos para el procesamiento de la SP: 

1) Separación de SP-MC por gradiente de densidad: se mezcla la SP con PBS 1X en una 

proporción 1:1 y posteriormente se añade Ficoll en una proporción 1:2. Se centrifuga 

(20 minutos a 810g) y se recoge el anillo de células mononucleadas en un tubo. Para 

lavar las células se añaden 10mL de PBS 1X, se centrifuga (8 minutos a 460g) y se 

descarta el sobrenadante. Se resuspende el pellet en PBS 1X para realizar el recuento de 

SP-MC con un contador celular automático (Auto Hematology Analyzer BC-3200, 

Mindray Medical International Limited, Shenzhen, China). 

2) Separación de células polimorfonucleares (SP-PMNC) por gradiente de densidad: 

después de separar el anillo de PB-MC, se descarta el plasma y el Ficoll del tubo, se añade 

PBS 1X (1:1) y se traspasa a una jeringa. Se añade una solución de dextrano 2% en una 

proporción 1:1, se mezcla y se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente en 

posición vertical. Los eritrocitos permanecen en la fase inferior junto con el dextrano, 

mientras que las células SP-PMNC permanecen en la fase superior con el PBS. Se recoge 

la fase superior en un tubo nuevo que se llena con PBS 1X y se centrifuga (8 minutos a 

580g). Por último, se descarta el sobrenadante, se resuspende el pellet en PBS 1X, se 

realiza el recuento celular con el contador celular automático y se criopreservan las 

células a una concentración de 100 x 106 células/mL en medio de criopreservación. 

3) De las células SP-MC previamente obtenidas, se separan 5 millones para la extracción 

del ADN. El resto de células se destina a la obtención de células SP-CD34+ y SP-CD3+. 

4) Separación inmunomagnética de células CD34+ de SP: al pellet de SP-MC se le añaden 

300 μL de solución de albúmina de suero bovino y ácido etilendiaminotetraacético (BSA-

EDTA), 100 μL de solución bloqueante y 100 μL de anticuerpo anti-CD34 (CD34 

MicroBead Kit Human, Miltenyi Biotec) y se incuba 30 minutos a 4°C. A continuación, se 

hace un lavado con BSA-EDTA (centrifugar 10 minutos a 460g y decantar sobrenadante). 

Se resuspende el pellet en 500 μL de BSA-EDTA y se procede a la separación celular por 

selección positiva con el separador automático AutoMACs® (protocolo Possel del 

AutoMACs®, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania). 

5) Se recuperan las células SP-CD34- en un volumen de 2.5 mL y se lleva a cabo un 

recuento celular con Neubauer/contador automático.  

6) Se recuperan las células SP-CD34+ en un volumen de 2 mL, de los cuales: 100 μL se 

destinan para comprobar la pureza por citometría de flujo, 10 μL para el recuento celular 

con cámara de Neubauer y el resto de células se destina a la extracción de ADN de SP-

CD34+. 

7) Separación inmunomagnética de linfocitos CD3+: esta población celular se separa a 

partir de las células CD34- obtenidas con el separador automático. Se realiza un lavado 

de la fracción CD34- (centrifugar 5 minutos a 460g y decantar sobrenadante) y, en 
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relación al número de células, se añaden los volúmenes necesarios de tampón BSA-EDTA 

(80 μL por 10 x 106 células) y de anticuerpo anti-CD3 (CD3 MicroBead Kit Human, 

Miltenyi Biotec) (20 μL por 10 x 106 células). Se incuba 15 minutos a 4°C y se realiza un 

segundo lavado (centrifugar 5 minutos a 460g y decantar sobrenadante). Por último, se 

resuspende el pellet en 500 μL de BSA-EDTA y se procede a la separación celular por 

selección positiva con el protocolo Possel del equipo AutoMACs® (Miltenyi Biotec). 

8) Se recupera la fracción CD3- en un volumen de 2.5 mL, se hace un pellet celular y se 

congela a -80°C. 

9) Se recuperan las células CD3+ en un volumen de 2 mL, de los cuales: 50 μL se destinan 

para comprobar la pureza por citometría de flujo, 10 μL para el recuento celular con 

cámara de Neubauer y el resto de células se destina a la extracción de ADN de SP-CD3+. 

Usando aproximadamente 20-30 mL de SP, se recuperó una media de 1.14x106 células CD34+ 

(rango: 0.015x106-14.3x106) con una pureza media del 77.9% (rango: 31-99.5%). En el caso del 

enriquecimiento de los linfocitos T-CD3+, se alcanzó una pureza media de 94.9% (rango: 55-

99.7%). La pureza se midió con el citómetro de flujo de enfoque acústico Attune™, Applied 

Biosystems® Attune™ Acoustic Focusing Cytometer (Thermo Fisher Scientific, discontinuado).  

2.3. Extracción de ADN 

Se llevó a cabo la extracción de ADN genómico de las células de las tres poblaciones tumorales 

(MO, SP-MC, SP-CD34+) y del tejido control (SP-CD3+). La extracción de ADN se realizó, en todos 

los casos, con un robot de extracción automática (Automated Nucleic Acid Purification–

Maxwell® Systems, Promega, Madison, WI, EEUU) con el kit Maxwell 16 Blood DNA Purification 

Kit (Promega), que se basa en la extracción de ADN por un sistema de bolas magnéticas afines 

al ADN. Una vez llevada a cabo la extracción, se midió la concentración mediante 

espectrofotometría (Nanodrop® 2000, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EEUU). El ADN 

genómico se conservó a -20°C y se utilizó posteriormente para su estudio mediante SNP-A y TDS. 

3. Single nucleotide polymorphism arrays (SNP-A)  

3.1. Procesamiento de muestras  

En este trabajo se utilizó el microarray CytoScan® HD (Affymetrix®, Thermo Fisher Scientific). 

Este array contiene 2.67 millones de sondas para el análisis de alteraciones en el número de 

copias (Copy number alterations, CNA), incluyendo 750.000 sondas de SNP y 1.9 millones de 

sondas no polimórficas. Se siguió el protocolo CytoScanTM User Guide (P/N 703038 Rev. 4, 

Affymetrix®, Thermo Fisher Scientific) teniendo en cuenta los controles de calidad 

recomendados en el protocolo. Las etapas del protocolo se resumen en la figura 25.  
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Figura 25. Etapas del protocolo CytoScanTM User Guide (P/N 703038 Rev. 4, Affymetrix®, Thermo Fisher 

Scientific). 
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3.2. Análisis de los resultados de SNP-A 

Los resultados obtenidos se analizaron con el software Chromosome Analysis Suite (ChAS) de 

Affymetrix® (versión 3.0.0.42) utilizando las anotaciones de la versión del genoma NCBLv33.1 

(hg 19). Primero, el archivo de datos crudos obtenido del escaneado del array (archivo .CEL) se 

transforma en un archivo de visualizado (archivo .CYCHP). El siguiente paso es verificar que el 

archivo pasa los siguientes controles de calidad del array: 

- MAPD (Median of the Absolute valued of all Pairwise Differences) y Waviness SD: estos 

dos parámetros permiten identificar la presencia de ruido de fondo en la muestra a 

analizar.  Para dicho cálculo se mide de forma global la variación de las sondas a lo largo 

del genoma. Se deben obtener valores ≤0.25 para el MAPD y ≤0.12 para el Waviness SD.  

- SNPQC: Este parámetro es indicativo de la calidad de las señales correspondientes a las 

sondas de SNP. Se debe obtener un valor ≥15. 

A continuación, se visualiza el archivo en el ChAS. Primero, se llevó a cabo una visualización 

individual y detallada de cada uno de los cromosomas para comprobar que la distribución y 

densidad de las sondas fueran correctas. Para ello, se tienen en cuenta los siguientes 

parámetros: Weighted Log2 Ratio (intensidad de señal en escala logarítmica), Smooth Signal 

(parámetro de visualización que homogeniza las alteraciones en el número de copias) y Allele 

Difference (diferencia de señal entre las sondas de SNP correspondientes al alelo A y al alelo B). 

Estos parámetros se usaron para el análisis del número de copias. Sin embargo, para el análisis 

de las CNN-LOH únicamente nos centramos en el Allele Difference. 

Además, se hizo un análisis pareado de las muestras tumorales con la correspondiente muestra 

control del paciente (SP-CD3+) para determinar si el origen de los cambios observados era 

somático o germinal. 

Finalmente, se consideraron aquellas alteraciones somáticas (presentes en la muestra tumoral 

y ausentes en la muestra de SP-CD3+) que cumpliesen los siguientes criterios mínimos: 

• CNAs: aquellas con un tamaño mínimo de 50 Kb y cubiertas por un mínimo de 10 

marcadores. 

• CNN-LOH: ≥ 2 Mb en el caso de las teloméricas, ≥ 25 Mb en el caso de las intersticiales 

y al menos 50 marcadores en ambos casos.  

4. Secuenciación masiva dirigida 

4.1. Preparación de librerías 

La preparación de librerías se llevó a cabo siguiendo las instrucciones de cada fabricante 

empleando un panel de captura (Nimblegen SeqCap EZ, Roche, Basilea, Suiza) que incluye 

regiones seleccionadas de 83 genes (Barcelona, Tabla 20) o un panel de amplicones (TruSight 

Myeloid Sequencing Panel, Illumina, San Diego, CA, USA) que incluye regiones seleccionadas de 

54 genes (Göttingen, Tabla 21), todos ellos relevantes en patologías mieloides. Para cada 

paciente, se secuenciaron las 3 muestras tumorales: MO, SP-CD34+ y SP-MC pareadas con su 

respectiva muestra control SP-CD3+. Se secuenciaron un total de 194 muestras. En la tabla 22 

se citan los 51 genes comunes entre ambos paneles con las respectivas regiones estudiadas. 
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Tabla 20. Lista de los 83 genes incluidos en el panel de captura. Se resaltan en negrita aquellos 

genes comunes con el panel de amplicones (Tabla 21). 

 

Tabla 21. Lista de los 54 genes incluido en el panel de amplicones. Se resaltan en negrita aquellos 

genes comunes con el panel de captura (Tabla 20). 

Gen Exones Gen Exones Gen Exones Gen Exones 

ABL1 4-6 DNMT3A Todos KDM6A Todos RAD21 Todos 
ASXL1 12 ETV6 Todos KIT 2,8-11,13,17 RUNX1 Todos 
ATRX 8-10, 17-31 EZH2 Todos KMT2A 2, 3 SETBP1 4 
BCOR Todos FBXW7 9-11 KRAS 5-8 SF3B1 13-16 

BCORL1 Todos FLT3 14, 15, 20 MPL 10 SMC1A 2, 11, 16, 17 
BRAF 15 GATA1 2 MYD88 3-5 SMC3 10,13,19,23,25,28 
CALR 9 GATA2 2-6 NOTCH1 26-28, 34 SRSF2 1 
CBL 8,9 GNAS 8, 9 NPM1 12 STAG2 Todos 

CBLB 9,10 HRAS 2, 3 NRAS 2, 3 TET2 3-11 
CBLC 9,10 IDH1 4 PDGFRA 12,14,18 TP53 2-11 

CDKN2A Todos IDH2 4 PHF6 Todos U2AF1 2,6 
CEBPA Todos IKZF1 Todos PTEN 5,7 WT1 7,9 
CSF3R 14-17 JAK2 12, 14 PTPN11 3,13 ZRSR2 Todos 
CUX1 Todos JAK3 13     

 

 

 

 

Gen Exones Gen Exones Gen Exones Gen Exones 

ABL1 4-6 EED Todos MECOM Todos SF3B1 10-16 
AEBP2 Todos EP300 Todos KMT2A Todos SFPQ Todos 
ASXL1 9,11,12 ETV6 Todos MLL2 Todos SH2B3 Todos 
ATRX Todos EZH2 Todos MPL 10 SMC1A Todos 
BCOR Todos FLT3 14,15,20 NF1 Todos SMC3 Todos 

BCORL1 Todos GATA1 2 NPM1 11,12 SPARC Todos 
BRAF Todos GATA2 Todos NRAS 1-3 SRSF2 1 
CALR 9 GCAT Todos PDGFRA Todos STAG1 Todos 
CBL 8,9 GNAS Todos PDGFRB Todos STAG2 Todos 

CBLB 9,10 HRAS 2,3 PHF6 Todos SUZ12 Todos 
CDH13 Todos IDH1 4 PHLPP1 Todos TERC Todos 
CDH3 Todos IDH2 4 PTEN 5-8 TERT Todos 

CDKN2A Todos IKZF1 Todos PTPN11 Todos TET2 2-11 
CEBPA Todos IRF1 Todos RAD21 Todos TGM2 Todos 

CREBBP Todos JAK2 12-16 RPS14 Todos TIMM50 Todos 
CSF3R Todos JAK3 13 RUNX1 3-8 TP53 4-11 

CSNK1A1 Todos JARID2 Todos SALL4 Todos U2AF1 2,6 
CTCF Todos KDM6A Todos SBDS Todos UMODL1 Todos 

CTNNA1 Todos KIT 2,8-11,13,17 SETBP1 4 WT1 7,9 
CUX1 Todos KRAS 1,2,3 SF1 Todos ZRSR2 Todos 

DNMT3A Todos LUC7L2 Todos SF3A1 Todos   
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Tabla 22. Lista de los 51 genes comunes que se estudiaron mediante los paneles empleados en 

el Trabajo I. 

Gen Exones Gen Exones Gen Exones 

ABL1 4-6 FLT3 14, 15, 20 PDGFRA 12,14,18 
ASXL1 12 GATA1 2 PHF6 Todos 
ATRX 8-10, 17-31 GATA2 2-6 PTEN 5,7 
BCOR Todos GNAS 8, 9 PTPN11 3,13 

BCORL1 Todos HRAS 2, 3 RAD21 Todos 
BRAF 15 IDH1 4 RUNX1 Todos 
CALR 9 IDH2 4 SETBP1 4 
CBL 8,9 IKZF1 Todos SF3B1 13-16 

CBLB 9,10 JAK2 12, 14 SMC1A 2, 11, 16, 17 
CBLC 9,10 JAK3 13 SMC3 10,13,19,23,25,28 

CDKN2A Todos KDM6A Todos SRSF2 1 
CEBPA Todos KIT 2,8-11,13,17 STAG2 Todos 
CSF3R 14-17 KMT2A 2, 3 TET2 3-11 
CUX1 Todos KRAS 5-8 TP53 2-11 

DNMT3A Todos MPL 10 U2AF1 2,6 
ETV6 Todos NPM1 12 WT1 7,9 
EZH2 Todos NRAS 2, 3 ZRSR2 Todos 

En la figura 26 se resumen los pasos que se han seguido para la preparación de las librerías con 

el protocolo de captura, utilizado en Barcelona. Las librerías se prepararon siguiendo el 

protocolo de KAPA Library Preparation Kit Illumina® platforms (versión KR0935 – v1.13, Roche, 

Basilea, Suiza) y la captura se llevó a cabo de acuerdo con el protocolo Nimblegen SeqCap EZ 

Library SR User’s Guide (versión 4.2, Roche, Basilea, Suiza).  
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Figura 26. Etapas de la preparación de librerías con el protocolo de captura.  
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4.2. Secuenciación masiva dirigida (Targeted deep sequencing, TDS) 

La secuenciación se llevó a cabo o bien utilizando el MiSeq o el HiSeq (Illumina) realizando 

lecturas pair-end 150-250 pb a una cobertura media de 7871x (panel de captura: 1523x, panel 

de amplicones: 12557x). Con excepción del primer paso, el análisis bioinformático de la TDS se 

llevó a cabo con un pipeline propio. A continuación, se describen brevemente cada una de las 

etapas del análisis: 

A) Base calling: o llamado de las bases, ocurre dentro del secuenciador y consiste en la 

identificación de cada uno de los nucleótidos que componen los respectivos fragmentos 

de ADN secuenciados a partir de las lecturas de fluorescencia. De esta manera, se 

generan las lecturas o reads. Los resultados de este paso se almacenan en un archivo 

denominado .fastq. Para cada muestra se generan dos archivos, uno con las lecturas 

forward y otro con las lecturas reverse. 

B) Alineamiento: consiste en alinear las lecturas almacenadas en los archivos .fastq contra 

el genoma de referencia, en este caso se empleó la versión hg19/GRCh37 del genoma 

humano y el alineador BWA 0.7.12 (149). Después, se llevó a cabo un realineamiento y 

recalibración de bases con las herramientas del software GATK 3.4.46 (150). A partir del 

archivo .fastq, al final de este paso se genera un archivo de extensión .bam para cada 

muestra. 

C) Variant calling: o llamada de variantes, consiste en identificar aquellas diferencias que 

hay entre las lecturas de la muestra frente al genoma de referencia. Este paso se llevó a 

cabo con los paquetes SAMtools y VarScan, que permitieron obtener un listado de 

variantes candidatas, incluyendo variaciones de un solo nucleótido (en inglés: single 

nucleotide variant, SNVs)  y pequeñas inserciones y deleciones (indels) (151,152). Este 

paso transforma los archivos .bam en archivos .vcf. 

D) Anotación de variantes: este paso permite recolectar toda la información referente a: 

las zonas genómicas donde se han detectado cada una de las variantes (tipo de variante, 

gen, exón, consecuencia en la proteína);  las bases de datos poblacionales (dbSNP, ExAC, 

Exome Variant Server y 1000 Genomes) o clínicas (COSMIC, ClinVar) en las que pueda 

haber sido reportada la variante; los predictores funcionales in silico (SIFT,PolyPhen2, 

Mutation Assessor, Mutation Taster) que estiman el efecto funcional que pueda tener 

la variante sobre la proteína (ej. neutro o deletéreo) y que pueden ayudar a predecir la 

patogenicidad de aquellas variantes previamente no descritas. Para ello, se empleó el 

software ANNOVAR (153).  

E) Filtrado de variantes: consiste en filtrar las variantes obtenidas tras el variant calling 

para seleccionar las variantes somáticas candidatas y descartar aquellas que no reúnan 

ciertos criterios de calidad o características. En este paso queremos eliminar posibles 

errores de secuenciación o de alineamiento, variantes que no están situadas dentro de 

la zona codificante de los genes de interés y variantes germinales. Para ello, además de 

utilizar la información obtenida en la anotación de las distintas bases de datos, se llevó 

a cabo también un análisis visual usando el Integrative Genome Viewer Software (IGV, 

Broad Institute). Además, el origen somático de los resultados fue validado tras la 

comparación con los resultados de secuenciación del ADN germinal pareado de 

muestras de PB-CD3+. El punto de corte de las frecuencias alélicas de las variantes (en 

inglés: variant allele frequency, VAF) se definió calculando el intervalo de confianza 

(4.54%) incluyendo todas las variantes con valores de entre 0 – 10% (Figura 27).  
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Figura 27. Histograma de todas las variantes detectadas con valores de frecuencia alélica (VAFs) 

comprendidos entre 0-10%. La elevada frecuencia de variantes con VAFs muy bajas resulta principalmente 

de errores de secuenciación. El intervalo de confianza del 95% (VAF: 4.54%) se indica con una línea azul. 

Con el objetivo de eliminar los errores de secuenciación y excluir estos falsos positivos, empleamos el 5% 

de VAF (línea discontinua roja) como límite general para el filtrado de variantes. 

En la figura 28 se resumen los pasos que se han seguido para el filtrado de variantes, de acuerdo 

con los criterios propuestos en las Guías del Grupo Español de SMD (154).  

 

Figura 28. Pasos seguidos para el filtrado de las variantes en base a los criterios propuestos por las Guías 

del Grupo Español de SMD. Abreviaturas: SNV: single nucleotide variants (variaciones de un único 

nucleótido). Indels: inserciones/deleciones. MAF: minor allele frequency (frecuencia del alelo menor). 

VAF: variant allele frequency (frecuencia alélica de la variante).  
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5. Análisis estadístico  

Se recopilaron los datos clínicos y biológicos como variables cualitativas y cuantitativas. Primero, 

se realizó un análisis descriptivo de las características principales de la cohorte de pacientes. Las 

variables categóricas se presentaron como frecuencias y porcentajes y las variables continuas 

como medianas y rangos. Las comparaciones entre variables se llevaron a cabo mediante las 

pruebas de chi-cuadrado, test exacto de Fisher o Mann-Whitney-Wilcoxon según fuese 

necesario. Los valores de p<0.05 fueron considerados estadísticamente significativos. Los 

análisis estadísticos se llevaron a cabo con el software estadístico R o con el SPSS versión 23.0.  
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1. Pacientes incluidos en el estudio 

Para este estudio prospectivo, se seleccionaron un total de 4 pacientes con SMD con la deleción 

5q aislada que fueron diagnosticados de acuerdo a los criterios de la OMS del 2017 (3). Los 

pacientes fueron diagnosticados en el Hospital ICO-Germans Trias i Pujol (HGTiP) de Badalona 

(n=3) y en el Hospital Verge de la Cinta de Tortosa (n=1). Se obtuvo el consentimiento informado 

de todos ellos y la aprobación de los comités éticos de ambas instituciones de acuerdo con la 

Declaración de Helsinki.  

Cabe destacar que, paralelamente a este estudio, 2/4 pacientes fueron incluidas en el ensayo 

clínico SINTRA-REV (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01243476), que constituye un estudio 

multicéntrico, aleatorizado, doble ciego, fase III de lenalidomida versus placebo en pacientes 

con SMD de bajo riesgo (IPSS bajo e intermedio-1) con alteración en 5q- y anemia sin 

necesidades transfusionales. Actualmente, estos pacientes no reciben un tratamiento 

modificador de la enfermedad como primera opción terapéutica, sino que se opta por una 

observación y monitorización periódica hasta la progresión de la enfermedad, ya que la 

lenalidomida está aprobada en pacientes con anemia y dependencia transfusional. El ensayo 

clínico SINTRA-REV tiene por objeto analizar la eficacia del tratamiento con lenalidomida, es 

decir, estudiar si la administración temprana del fármaco podría retrasar la progresión de la 

enfermedad (que se manifiesta con necesidades transfusionales) en estos pacientes. 

2. Diseño del estudio y muestras 

De los 4 pacientes incluidos, se obtuvo muestra de SP y MO al momento del DX/PRE y se 

recogieron muestras de SP y/o MO de los seguimientos disponibles. Para el estudio, en 3 

pacientes se incluyó al menos una muestra de MO durante el seguimiento (mínimo: 3 meses, 

máximo: 33 meses).  

En la figura 29 se describe el procesamiento general de las muestras empleadas en este 

proyecto. Las muestras de MO, obtenidas al DX/PRE y durante el seguimiento, se utilizaron para 

extraer ADN tumoral total (ADN tumoral bulk) y para aislar células madre progenitoras 

hematopoyéticas (HSPC) CD34+CD117+CD45+CD19- mediante citometría de flujo (Fluorescence-

activated cell sorting, FACS). A partir de la SP, obtenida en el DX/PRE, se aislaron linfocitos T-

CD3+ mediante separación inmunomagnética y se utilizaron para extraer ADN germinal, que se 

utilizó como control pareado. 

 

Figura 29. Esquema del procesamiento general de muestras  
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Se utilizó el ADN tumoral bulk del momento del DX/PRE con su respectivo control pareado para 

llevar a cabo la secuenciación del exoma (whole exome sequencing, WES) y el análisis mediante 

SNP-A para detectar SNVs y CNAs, respectivamente. Paralelamente, se secuenció a mayor 

profundidad el ADN tumoral bulk del DX/PRE y del último seguimiento disponible mediante TDS 

de un conjunto de genes relacionados con las neoplasias mieloides. Después de analizar estos 

resultados, se seleccionaron alteraciones candidatas (SNVs y CNAs) para ser estudiadas a nivel 

de SC en las muestras de DX/PRE de todos los pacientes, y en muestras de seguimiento 

seleccionadas. Para ello, se utilizó la población de HSPC separada previamente para aislar SCs. 

Después se analizaron de forma dirigida las alteraciones seleccionadas mediante real time 

polymerase chain reaction (reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real o cuantitativa, 

qPCR) en cada célula aislada. Finalmente, se analizaron los datos obtenidos y se reconstruyó la 

arquitectura clonal de cada muestra estudiada.   

2.1. Procesamiento de la MO 

De la misma manera en que se ha descrito anteriormente en el Trabajo I (apartado 2.1, página 

50), primero se llevó a cabo la lisis eritrocitaria de la MO empleando una solución tampón a base 

de cloruro de amonio y se separaron 5 millones de células para la extracción de ADN. 

El resto de la MO se usó para aislar células HSPC CD34+CD117+CD45+CD19-. Para separar esta 

población, las células se marcan con anticuerpos específicos (CD34, CD117, CD45 y CD19. BD 

Biosciences, San José CA, EEUU) y se incuban 15 minutos, a oscuras y a temperatura ambiente. 

Después, se realiza un lavado con PBS 1X, se centrifuga (5 minutos a 580g) y tras descartar el 

sobrenadante, se resuspende el pellet de células en PBS 1X para obtener una concentración de 

10 x 106 células/mL (con un volumen mínimo de 1 mL).  

El aislamiento de las HSPC se llevó a cabo mediante FACS en el Servicio de Citometría del Institut 

de Recerca Germans Trias i Pujol (IGTP), en un separador celular FACSAria™ II (BD Biociencias). 

Una vez obtenidas las células de interés, se centrifugaron (5 minutos a 580g) y se descartó el 

sobrenadante para luego criopreservar las células en medio de criopreservación. Siempre que 

fue posible, se guardaron un mínimo de 3 criotubos con al menos 30.000 células/100μL cada 

uno. 

2.2. Procesamiento de la SP  

La SP fue procesada de la misma manera que en el Trabajo I (apartado 2.2, página 51). 

Brevemente, primero se separaron las SP-MC por gradiente de densidad empleando Ficoll. 

Después de separar el anillo de SP-MC, se separaron las SP-PMNC empleando una solución de 

dextrano al 2%.  

A partir de 30 millones de células SP-MC obtenidas previamente, se separan 

inmunomagnéticamente los linfocitos T-CD3+ mediante selección positiva con el protocolo 

Possel del equipo AutoMACs® (Miltenyi Biotec). Se recuperan las células CD3+ en un volumen 

de 2 mL, de los cuales: 50 μL se destinan para comprobar la pureza por citometría de flujo, 10 

μL para el recuento celular con cámara de Neubauer y el resto de células se destina a la 

extracción de ADN de SP-CD3+. 

El resto de las SP-MC y todas las SP-PMNC se criopreservan a una concentración de 100 x 106 

células/mL en medio de criopreservación (ver más detalles en anexo). 

 



65 
 

2.3. Extracción de ADN 

Se llevó a cabo la extracción de ADN genómico de las muestras de MO y de su correspondiente 

control pareado (SP-CD3+). La extracción de ADN se realizó, en todos los casos, con un robot de 

extracción automática (Automated Nucleic Acid Purification–Maxwell® Systems, Promega, 

Madison, WI, EEUU) con el kit Maxwell 16 Blood DNA Purification Kit (Promega), que se basa en 

la extracción de ADN por un sistema de bolas magnéticas afines al ADN. Una vez llevada a cabo 

la extracción, se midió la concentración mediante espectrofotometría (Nanodrop® 2000, 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU). El ADN genómico se conservó a -20°C y se utilizó 

posteriormente para su estudio mediante SNP-A, WES y TDS.  

3. Técnicas moleculares y selección de las alteraciones genéticas a estudiar en single cell 

3.1. Single nucleotide polymorphism arrays (SNP-A)  

Para este trabajo también se utilizó el microarray CytoScan® HD (Affymetrix®, Thermo Fisher 

Scientific). Tanto para el procesamiento de las muestras como para el análisis de los resultados, 

se siguieron los mismos pasos que se describieron en el apartado 3 (página 52) del Trabajo I. 

Mediante esta técnica, se analizó el ADN tumoral bulk del momento del diagnóstico con su 

respectivo control pareado con el objetivo de detectar y seleccionar CNAs para su posterior 

análisis a nivel de SC.   

3.2. Secuenciación del exoma (WES) 

La WES permite secuenciar la porción codificante del genoma humano. Dado que los cambios 

en las regiones codificantes son responsables del 85% de las enfermedades genéticas conocidas, 

la WES constituye una potente herramienta en un entorno clínico (134). 

La WES se llevó a cabo en muestras pareadas de MO total y ADN de linfocitos T-CD3+. Tanto la 

preparación de librerías como la secuenciación propiamente dicha se llevaron a cabo en el 

Centro Nacional de Análisis Genómico (CNAG, Barcelona). Las librerías se prepararon a partir de 

1.5 µg de ADN genómico y se usó el protocolo SureSelect Human Exome Kit 51 Mb versión 5 

(Agilent Technologies®, Santa Clara, CA, EEUU). En un instrumento HiSeq 2500 de Illumina, se 

secuenciaron las muestras a una cobertura media mínima de 140x para las muestras tumorales 

y de 60x para las muestras control.  

En cuanto al análisis, consta de los mismos pasos ya descritos en el apartado 4.2 (página 58) y 

que se resumen en la figura 30.   

 

Figura 30. Resumen de los pasos seguidos para el análisis de los resultados de la secuenciación masiva 

(apartado 4.2, página 58). 

Brevemente, las lecturas fueron alineadas contra el genoma de referencia (hg19/GRCh37) 

utilizando el software GEM (155). El variant calling se llevó a cabo con los softwares MuTect, 

Strelka2 y Lancet, a partir de los cuales se obtuvo una lista de variantes somáticas candidatas 

(156–158).  

Para la anotación de variantes, se emplearon tanto bases de datos poblacionales (dbSNP, ExAC, 

Exome Variant Server y 1000 Genomes) como clínicas (COSMIC, ClinVar) y predictores 

funcionales in silico (SIFT, PolyPhen2, Mutation Assessor, Mutation Taster).  
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Para el filtrado de variantes, además de utilizar la información obtenida en la anotación de las 

distintas bases de datos, se llevó a cabo también un análisis visual usando el IGV (Broad 

Institute). Además, el origen somático de los resultados fue validado tras la comparación con los 

resultados de secuenciación del ADN germinal pareado de muestras de SP-CD3+. +). Se tuvieron 

en cuenta aquellas variantes somáticas con una VAF>5% a no ser que se tratase de variantes 

previamente asociadas a neoplasias mieloides. Posteriormente, se seleccionaron 4-6 SNVs 

candidatos para ser estudiados en SCs.  

3.3. Secuenciación masiva dirigida 

3.3.1. Preparación de librerías 

La preparación de librerías se llevó a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante empleando 

un panel de captura (SureSelectQXT Target Enrichment for Illumina Multiplexed Sequencing, 

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) que incluye regiones seleccionadas de 40 genes 

relevantes en patologías mieloides (tabla 23). Los pasos principales del protocolo se resumen en 

la figura 31.  

Tabla 23. Lista de los 40 genes con sus respectivos exones incluidos en el panel empleado. 

Gen Exones Gen Exones Gen Exones Gen Exones 

ASXL1 9, 11-12 DNMT3A Todos KMT2A 3-9 SF3B1 10-16 

ASXL2 11-12 EZH2 Todos KRAS 2-3 SMC3 Todos 

BCOR Todos ETV6 Todos MPL Todos SRSF2 1 

BCORL1 Todos FLT3 13-15, 20 NF1 Todos STAG1 Todos 

BRAF 15 GATA1 Todos NPM1 10-11 STAG2 Todos 

CALR 9 GATA2 Todos NRAS 2-3 TET2 Todos 

CBL 8,9 IDH1 Todos PTPN11 Todos TP53 3-11 

CEBPA Todos IDH2 Todos RAD21 Todos U2AF1 2-6 

CSF3R Todos JAK2 Todos RUNX1 Todos WT1 2-10 

CSNK1A1 3-4 KIT 2,8-14,17 SETBP1 4 ZRSR2 Todos 
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Figura 31. Etapas de la preparación de librerías con el protocolo SureSelectQXT Target Enrichment for 

Illumina Multiplexed Sequencing (Agilent Technologies). 

3.3.2. Secuenciación y análisis 

La secuenciación se llevó a cabo en el Servicio de Genómica del IGTP en un MiSeq (Illumina) 

realizando lecturas pair-end 2x75 pb a una cobertura media de 1000x. Con excepción del primer 

paso, el análisis bioinformático de la TDS se llevó a cabo con un pipeline propio descrito 

anteriormente en el apartado 4.2 (página 58). En la figura 28 se resumen los pasos que se 

siguieron para el análisis de los datos de secuenciación.  
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La TDS, se ha utilizado para validar los SNVs (en genes mieloides) detectados por WES y detectar 

otras mutaciones relevantes (en genes mieloides) que pudieran estar a muy baja frecuencia. Al 

secuenciar a una cobertura mayor, la sensibilidad es superior, lo cual facilitaría la detección de 

alteraciones a baja frecuencia.  

4. Análisis en SC 

4.1. Diseño y validación de ensayos 

Para cada paciente incluido en este estudio, se diseñaron ensayos específicos TaqMan® (Thermo 

Fisher Scientific) dirigidos a detectar aquellos SNVs y CNAs seleccionados, previamente 

identificados mediante TDS, WES y SNP-A. Estos ensayos se basan en la utilización de sondas 

que emiten fluorescencia a medida que la reacción de PCR avanza, permitiendo hacer estudios 

en tiempo real (real-time).  

4.1.1. Ensayos de SNVs 

Para estudiar mutaciones puntuales, cada SNV se estudió con un ensayo que consiste en un par 

de primers (uno forward y uno reverse) que delimitan la región de interés, y un par de sondas 

específicas: una marcada con el fluorocromo VIC, que es complementaria a la secuencia wild-

type (normal) y otra marcada con el fluorocromo FAM, que es complementaria a la secuencia 

mutada (Figura 32). El diseño de estos ensayos custom de SNV se llevó a cabo con la herramienta 

online Custom TaqMan Assay Design Tool (Thermo Fisher Scientific).  

 

Figura 32. Representación de los componentes de los ensayos de tipo TaqMan® para el estudio de 

mutaciones puntuales.   

El siguiente paso fue llevar a cabo la validación de los ensayos de SNV, es decir, comprobar que 

cada uno es específico de las alteraciones que se quieren estudiar. Esto se llevó a cabo mediante 

qPCR en la plataforma convencional QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (Thermo Fisher 

Scientific). Cada ensayo validado fue testado por triplicado en la muestra tumoral del paciente 

(ADN total de MO) y en ADN de linfocitos T-CD3+ de un control sano (control negativo).  

El ensayo FAM (mutado) debe dar señal solamente en el ADN tumoral, mientras que el ensayo 

VIC (wild-type) tiene que ser positivo tanto en el ADN control como en el ADN tumoral (siempre 

que la mutación sea heterocigota). La diferencia entre señales tiene que ser suficiente para 

poder distinguir entre un ensayo positivo y otro negativo.  

4.1.2. Ensayo de CNAs 

En el caso de cada CNA, se seleccionaron 3 ensayos de copy number prediseñados (Thermo 

Fisher Scientific) dirigidos contra un gen localizado en la región alterada, cada uno de los cuales 

consiste en una pareja de primers que delimitan la región y una sonda específica marcada con 
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FAM. A diferencia de los ensayos de SNV, estos ensayos están prediseñados y validados por 

Thermo Fisher, por lo tanto, no requieren validación adicional. 

4.1.3. Ensayos control  

Además de estudiar los SNVs y CNAs seleccionados y específicos de cada paciente, en todos los 

casos se incluyeron los siguientes controles: 

● Control positivo para los ensayos de SNVs (SNV_ref): se usó como referencia un ensayo 

de genotipado pre-diseñado para un locus en heterocigosis (rs346172) previamente 

descrito (159).   

● Referencia endógena para el estudio de CNAs: número de copias del gen beta-2-

microglobulina (β2M), ya que es una región diploide del genoma (160).  

4.2. Captura y procesamiento de SCs  

La captura y procesamiento de SCs se llevó a cabo empleando el sistema C1 de Fluidigm® (San 

Francisco, CA, EEUU), empleando los chips de captura C1™ Single-Cell Open App™ IFC de 10–17 

µm para la captura de células tumorales (HSPC CD34+CD117+CD45+CD19-) y los de 5–10 µm para 

las células control (linfocitos T-CD3+ de un donante sano). El protocolo que se describe a 

continuación se basa en el descrito por el propio fabricante para la captura de SC y pre-

amplificación empleando ensayos TaqMan® (PN 100-6117) (Figura 33).  

 

Figura 33. Esquema donde se resumen de los pasos de captura y procesamiento de single cells empleando 

el sistema C1 de Fluidigm®.   

En ambos casos (células tumorales y células control) se partió de poblaciones celulares 

previamente separadas y criopreservadas (apartado 2.1, página 63). Para la captura de SC, la 

población celular de partida se descongela en medio RPMI 1640 (suplementado al 10% con 

suero fetal bovino) previamente atemperado a 37°C. Posteriormente, las células se centrifugan 

(5 minutos a 580g), se lavan con suspension buffer (Hanks´ Balanced Salt Solution, [Gibco, 14175-

053] suplementado con EDTA 1mM [Sigma-Aldrich, E6758] y 2% de suero fetal bovino [Gibco, 

10270106]) y tras centrifugar (5 minutos a 580g) y descartar el sobrenadante, el pellet celular se 

vuelve a resuspender en suspension buffer. Las células se incuban durante 15-20 minutos a 37°C 

y posteriormente se realiza el recuento en la cámara de Neubauer para ajustar la concentración 

a 1000 células/µL. 

A continuación, se cargan 15 µL de suspensión celular en el chip de la C1 que cuenta con 96 sitios 

de captura y se procede al loading. En este paso, cada célula es aislada en una cámara de 

reacción individual. El siguiente paso consta en verificar y anotar el número de células 

capturadas en cada sitio.  Para ello, se extrae el chip de la C1 y se visualiza cada sitio de captura 

con un microscopio óptico. En el análisis posterior, solo se tienen en cuenta aquellos sitios donde 

se ha podido verificar la captura de una única célula.  
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A continuación, se llevan a cabo la lisis celular y la pre-amplificación dirigida del ADN de cada SC. 

Tanto el buffer de lisis como la master mix de pre-amplificación se cargan en el chip, y a su vez, 

éste se vuelve a cargar en el sistema C1 donde tienen lugar ambas reacciones en cada uno de 

los sitios de captura. Por un lado, se preparan 9 µL de solución de lisis compuesta de 0.3 mg/mL 

de proteinasa K (Qiagen, 19131) y 0.01% de Tween 20 (Sigma Aldrich, P9416) en buffer salino 

HEPES (Sigma Aldrich, 51558). La lisis se lleva a cabo mediante una incubación de 50 minutos a 

60°C seguida de 10 minutos a 98°C. En cuanto a la master mix de pre-amplificación, ésta se 

prepara con 32.5 µL de TaqMan™ PreAmp Master Mix 2X (Thermo Fisher, 4391128) y 6.5 µL de 

una dilución 1:100 de primer mix (mix compuesta por todos los ensayos de las regiones de 

interés. 0.18 µM de cada ensayo). La desnaturalización del ADN tiene lugar durante 15 minutos 

a 95°C y posteriormente se llevan a cabo 18 ciclos de amplificación: 25 segundos a 95°C seguidos 

de 4 minutos a 60°C.   

El último paso consiste en recuperar el ADN pre-amplificado de cada SC. Para ello, se lleva a cabo 

una dilución 1:5 del producto de PCR empleando C1 DNA suspensión buffer (Fluidigm®, 100-

5319) en placas de 96 pocillos que luego se conservan a -20°C.  

4.3. Estudio mediante qPCR de las alteraciones genéticas en SC mediante la plataforma 

Biomark™ HD de Fluidigm® 

El Biomark™ HD de Fluidigm® consiste en un equipo automatizado de alto rendimiento de qPCR 

que emplea chips con tecnología de microfluídica. Esta última característica permite llevar a 

cabo reacciones con volúmenes (tanto de reactivos como de muestras) del orden de nanolitros, 

lo que supone una ventaja en términos de costes. Se dice que es de alto rendimiento porque 

permite estudiar en un solo run (un solo estudio) miles de reacciones en simultáneo. Este equipo 

emplea chips IFC (internal fluidic circuit, circuito de fluido interno) que en su interior poseen un 

sistema de microcircuitos y válvulas por donde fluyen cada una de las muestras y ensayos que 

se van repartiendo en cada una de las cámaras de reacción. Hay chips de diferente capacidad y, 

en el caso de este proyecto, se emplearon los 96.96 Dynamic Array GE IFC, que poseen espacio 

para un máximo de 96 muestras a ser analizadas con un máximo de 96 ensayos, lo que supone 

un total de 9216 reacciones de PCR en simultáneo. El protocolo que se describe a continuación 

se basa en el descrito por el propio fabricante (PN 100-2638 D1) y se resume en la figura 34.  

 

Figura 34. Representación esquemática de los pasos seguidos para el análisis de alteraciones genéticas en 

single cell empleando el Biomark™ HD (Fluidigm®). MO: médula ósea. SNV: single nucleotide variant 

(mutación puntual). CNA: copy number alteration (alteración en el número de copias).  
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Tal como se describe en el protocolo, cada chip del Biomark™ se rellena a partir de dos placas 

de 96 pocillos preparadas previamente y que contienen las muestras y los ensayos, 

respectivamente. A modo de resumen: 

A) Placa de ensayos 

• Diseño de la placa: cada ensayo de SNV se estudió por triplicado mientras que cada 

ensayo de CNA fue estudiado por cuadruplicado. Como se ha mencionado 

anteriormente, además de los SNVs y CNAs seleccionados para cada paciente, en 

todos los casos se incluyó el SNV_ref (rs346172, control positivo para los ensayos 

de SNVs) y 3 ensayos contra el gen β2M (referencia endógena para el estudio de 

CNAs) (Figura 35).  

 

Figura 35. Representación del diseño de una placa de ensayos.  SNV: single nucleotide variant (mutación 

puntual). SNV_ref: SNV de referencia.  CNA: copy number alteration (alteración en el número de copias).  

• Preparación de la placa: cada pocillo de la placa de los ensayos se preparó 

mezclando 3 µL de 2X Assay Loading Reagent (Fluidigm® PN 100-7611) con 3 µL del 

correspondiente ensayo TaqMan® a 20X (primers a 18 µM y sondas a 4 µM). 

B) Placa de muestras 

• Diseño de la placa: en cada placa se estudiaron, además de las células de interés, 

10 SCs control (linfocitos T-CD3+ de un donante sano), ADN tumoral bulk del 

paciente en estudio, ADN total de linfocitos T-CD3+ de un donante sano (control 

negativo) y dos controles sin muestra o blancos (non template control, NTC). 

Teniendo en cuenta que estos controles ocupan 14 pocillos de la placa de 96, queda 

espacio para estudiar 84 células de interés en cada placa. Se estudiaron un 

promedio de 6 placas por paciente (3 al momento del DX/PRE y 3 al seguimiento). 

Además, para cada paciente estudiado, se incluyó una placa extra con células 

control: linfocitos T-CD3+ de un donante sano (células diploides). Los resultados de 

esta placa se utilizaron principalmente para el análisis de las CNAs.  

• Preparación de la placa: el primer paso consiste en la preparación de la master mix 

que se compone de 360 µL de TaqMan™ Fast Universal PCR Master Mix 2X no 

AmpErase™ UNG (Thermo Fisher, 4352042) y 36 µL de 20X GE Sample Loading 

Reagent (Fluidigm® PN 100-7610). Posteriormente, se reparten 3.3 µL de esta 

master mix en cada pocillo y, posteriormente, se añade a cada uno 2.7 µL de ADN 

pre-amplificado de la correspondiente célula de interés (proveniente de la reacción 

previa en el sistema C1).   
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Una vez cargadas las placas de ensayos y muestras en el chip, éste es introducido en el IFC 

Controller HX (Fluidigm®) para el loading. En este paso, el líquido contenido en cada pocillo se 

divide en nano volúmenes que se reparten entre las distintas cámaras de reacción donde se 

mezcla cada muestra con el respectivo ensayo. Una vez finalizado el loading, el chip se introduce 

en el Biomark™ HD, que contiene un sistema de qPCR (termociclador acoplado a un detector de 

fluorescencia). La reacción inicia con una thermal phase durante 40 minutos a 70°C y 30 

segundos a 60°C, seguida de una fase hot start (activación de la enzima) durante 60 segundos a 

98°C. Posteriormente se llevan a cabo 35 ciclos de PCR: 5 segundos a 97°C y 20 segundos a 60°C.  

Una vez terminada la reacción, el software Biomark Data Collection (Fluidigm®) genera un 

archivo de salida que contiene los datos crudos de la reacción de qPCR. El archivo .bml generado 

es el que se utiliza para analizar los resultados de dicha reacción.  

4.4. Análisis de datos 

4.4.1.  Análisis de los SNVs a partir de los resultados de qPCR 

Para analizar los resultados de los estudios de SNVs, los archivos .bml se cargaron y analizaron 

en el programa Fluidigm Real-Time PCR Analysis software v.4.3.1. Los resultados se pueden 

visualizar en un heatmap o en una tabla con los valores de Ct de cada reacción (Figura 36).  

 

Figura 36. Representación de los resultados de qPCR tras el análisis en el Fluidigm Real-Time PCR Analysis 

software. A la izquierda, la representación en un heatmap, a la derecha en una tabla con valores de Ct. 

Primero se estableció el threshold (umbral) para cada ensayo de forma manual, luego se 

visualizó el resultado de cada reacción y se descartaron aquellas células que no cumplieron con 

los criterios de calidad: se descartan las reacciones con Ct>30 y aquellas donde no hubo 

amplificación en los controles (tanto de SNVs como de CNAs). Además, siempre se comprobó 

que las 10 células control de la placa fuesen negativas para los ensayos de SNVs y positivas para 

el SNV_ref.  

Se consideró que una mutación estaba presente en heterocigosis en una célula cuando se 

detectaron las señales de las sondas mutadas y wild type (FAM y VIC, respectivamente). Por el 

contrario, se consideró que la mutación estaba presente en homocigosis en una célula cuando 

solo se detectaba señal correspondiente a la sonda mutada (FAM). Los resultados se pueden 

exportar en formato .csv o en un archivo de Excel para integrarlos con los resultados del análisis 

de CNAs.  

4.4.2. Análisis de copy number a partir de los resultados de qPCR 

Para el análisis de los datos crudos para el estudio de CNAs, se estableció el threshold de forma 

automática y después se siguió el mismo proceso que para los SNVs en el Real-Time PCR Analysis 

Software (Fluidigm®). Una vez pasados los filtros de calidad y con los resultados exportados en 
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un archivo .csv, se tiene un listado de valores de Ct para cada uno de los ensayos de interés y el 

de referencia. 

Para realizar el análisis de copy number (número de copias), se utilizó el método ΔΔCt (Applied 

Biosystems) para cada locus, con modificaciones para incorporar los datos de 3 ensayos distintos 

para la región de interés (región target) y otros 3 para la región de referencia (reference, en este 

proyecto la β2M) (161).  

El método ΔΔCt consiste en restar al valor de ΔCt (Cttarget – Ctreference) en la muestra problema, el 

valor de ΔCt de la muestra calibradora (la muestra control diploide). Cada valor ΔΔCt dará un 

valor calculado de número de copias (calculated copy number, cCN), a través de la siguiente 

relación: cCN = 4-ΔΔCt. El programa CopyCaller v2.1 (Applied Biosystems) se utilizó para estimar 

los cCN, comparando las 3 regiones del ensayo de referencia versus las 3 regiones del ensayo 

target. De esta forma, para cada región de interés de cada célula se obtuvieron 9 cCN. A 

continuación, se descartaron los cCN con un valor de confianza <0.5. Tampoco se tuvieron en 

cuenta aquellas células con un cCN>4.5, ya que el número de réplicas utilizadas no asegura la 

precisión necesaria para la estimación de CN superiores a 4.5 (162). Para cada ensayo de interés, 

se calculó la media ponderada de los valores de CN (wCN) siempre y cuando se dispusiera del 

valor del cCN para un mínimo de 3/9 réplicas. Cuando el valor de la wCN era inferior a 1.5 se 

consideró que en esa región existía una pérdida de material genético (CN = 1), mientras que si 

el valor de la wCN se encontraba entre 1.5-2.5 se consideró que la región no tenía alteración en 

el número de copias (CN = 2). Finalmente, si el valor de la wCN era 2.4, se consideró que en dicha 

región había una ganancia de material genético (CN = 3). 

El análisis de copy number de la placa de células control (células diploides) se empleó para 

establecer el error del método. Para cada región se calculó el porcentaje de células control cuyos 

valores de wCN erróneamente denotaban una pérdida o ganancia de material genético y se 

empleó la máxima frecuencia como threshold para determinar el número mínimo de células 

tumorales requeridas para considerar un subclon en el análisis de copy number (subclonal 

threshold). Solo se consideraron válidas y fueron incluidas en la etapa posterior de análisis 

aquellas poblaciones subclonales que superaron el subclonal threshold. 

4.4.3. Filtrado de las poblaciones obtenidas e identificación de subclones presentes en cada 

muestra estudiada 

El siguiente paso fue combinar el análisis de SNVs y CNAs de cada SC y agrupar aquellas células 

con el mismo perfil para crear subpoblaciones. Se estimó un número total de células tumorales 

analizadas filtradas y en base a ello se calculó el porcentaje que suponía cada subpoblación 

respecto al total de células. En base a esto, se propuso la arquitectura clonal para cada muestra 

analizada (orden de adquisición de mutaciones) y evolución clonal tras analizar las muestras 

pareadas de cada paciente: DX/PRE y seguimiento.  

5. Análisis estadístico 

Se recopilaron los datos clínicos y biológicos como variables cualitativas y cuantitativas. Primero, 

se realizó un análisis descriptivo de las características principales de la cohorte de pacientes. Las 

variables categóricas se presentaron como frecuencias y porcentajes y las variables continuas 

como medianas y rangos. 
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1. Características de los pacientes 

En el estudio se incluyeron un total de 48 pacientes (30 hombres y 18 mujeres) cuyas principales 

características demográficas, clínicas y parámetros hematológicos se encuentran resumidos en 

la Tabla 24. La mediana de edad de los pacientes al diagnóstico fue de 72 años (rango: 44-85 

años). De acuerdo a los criterios de clasificación de la OMS del 2017, la cohorte abarcó 38 casos 

con SMD, de diferentes subtipos, además de 5 casos con LMMC, 3 con LMAs y 2 con CCUS. Los 

pacientes con SMD-DML constituyeron el subgrupo más grande (n=20), representando el 42% 

del total de pacientes. Los subgrupos SMD-EB-1 y SMD-EB-2 constituyeron el 15% (n=7) y el 17% 

(n=8), respectivamente. Se incluyó un solo paciente de los siguientes subtipos: SMD con del(5q) 

aislada, SMD-SA y SMD-DU. Los pacientes fueron estratificados a nivel de pronóstico de acuerdo 

al IPSS-R (163,13), siempre y cuando se dispusiera de los datos clínicos necesarios para calcular 

el score. Se calculó el IPSS-R para un total de 44/48 pacientes, incluyendo los pacientes con SMD 

(n=36/38), así como aquellos casos con LMMC (n=5) y LMAs (n=3), ya que se ha demostrado que 

el IPSS-R posee valor pronóstico en estos dos subgrupos (Tabla 24 y 25). Se excluyeron los casos 

de CCUS (n=2), ya que el IPSS-R no es aplicable a este subgrupo.  
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Tabla 24. Principales características de los pacientes incluidos en el estudio (n=48)  

Características Mediana (rango) N 
% del total de 48 

pacientes 

Pacientes  48  
Centro    

 Barcelona  21 / 48 44% 

 Göttingen  27 / 48 56% 
Edad (años) 72 (44 - 85)   

 <70  20 / 46 42% 

 ≥70  26 / 46 54% 
Género    

 Hombre  30 / 48 63% 

 Mujer  18 / 48 37% 
Parámetros hematológicos     

 Hemoglobina (g/dL) 9.87 (6.80 - 13.90)   
 Leucocitos (x109/L) 3.30 (1.05 – 60.19)   
 Plaquetas (x109/L) 113 (4 – 661)   
 RAN (x109/L) 1.22 (0.01 – 34.14)   

Subtipo de la enfermedad    
 CCUS  2 / 48 4% 

 Clasificación de la OMS (2017)     
 SMD con del(5q) aislada  1 / 48 2% 
 SMD-SA  1 / 48 2% 
 SMD-DU  1 / 48 2% 
 SMD-DML  20 / 48 42% 
 SMD-EB-1  7 / 48 15% 
 SMD-EB-2  8 / 48 17% 
 LMAs  3 / 48 6% 
 LMMC  5 / 48 10% 
IPSS-R    

 Muy bajo   8 / 48 17% 

 Bajo   13 / 48 27% 

 Intermedio  8 / 48 17% 

 Alto   7 / 48 15% 

 Muy alto   8 / 48 17% 
 Indeterminado  4 / 48 8% 

Blastos en MO 4% (0 - 36%)   

 <5%  28 / 48 58% 

 ≥5%  20 / 48 42% 
Citogenética (CC/FISH)    

 Cariotipo normal  31 / 48 65% 

 1 alteración  13 / 48 27% 
 2 alteraciones  1/48 2% 
 ≥ 3 alteraciones  3/48 6% 

SNP-A    

 SNP-A normal  18 / 25 38% 

 SNP-A alterado  7 / 25 15% 
Secuenciación masiva dirigida    

 Normal  7 / 48 15% 

 Alterada  41 / 48 85% 

Abreviaturas: MO: médula ósea. CC: citogenética convencional. CCUS: clonal cytopenia of undetermined significance (citopenia 

clonal de significado incierto). LMMC: leucemia mielomonocítica crónica. IPSS-R: Revised International Prognostic Scoring System. 

RAN: recuento absoluto de neutrófilos. SMD-EB: SMD con exceso de blastos. SMD-DML: SMD con displasia multilínea. SMD-SA: SMD 

con sideroblastos en anillo. SMD-DU: SMD con displasia unilínea. LMAs: leucemia mieloide aguda secundaria. SNP-A: single 

nucleotide polymorphism array. OMS: Organización Mundial de la Salud.  



78 
 

Tabla 25. Resultados de la CC, SNP-A, TDS y datos clínicos de los pacientes incluidos en el estudio. 

Paciente 

Subtipo de 
acuerdo a 

la OMS 
2017 

Edad al 
diagnóstico 

Género  
Hb 

[g/dL] 

Recuento de 
leucocitos 
[x109/L] 

Plaquetas 
[x109/L] 

RAN 
[x109/L] 

Blastos 
en MO 

[%] 

Citogenética 
(ISCN 2016) 

SNP-A 
(ISCN 2016) 

Grupo de 
riesgo 

citogenético 
(163) 

Score 
IPSS-R 

(13) 

Grupo de 
riesgo 

(basado en el 
IPSS-R) (13)  

Número de 
mutaciones 

01-GOE CCUS 76 Mujer 13.3 4.69 124 3.56 0 46,XX[25] NR Bueno - - 1 

02-GOE DML 69 Hombre 13.4 3.83 65 2.30 0 46,XY[20] arr(1-22)x2,(XY)x1 Bueno 1.5 Muy bajo 0 

03-GOE EB-2 69 Hombre 8.8 1.05 15 0.34 9 47,XY,+8[24]/46,XY[1] NR Intermedio 6.5 Muy alto 3 

04-GOE EB-2 73 Hombre 9.8 1.83 35 0.64 16 46,XY[40] 

arr[hg19] 1q21.1q21.2(144,336,554-147,382,626)x2~3, 
q21.2q44(149,939,136-249,104,496)x2~3, 

2p23.3(24,649,800-26,484,894)x1, 8p23.3q24.3(158,048-
146,295,771)x2~3 

Bueno 6.5 Muy alto 0 

05-GOE EB-1 57 Mujer 9.9 1.07 310 0.04 9 46,XX[20] arr(1-22,X)x2 Bueno 4.5 Intermedio 2 

06-GOE DML 83 Mujer 11.5 5.24 94 3.56 2 46,XX[20] NR Bueno 1.5 Muy bajo 3 

07-GOE DML 74 Hombre 9.1 2.86 182 1.09 2 45,X,-Y[20] NR Muy bueno 1 Muy bajo 2 

08-GOE EB-2 69 Mujer 7.2 1.81 113 0.91 3 

46,XX,del(5)(q13q33)[3]/45~46,idem,7
,+18,der(12;18)(q10;p10),r(18)(p11?q2
2?),+del(18)(q12q21)[cp19]/46,idem,t(

7;8)(q21;q24.2)[2]/46,XX[1] 

NR Muy malo 5.5 Alto 2 

09-GOE DML 82 Hombre 10.5 3.13 67 1.22 3 46,XY[25] arr(1-22)x2,(XY)x1 Bueno 2.5 Bajo 3 

10-GOE EB-1 75 Hombre 7.7 15.52 98 12.88 10 46,XY[25] arr[hg19] 7q22.1q36.3(101,355,401-159,119,220)x2 hmz Bueno 5 Alto 2 

11-GOE DU 84 Hombre 8.2 1.91 266 0.80 2 46,XY[25] arr(1-22,X)x2 Bueno 2 Bajo 3 

12-GOE DML 75 Hombre 7.8 1.38 4 0.07 6 46,XY[26] arr(1-22)x2,(XY)x1 Bueno 6 Muy alto 2 

13-GOE DML 44 Mujer 6.8 3.4 393 2.24 7 46,XX[20] arr[hg19] 7q22.3q36.3(105,340,046-159,119,220)x2 hmz Bueno 4.5 Intermedio 4 

14-GOE EB-2 73 Hombre 9.7 3.12 104 1.00 15 46,XY[20] arr(1-22,X)x2 Bueno 5 Alto 3 

15-GOE DML 78 Mujer 11.2 3.34 63 1.90 5 45,XX,-7[2]/46,XX[5]1 NR Malo 5.5 Alto 2 

16-GOE DML 61 Mujer 9.6 4.75 21 2.85 4 46,XX[25] arr(1-22,X)x2 Bueno 4 Intermedio 0 

17-GOE LMMC 85 Hombre 9.3 12.7 16 3.94 0 46,XY[25] arr(1-22)x2,(XY)x1 Bueno 3 Bajo 6 

18-GOE SA 69 Hombre 8.9 3.93 68 2.99 0 
46,XY,der(7)t(1;7)(q25?;q32?)[2]/46,X
Y,+1,der(1;14)(q10;q10)[2]/46,XY[26] 

NR Intermedio 3.5 Intermedio 4 

19-GOE EB-1 55 Mujer 10.1 4.29 219 2.40 5 46,XX[11] NR Bueno 3 Bajo 0 

20-GOE DML 72 Hombre 8.8 3.25 132 1.46 1 46,XY[19] NR Bueno 2 Bajo 2 

21-GOE CCUS 73 Hombre 10.7 9.35 220 7.48 4 46,XY[20] NR Bueno - - 1 

22-GOE EB-1 69 Hombre 13 8.13 40 5.04 9 47,XY,+8[5]/46,XY[20] NR Intermedio 5 Alto 6 

23-GOE DML 68 Mujer 9.9 1.63 46 0.62 2 45,XX,-7[1]/46,XX[14]1 NR Malo 4.5 Intermedio 0 

24-GOE EB-1 61 Mujer 11.6 1.09 165 0.17 6 46,XX[22] arr(1-22,X)x2 Bueno 3.5 Intermedio 1 

25-GOE sLMA 80 Hombre 10.3 2.43 103 0.12 30 47,XY,+12[2]/46,XY[23] NR Intermedio 5.5 Alto 1 

26-GOE DML 77 Hombre 13.1 2.53 93 0.96 3 45,X,-Y[25] NR Muy bueno 1.5 Muy bajo 2 

27-GOE DML 77 Hombre 8.8 5.71 226 1.60 3 46,XY[25] arr(1-22)x2,(XY)x1 Bueno 3 Bajo 3 

28-BAR DML 67 Hombre 11.7 8.1 47 4.67 4 46,XY[20] arr[hg19] 1q22.12(36,031,042-37,417,463)x1 Bueno 3 Bajo 3 

29-BAR DML 71 Hombre 13.4 8.65 97.5 0.45 3 46,XY[20] arr(1-22)x2,(XY)x1 Bueno 3 Bajo 3 

30-BAR del(5q) 65 Mujer 8.5 2.1 306 0.87 0 46,XX,del(5)(q12q33)[12]/46,XX[3] NR Bueno 2 Bajo 1 

31-BAR DML 74 Hombre 11.6 9.13 282 5.72 0 46,XY[20] arr[hg19] 7q11.23(72,404,175-72,718,124)x1-2 Bueno 1 Muy bajo 2 

32-BAR sLMA 60 Hombre 7.8 2.5 92 0.43 27 46,XY[30] arr(1-22)x2,(XY)x1 Bueno 6.5 Muy alto 2 
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33-BAR sLMA 80 Mujer 8.1 1.6 10 0.52 36 
45,XX,-

3,del(5)(q12q33),add(6)(p25)x2[4],der
(12)t(3;12)(q13;p11.2)[cp5]/46,XX[2] 

NR Muy malo 9.5 Muy alto 1 

34-BAR EB-2 57 Hombre 6.8 3.7 225 1.85 13 46,XY,t(3;3)(q21;q26)[4]/46,XY[16] NR Intermedio 6.5 Muy alto 1 

35-BAR EB-2 68 Mujer 8.1 2.7 156 0.33 17 

47-‑50,XX,-
3[16],del(3)(p13p15)[3],del(5)(q22q35
),+10[5],del(10)(p11.2)[6],‑11[5],add(1
3)(p10)[5],add(15)(p10),add(17)(p13)[

14],+mar1,+mar2[cp20] 

NR Muy malo 8.5 Muy alto 1 

36-BAR DML  Hombre - - -  - 4 46,XY[20] arr(1-22)x2,(XY)x1 Bueno ND ND 2 

37-BAR DML 76 Hombre 10.5 5.8 86 2.13 3 47,XY,+21[5]/46,XY[15] NR Intermedio 3.5 Intermedio 4 

38-BAR DML 56 Hombre 9.1 9.4 225 -  1 46,XY[7] arr(1-22)x2,(XY)x1 Bueno 3 Bajo 0 

39-BAR LMMC  Hombre - - -  - 12 47,XY,+8[14]/46,XY[3] NR Intermedio ND ND 8 

40-BAR LMMC 79 Mujer 11.1 60.19 278 34.14 3 47,XX,+21[13] NR Intermedio 3 Bajo 1 

41-BAR DML 45 Hombre 9.77 2.71 216 1.24 1 46,XY[20] arr(1-22)x2,(XY)x1 Bueno 2 Bajo 0 

42-BAR EB-2 53 Mujer 10 2.7 120 0.89 18 
3 metafases con inv(3)(q21q26), 

confirmado por FISH 
NR Malo 6 Muy alto 2 

43-BAR LMMC 70 Hombre 11.8 8.86 661 2.03 3 46,XY[20] arr[hg19]  12q21.31q21.33(86,475,688-89,433,309)x2 hmz Bueno 2 Bajo 5 

44-BAR EB-2 76 Mujer 9.2 1.7 53 0.01 10 46,XX[7] arr[hg19]  5p13.2p13.1(35,659,055-38,973,499)x2-3 Bueno 5 Alto 1 

45-BAR DML 70 Mujer 10.2 2.95 230 0.79 1 46,XX[20] NR Bueno 1.5 Muy bajo 1 

46-BAR EB-1 67 Mujer 10.7 3.4 198 1.49 8 46,XX[20] arr(1-22,X)x2 Bueno 3 Bajo 1 

47-BAR DML 74 Hombre 9.83 2.48 183.2 0.03 3 46,XY[20] arr(1-22)x2,(XY)x1 Bueno 3.5 Intermedio 4 

48-BAR LMMC 72 Hombre 13.9 14.9 113 1.17 2 46,XY[20] arr(1-22)x2,(XY)x1 Bueno 1 Muy bajo 4 

1La monosomía de los casos 15-GOE y 23-GOE fueron comprobadas adicionalmente mediante FISH: 5% y 45% respectivamente. ND: no disponible. NR: no realizado. 
Abreviaturas: CC: citogenética convencional. CCUS: citopenia clonal de significado incierto. del(5q): SMD asociado a la deleción 5q aislada. DML: SMD con displasia multilínea. 
DU: SMD con displasia unilínea. EB-1: SMD con exceso de blastos tipo 1. EB-2: SMD con exceso de blastos tipo 2. Hb: hemoglobina. IPSS-R: Revised International Prognostic 
Scoring System. ISCN: International System for Human Cytogenetic Nomenclature. LMAs: leucemia mieloide aguda secundaria. LMMC: leucemia mielomonocítica crónica. 
MO: médula ósea. OMS: Organización mundial de la salud. RAN: recuento absoluto de neutrófilos. SA: SMD con sideroblastos en anillo. SNP-A: single nucleotide polymorphism 
array.  
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2. Aplicación combinada de la citogenética convencional, SNP-A y TDS 

La citogenética convencional (CC) fue aplicada en la totalidad de los casos incluidos, mientras 

que la técnica de FISH fue empleada en un caso puntual donde no se obtuvieron suficientes 

metafases (caso 42-BAR, Tabla 25). Por su parte, la técnica de SNP-A se aplicó en 25/31 pacientes 

que presentaban un cariotipo normal, lo cual permitió identificar CNAs (ganancias y pérdidas 

submicroscópicas) y regiones con CNN-LOH en 7/25 pacientes (Tabla 24). La combinación de la 

CC, FISH y SNP-A permitió detectar alteraciones cromosómicas en el 50% de los casos.  

Mediante la TDS de la MO se detectaron mutaciones somáticas en el 85% de los casos (41/48 

pacientes) (Tabla 24). De esta manera, se pudo confirmar la clonalidad en un mayor número de 

casos en comparación a si se hubiera empleado únicamente la CC. Sin embargo, en el caso 23-

GOE (45,XX,-7[1]/46,XX[14]; Tabla 25) la CC permitió detectar la monosomía 7 (solo en una 

metafase), la cual pudo ser confirmada mediante FISH (45% de células con la monosomía), 

mientras que la TDS no detectó ninguna mutación. Además, el caso 04-GOE no presentaba 

ninguna mutación en los genes analizados, pero sí múltiples alteraciones por SNP-A (Tabla 25). 

En general, la aplicación combinada de la CC, FISH, SNP-A y la TDS permitió la detección de 

alteraciones genéticas en 43/48 (90%) pacientes analizados (Figura 37).  

 
Figura 37. Frecuencia de casos en los que se ha detectado al menos una alteración empleando la 

combinación de técnicas mencionadas en cada caso.  Abreviaturas: CC: citogenética convencional. FISH: 

fluorescence in situ hybridization. SNP-A: single nucleotide polymorphism arrays. TDS: targeted deep 

sequencing.  

3. Aplicación de la TDS 

3.1. Perfil mutacional de los pacientes 

Se utilizó la muestra de MO como referencia para caracterizar el perfil mutacional de los 

pacientes ya que esta es la muestra que se emplea en la práctica clínica. La comparación de los 

resultados de la TDS de la MO con su respectiva muestra control pareada (SP-CD3+, utilizada 

para descartar aquellas variantes que no fueran somáticas) permitió la detección de mutaciones 

en 23 de los 51 genes comunes analizados. El gen más frecuentemente mutado fue TET2, 

presente en el 27% (13/48) de los pacientes (Figura 38). Otros genes frecuentemente mutados 

fueron: SF3B1 (n=10, 21%), SRSF2 (n=10, 21%), ASXL1 (n=7, 15%), EZH2 (n=6, 13%), ZRSR2 (n=6, 

13%), RUNX1 (n=5, 10%), U2AF1 (n=5, 10%) y TP53 (n=4, 8%). Dentro de los genes mutados en 

menor frecuencia (≤6%) se encontraban: DNMT3A (n=3), IDH1 (n=3), NRAS (n=3), STAG2 (n=3), 

BCOR (n=2), KRAS (n=2), PTPN11 (n=2), SETBP1 (n=2), CSNK1A1 (n=1), ETV6 (n=1), IDH2 (n=1), 

IKZF1 (n=1), RAD21 (n=1) y SH2B3 (n=1). Las mutaciones en los genes CSNK1A1 y SH2B3 solo se 
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detectaron mediante el panel de captura (Barcelona), puesto que los mismos no estaban 

incluidos en el panel de amplicones (Göttingen). 

 
Figura 38. Frecuencia de mutaciones por gen en los 48 pacientes estudiados. En la figura se indica la 

frecuencia de mutaciones encontradas en aquellos pacientes con <5% de blastos en MO (SMD y CCUS, 

azul), ≥5% de blastos en MO (SMD y LMAs, rosa) y LMMC (verde). Abreviaturas: CCUS: clonal cytopenia of 

undetermined significance (citopenia clonal de significado incierto). LMMC: leucemia mielomonocítica 

crónica. SMD: síndromes mielodisplásicos. LMAs: leucemia mieloide aguda secundaria. MO: médula ósea.  

Las mutaciones en los genes TP53 y SRSF2 se encontraron predominantemente en los casos de 

SMD de alto riesgo (SMD-EB-1 y SMD-EB-2) y pacientes con LMAs (Figura 38). Por otro lado, las 

mutaciones en DNMT3A se encontraron exclusivamente en pacientes con un recuento de 

blastos inferior al 5%. Este subgrupo incluía pacientes de riesgo bajo o intermedio, que fueron 

clasificados como CCUS, SMD con del(5q) aislada, SMD-SA, SMD-DU o SMD-DML. Además de las 

mutaciones en DNMT3A, también se observó una prevalencia de las mutaciones en SF3B1 en 

este subgrupo de pacientes.  

3.2. Cantidad relativa de alteraciones de acuerdo al subtipo de la OMS y al recuento de 

blastos en MO 

El promedio de alteraciones detectadas mediante CC, SNP-A y TDS, se correlacionó con el 

subgrupo de riesgo de acuerdo al IPSS-R (Figura 39A). Cabe destacar que se observó un número 

superior de alteraciones detectadas mediante CC y SNP-A en los pacientes clasificados de alto y 

muy alto riesgo de acuerdo al IPSS-R, mientras que el número de mutaciones somáticas no difirió 

notablemente en los distintos grupos de riesgo. 
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Figura 39. El promedio de alteraciones se correlaciona con la categoría de riesgo del IPSS-R y con la 

clasificación de la enfermedad. La figura indica el número de alteraciones detectadas mediante 

citogenética convencional y fluorescence in situ hybridization (FISH, en azul), single nucleotide 

polymprphism arrays (SNP-A, en lila) y por secuenciación masiva dirigida (TDS, en rosa). Abreviaturas: 

IPSS-R: revised international prognostic scoring system. SMD-DML: síndrome mielodisplásico con displasia 

multilínea. SMD-EB: síndrome mielodisplásico con exceso de blastos. LMMC: leucemia mielomonocítica 

crónica.  

De manera similar a lo observado en los grupos de riesgo del IPSS-R, se observó una correlación 

entre el número de alteraciones genéticas y los subtipos de SMD de acuerdo con la clasificación 

de la OMS (Figura 39B) (3). Se observó un incremento de la cantidad de alteraciones 

cromosómicas (detectadas por CC y SNP-A) en los pacientes con subtipos morfológicos de mayor 

riesgo (SMD-EB) comparado con los pacientes con SMD-DML o LMMC. 

A parte de los pacientes con SMD, también fueron incluidos 5 pacientes con LMMC. De manera 

notable, el promedio de mutaciones encontradas en este subgrupo de pacientes fue de 4.8, cifra 

superior a cualquier otro subgrupo analizado (SMD-DML: 2.0, SMD-EB: 1.8. Figura 39B). En 

contraste con la alta frecuencia de mutaciones somáticas detectadas en este subgrupo de 

pacientes, se detectaron pocas alteraciones citogenéticas. Además, el análisis mutacional reveló 

un alto número de alteraciones en los genes implicados en la vía de señalización de RAS 

(NRAS/KRAS) y STAG2 (Figura 38).  

3.3. Detección cualitativa de mutaciones en función de la muestra utilizada 

El principal objetivo de este estudio fue evaluar la aplicabilidad de las muestras de SP como 

muestra tumoral para el estudio de los SMD mediante TDS y comparar los resultados con 

aquellos obtenidos a partir de MO. Como muestra alternativa a la MO, se evaluó SP-CD34+ y SP-

MC. Los linfocitos T-CD3+ (SP-CD3+) fueron usados como muestra germinal (control pareado).  

De manera global, se identificaron 105 mutaciones somáticas en 41 de los 48 pacientes 

analizados (Figura 40, Tabla 26). Un total de 93 mutaciones (89%), fueron detectadas en las 3 

muestras tumorales (MO, SP-CD34+ y SP-MC). Se pudieron identificar 100/105 (95%) 

mutaciones en la MO, 102/105 (97%) mutaciones en las SP-CD34+ y 95/105 (90%) mutaciones 

en las SP-MC. Así, 10 mutaciones no fueron detectadas en las SP-MC. Hubieron solo tres casos 

(37-BAR, 43-BAR y 46-BAR) en los cuales una mutación se encontró de manera exclusiva en la 

MO y no pudo ser detectada en ninguna muestra de SP. En contrapartida, también hubo dos 

casos (13-GOE y 25-GOE) en los cuales se detectaron mutaciones en ambas muestras de SP pero 

no así en la MO. Además, se identificaron 7 mutaciones en las SP-CD34+ que estaban ausentes 
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en las SP-MC, dos de ellas se detectaron de manera exclusiva en las SP-CD34+ y pertenecían al 

mismo paciente (42-BAR).  

Es de destacar que, en la mayoría de los casos mencionados anteriormente, las discrepancias 

entre las muestras analizadas pudieron deberse a los bajos valores de VAF (<5%) para dichas 

mutaciones (Tabla 26). El reanálisis de los datos de secuenciación reveló que en la mayoría de 

los casos, dichas mutaciones habían sido descartadas en el proceso de filtrado debido a que la 

VAF se encontraba por debajo del punto de corte del 5% que había sido establecido 

previamente. La inclusión de las variantes a VAFs tan bajas como 1%, permitió la detección de 

102/105 (98%) de las mutaciones en las tres muestras analizadas (Figura 40).  

 

Figura 40. Diagrama de Venn con el número de mutaciones detectadas por TDS en las muestras de MO, 

SP-MC y SP-CD34+. Los números entre paréntesis se obtuvieron tras incluir aquellas variantes detectadas 

a VAFs <5% después del reanálisis. MO: médula ósea. SP-MC: células mononucleadas de sangre periférica. 

SP-CD34+: células CD34+ de sangre periférica. TDS: secuenciación masiva dirigida. VAF: frecuencia alélica 

de la variante. 
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Tabla 26: Mutaciones somáticas identificadas mediante secuenciación masiva dirigida 

Paciente Gen Cr. 
Coordenada 

de inicio 
(hg19) 

Variante 

VAF Coverage 

MO SP-CD34+ SP-MC MO SP-CD34+ SP-MC 

01-GOE DNMT3A chr2 25466791 c.1344delG p.L448fs 22 21.7 13.8 15385 12192 13022 

03-GOE 

ETV6 chr12 12038873 c.1166T>G p.M389R 27 26 20.5 

13324 13137 13717 U2AF1 chr21 44524456 c.101C>A p.S34Y 35.6 25.3 27.2 

IKZF1 chr7 50450292 c.215A>G p.N72S 29.9 29.2 23.8 

05-GOE 
SRSF2 chr17 74732959 c.284C>T p.P95L 5.8 6.4 <5.0 

15302 16176 13621 
IDH1 chr2 209113113 c.394C>T p.R132C 25 34.2 12.9 

06-GOE 

SF3B1 chr2 198267371 c.1986C>A p.H662Q 38.8 23.8 28.8 

10519 13832 12165 
TET2 chr4 106156615 c.1516A>T p.R506X 41.3 28.6 30.4 

EZH2 chr7 148524348 
c.515_518del 
p.E172fs 

39.1 29.2 28.2 

07-GOE 

TET2 chr4 106193801 c.4264delA p.K1422fs 27.5 31.3 13.4 

12991 9998 9593 
ZRSR2 chrX 15840980 

c.1064_1065insCTCCT 
p.S355fs 

34.6 50 15.3 

08-GOE 
TP53 chr17 7577100 c.442A>G p.R148G 16 5.2 23.9 

14227 6577 8362 
TP53 chr17 7577536 c.349A>G p.R117G 55 86.3 19.4 

09-GOE 

SRSF2 chr17 74732960 c.283C>G p.P95A 30.1 35.5 23.1 

11174 8590 8625 TET2 chr4 106164065 c.3575G>T p.G1192V 29.9 39.1 25.2 

TET2 chr4 106180891 c.3920delG p.R1307fs 30.1 41.5 27.1 

10-GOE 
SRSF2 chr17 74732959 c.284C>A p.P95H 32.7 47.4 52 

8513 6860 10449 
RUNX1 chr21 36259209 c.201C>A p.S67R 42.4 48.4 48.6 

11-GOE 

SF3B1 chr2 198267371 c.1986C>G p.H662Q 40.9 39 26.3 

20985 14201 16532 TET2 chr4 106190830 c.4108G>A p.G1370R 34.7 28.1 16.8 

TET2 chr4 106196219 c.4553delC p.S1518X 43.1 37.6 25.1 

12-GOE 
U2AF1 chr21 44514777 c.470A>C p.Q157P 40.8 37.8 23.6 

11034 7254 12480 
TET2 chr4 106156485 c.1387delC p.P463fs 40.6 38.6 22.7 

13-GOE 

SETBP1 chr18 42531913 c.2608G>A p.G870S 21.8 54.5 23.9 

9028 13857 10046 
CEBPA chr19 33793314 c.112T>C p.S38P N.D.1 11.9 7.3 

ASXL1 chr20 31022441 c.1927dupG p.G643fs 16.7 38.1 21.6 

EZH2 chr7 148526941 splicing 32.3 94.5 51.1 

14-GOE 

PTPN11 chr12 112926888 c.1508G>A p.G503E 8.7 43.4 6.5 

15292 13597 14795 ASXL1 chr20 31023435 
c.2921dupA 
p.Y974_C975delinsX 

8.9 42.1 7.5 

EZH2 chr7 148504799 splicing 11.5 67.6 10.9 

15-GOE 
ASXL1 chr20 31023312 c.2798delC p.A933fs 5.3 7.6 5.4 

12311 10103 10936 
U2AF1 chr21 44514777 c.470A>C p.Q157P <5.0 5.3 <5.0 

17-GOE 

NRAS chr1 115258744 c.38G>A p.G13D 35.7 43.3 32.4 

13969 14087 16055 

SRSF2 chr17 74732959 c.284C>A p.P95H 40.3 45.7 45.5 

ASXL1 chr20 31022839 c.2324T>A p.L775X 36.4 45.6 39 

RUNX1 chr21 36231783 c.520C>T p.R174X 36.8 46.5 45 

BCOR chrX 39933140 
c.1458_1459insAGGG 
p.L487fs 

63.3 94 77.4 

STAG2 chrX 123184066 c.924C>A p.C308X 70.2 92.1 79.6 

18-GOE 

PTPN11 chr12 112888163 c.179G>T p.G60V 18.5 12.9 <5.0 

13277 12591 9988 
DNMT3A chr2 25467132 c.1176G>C p.W392C 40.6 45.7 27.6 

SF3B1 chr2 198267371 c.1986C>G p.H662Q 46.3 34.7 26.8 

U2AF1 chr21 44514777 c.470A>G p.Q157R 43.8 75.7 28.6 

20-GOE 
DNMT3A chr2 25467132 c.1176G>C p.W392C 10.9 8.1 14.2 

21348 17496 14778 
SF3B1 chr2 198266834 c.2098A>G p.K700E 11.2 6.2 15.3 

21-GOE SF3B1 chr2 198267371 c.1986C>G p.H662Q 24.5 34.7 31.2 10410 14474 10851 

22-GOE 

SRSF2 chr17 74732959 c.284C>T p.P95L 32.3 25.5 10.9 

4900 9253 9461 

RUNX1 chr21 36206720 c.710dupA p.Q237fs 23.9 16.9 10.1 

TET2 chr4 106158248 c.3149C>G p.S1050X 33.1 21.4 10.7 

TET2 chr4 106163989 splicing 8.7 7 5 

TET2 chr4 106197139 
c.5473_5476del 
p.Q1825fs 

43 27.7 38 

RAD21 chr8 117869645 c.548dupT p.L183fs 39.2 29.2 18.2 

24-GOE IDH1 chr2 209113113 c.394C>T p.R132C 31.1 20.4 10.2 14880 17154 17932 
25-GOE SRSF2 chr17 74732959 c.284C>G p.P95R <5.02 20.1 20.4 14652 5296 10531 

26-GOE 
TET2 chr4 106180781 c.3810delT p.T1270fs 23.8 40.2 20.9 

19675 9990 16165 
TET2 chr4 106190842 c.4120T>C p.C1374R 37.5 36.7 20.9 

27-GOE 
SRSF2 chr17 74732959 c.284C>G p.P95R 50.6 33.2 39.3 

7234 6735 16210 
TET2 chr4 106157593 c.2495delT p.V832fs 37.1 37.1 33.2 
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TET2 chr4 106194075 c.4537G>C p.E1513Q 38.9 34.4 30.9 

28-BAR 

EZH2 chr7 148514319 T>T/A 40.11 21.41 11.15 

1088 971 1378 U2AF1 chr21 44524456 G>G/A 42.92 22.25 10.03 

BCOR chrX 39932171 G>G/A 85.37 38.58 20.73 

29-BAR 

SF3B1 chr2 198266834 T>T/C 46.59 46.93 36.24 

959 924 1110 TET2 chr4 106190858 C>C/A 48.99 41.28 40.06 

TET2 chr4 106197285 T>T/C 49.46 43.23 38.16 

30-BAR SF3B1 chr2 198266834 T>C 18.05 9.81 <5.0 1129 1117 1088 

31-BAR 
ZRSR2 chrX 15841122 C>C/- 82.55 68.56 56.36 

1087 874 854 
ZRSR2 chrX 15841124 G>G/A 84.05 72.85 59.34 

32-BAR 
SRSF2 chr17 74732959 G>G/T 27 31 8 

948 1177 910 
STAG2 chrX 123210253 T>T/C 15.32 29.89 5 

33-BAR TP53 chr17 7578272 G>G/C 36.65 50.2 25.09 900 927 873 
34-BAR SF3B1 chr2 198266834 T>T/C 41.98 43.4 36.78 921 394 367 

35-BAR TP53 chr17 7577121 G>G/A 62.93 13.04 <5.0 1492 1023 1290 

36-BAR 
IDH1 chr2 209113113 G>G/T 34.69 20 24 

1276 1176 1143 
SRSF2 chr17 74732959 G>G/T 28.4 19 26 

37-BAR 

ZRSR2 chrX 15836766 G>G/A 86.13 36.09 33.57 

1053 1049 1050 
ASXL1 chr20 31022441 A>A/AG 34.02 14.92 15.8 

RUNX1 chr21 36252875 A>A/G 8.18 10.87 8.28 

EZH2 chr7 148506443 C>C/T 7.47 N.D. <5.0 

39-BAR 

TET2 chr4 106180891 A>A/G 44.81 49.35 46.82 

953 891 958 

TET2 chr4 106197207 G>G/- 44.36 48.28 44.12 

CSNK1A1 chr5 148892670 A>A/G 6.93 6.41 7.95 

EZH2 chr7 148544327 - > - /T 91.32 96.32 89.79 

KRAS chr12 25398281 C>C/T 12.95 11.31 17.27 

KRAS chr12 25398284 C>C/A 35.06 33.13 29.54 

ZRSR2 chrX 15841123 AG>AG/- 92.25 96.18 90.19 

STAG2 chrX 123195628 AGAT>AGAT/- 90.17 96.89 86.08 

40-BAR RUNX1 chr21 36231873 T>T/G 64.46 67.14 66.03 1004 1017 1066 

42-BAR 
NRAS chr1 115258745 C>C/G <5.0 29.3 <5.0 

1107 1483 1854 
SF3B1 chr2 198266834 T>T/C <5.0 34.63 <5.0 

43-BAR 

TET2 chr4 106197285 T>C 50.39 49.32 45.04 

928 834 922 

SH2B3 chr12 111884838 G>A 85.05 90.61 74.81 

SH2B3 chr12 111885168 C>A 5.42 <5.0 <5.0 

SETBP1 chr18 42529990 G>A 46.82 51.62 47.37 

ZRSR2 chrX 15836766 G>A 93.27 92.94 80.07 
44-BAR TP53 chr17 7578400 G>C 13.08 29.85 5.13 888 973 995 

45-BAR SF3B1 chr2 198267371 G>G/C 35.39 25.64 20.35 1660 1472 1350 
46-BAR TET2 chr4 106155467 - >T 5.35 N.D. N.D. 1264 894 920 

47-BAR 

IDH2 chr15 90631934 C>C/T 44 32 19 

921 887 910 
SRSF2 chr17 74732959 G>G/T 47 33 23 

ASXL1 chr20 31022541 G>G/T 19 12 7 

ZRSR2 chrX 15841224 C>C/- 92 64 45 

48-BAR 

NRAS chr1 115256521 A>A/C 37 30 29 

895 995 1026 

TET2 chr4 106164071 C>C/T 46 43 34 

TET2 chr4 106190867 A>A/G 43 42 36 

ASXL1 chr20 31022403 

CACCACTGCCATAGAG
AGGCGGC> 
CACCACTGCCATAGAG
AGGCGGC/- 

26 28 22 

N.D. No detectada.  
<5.0 Detectada, pero filtrada porque la VAF no superaba el punto de corte del 5% 
1 Detectada a una VAF del 8.8% en una muestra previa 
2 El análisis morfológico reveló una médula ósea hipocelular, lo cual podría explicar el bajo valor de VAF obtenido mediante TDS.   
Cr: cromosoma. MO: médula ósea. SP-MC: células mononucleadas de sangre periférica. SP-CD34+: células CD34+ de sangre periférica. TDS: 
secuenciación masiva dirigida. VAF: frecuencia alélica de la variante.  
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3.4. Detección cuantitativa de mutaciones  

La mayoría de las 105 mutaciones somáticas que fueron detectadas presentaban valores de VAF 

comprendidos entre 15% y 45% en las tres muestras tumorales estudiadas: 61 en MO, 57 en SP-

CD34+ y 56 en SP-MC. De manera notable, la distribución de los valores de VAF obtenidos a 

partir de muestras de MO (mediana: 36.4%, 5.0 - 93.3) y SP-CD34+ (mediana: 34.7%, 5.2 - 96.9) 

no diferían significativamente (p=0.954). En contraste, la TDS de la SP-MC reveló valores de VAF 

significativamente más bajos (mediana: 25.1%, 5.0 - 90.2) que los obtenidos en el caso de la MO 

(p=0.002) y de las SP-CD34+ (p=0.001; Figura 41A).  

Con el objetivo de comparar los valores de VAF obtenidos de las muestras de MO, SP-CD34+ y 

SP-MC de cada mutación individual, se llevó a cabo un análisis de correlación lineal (Figura 41B, 

y C). Este análisis reveló nuevamente una alta concordancia entre los valores de VAF obtenidos 

a partir de la TDS de la MO y de las SP-CD34+, puesto que la mayoría de los valores 

(representados por puntos) se agruparon cerca de la línea de bisección, indicando que los 

valores de VAF serían convergentes. La concordancia entre la línea de bisección y la línea de 

regresión (coeficiente de correlación R=0.46, p=3.10 x 10-6) de los valores de VAF enfatiza esta 

observación (Figura 41B).  

En contraste, los valores de VAF determinados para las muestras de SP-MC son 

significativamente más bajos para la mayoría de las mutaciones en comparación a sus 

respectivos valores en MO. Esta tendencia también se refleja en la incrementada desviación de 

la línea de regresión (R=0.57, P=2.33x10-09) con respecto a la línea de bisección (Figura 41C).  

 

Figura 41. Comparación de la carga mutacional detectada por TDS en las muestras de MO, SP-CD34+ y SP-

MC. A) Distribución de los valores de VAF para las 3 muestras analizadas. Los valores de VAF del segundo 

y tercer cuartil se encuentran entre el 15% y 45% en los tres tipos de muestras analizadas. La mediana de 

los valores de VAF (línea horizontal negra) en la MO, la SP-CD34+ y la SP-MC es de 36.4%, 34.7% y 25.1%, 

respectivamente. B y C) Correlación de los valores de VAF para las mutaciones identificadas en las 

muestras de SP-CD34+ y SP-MC con respecto a la MO, respectivamente. Los puntos denotan los valores 

de VAF para cada una de las mutaciones, las líneas de bisección y regresión están representadas en negro 

y rojo, respectivamente. R: coeficiente de correlación de Spearman.  

Cabe destacar que los valores de VAF representados en la figura 41 van del 0 al 100%, ya que 

representan los datos de VAF absoluta obtenidos de la TDS, y por tanto no están ajustados por 

el número de copias ni la cigosidad. Así por ejemplo, las mutaciones en los genes BCOR, 

STAG2 y ZRSR2, localizados en el cromosoma X, presentan una VAF>50% (en torno al 90%) en 

aquellos pacientes hemicigotos (6 hombres: 17-GOE, 31-BAR, 37-BAR, 39-BAR, 43-BAR y 47-BAR. 

Tabla 26). Otra variante a destacar, cuyo valor promedio de VAF en las tres muestras analizadas 

es de 83%, es una mutación en el gen SH2B3 (43-BAR. Tabla 26). En este caso, la región del 12q, 
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que es donde se encuentra codificado el gen, coincidentemente también se vio afectada por una 

CNN-LOH, por lo que el paciente presenta una mutación de SH2B3 homocigota. La mutación de 

EZH2 detectada en el paciente 39-BAR también presenta una VAF elevada (91% en MO). Dado 

que este paciente no tenía alteraciones en el cromosoma 7 detectadas por cariotipo, esta 

VAF sugiere que podría haber una CNN-LOH en esta región, pero no se pudo confirmar ya que 

no pudo realizarse el SNP-A. También destaca la variante detectada en el gen RUNX1 en el 

paciente 40-BAR a una VAF del 64% en MO. Teniendo en cuenta que el cariotipo ha revelado 

una trisomía 21, de origen somático, y que el gen RUNX1 se encuentra codificado en el 

cromosoma 21, la VAF sugiere que la mutación podría encontrarse en 2 de las 3 copias de dicho 

cromosoma.   
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1. Características de los pacientes  

En este estudio se incluyeron cuatro pacientes con SMD que, de acuerdo a los criterios de la 

OMS del 2017, fueron diagnosticados de SMD con deleción 5q aislada (3). Todos los casos 

correspondían a mujeres, con una mediana de edad al diagnóstico de 78 años (rango: 69-83 

años). Dichas pacientes se estudiaron al DX/PRE y, en el caso de tres de ellas, se incluyó al menos 

una muestra durante el seguimiento (mínimo: 3 meses, máximo: 33 meses). En la Tabla 27 se 

recogen las principales características clínicas y parámetros hematológicos de todos los 

momentos estudiados.  

Tres pacientes presentaban la deleción 5q como única alteración citogenética al diagnóstico, 

mientras que la paciente P3 presentaba además una traslocación recíproca entre ambos 

cromosomas 1. De acuerdo a los criterios de la OMS del 2017, esta alteración acompañante se 

admite para seguir categorizando a la paciente dentro del subgrupo de SMD con deleción 5q 

aislada (3,6). Además, todas las pacientes presentaron valores bajos de hemoglobina (mediana: 

9.9 g/dL; rango: 8.8 - 10.8), reflejo de la anemia, que es otra de las principales características de 

esta entidad.  
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Tabla 27. Características clínicas y hematológicas de las pacientes incluidas en el estudio 

SINTRA-REV: estudio en Fase III, multicéntrico, aleatorio, doble ciego, de Revlimid (lenalidomida) versus placebo en pacientes con síndrome mielodisplásico de bajo riesgo (IPSS bajo 

e intermedio-1) con alteración en 5q- y anemia sin necesidades transfusionales. En el momento de la muestra, S1 y S2 indican el seguimiento 1 y 2, respectivamente.  

Abreviaturas: CC: citogenética convencional. DX: diagnóstico. Hb: hemoglobina. IPSS-R: Revised International Prognosis Scoring System. MO: médula ósea. PRE: pre-tratamiento. 

RAN: recuento absoluto de neutrófilos. S1: seguimiento 1. S2: seguimiento 2. SNP-A: single nucleotide polymorphism array. Tto: tratamiento.  

Paciente 
Edad al 

DX y 
sexo 

Momento de la 
muestra 

Hb 
(g/dL) 

Leucocitos 
(x109/L) 

Plaquetas 
(x109/L) 

RAN 
(x109/L) 

Blastos 
en MO 

(%) 
Cariotipo (ISCN) IPSS-R Tratamiento 

P1  79 
Mujer 

DX 10.8 3.20 221 1.10  1.0 46,XX,del(5)(q13q33)[15]/46,XX[2] 
arr[hg19] 5q14.3q34(89575437-163450743)x1 

1 
Muy bajo 

SINTRA-REV 
 

P1   S1 (14 meses) 10.2 3.20 252 1.00  0.0 46,XX,del(5)(q13q33)[17]/46,XX[3] 
 

1 
Muy bajo 

 

P1  S2 (33 meses) 9.1 3.60 374 1.10  3.0 46,XX,del(5)(q13q33)[20] 
 

3 
Bajo 

 

P2  69 
Mujer 

PRE: 4 años desde el 
DX sin tratamiento   

8.8 4.10 233 2.10 0.5 46,XX,del(5)(q22q33)[6]/46,XX[14] 
arr[hg19] 5q21.2q34(102986652-162755919)x1, 
Xp22.31(6449753-8135644)x1 

2 
Bajo 

SINTRA-REV 
 

P2   S1 (14 meses) 9.3 4.60 262 1.52 0.5 46,XX[20] 
 

2  
Bajo 

 

P2    S2 (22 meses) 8.4 5.20 353 1.80 1.0 46,XX[20] 
 

2  
Bajo 

 

P3  77 
Mujer 

PRE: 2 años post DX 
(previamente: 
SINTRA-REV, soporte 
transfusional) 

10.5 6.40 166 3.90  1.5 46,XX,t(1;1)(p35;p36),del(5)(q12q33)[20] 
arr[hg19] 5q14.3q34(86255729-166126310)x1 

2  
Bajo 

Lenalidomida 

P4  83 
Mujer 

DX 
 

9.3 3.95 262 2.44 3.0 46XX,del(5)(q13q32)[9]/46,XX[11] 
arr[hg19] 5q21.3q34(107937392-165840296)x1 

3 
Bajo 

Lenalidomida 
 

P4   S1 (20 meses) 11.7 3.66 106 1.47 4.0 46XX,del(5)(q13q32)[9]/46,XX[11] 
 

2 
Bajo 
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2. Perfil mutacional de las pacientes  

Para estudiar el perfil mutacional de las pacientes, se utilizó el ADN tumoral bulk (MO total) del 

momento del DX/PRE con su respectivo control pareado (linfocitos T-CD3+ de SP) para llevar a 

cabo la WES y el análisis mediante SNP-A para detectar mutaciones y CNAs, respectivamente. 

Paralelamente, se secuenció a mayor profundidad (1000x) el ADN tumoral bulk del DX/PRE y del 

último seguimiento disponible mediante TDS de un conjunto de genes relacionados con las 

neoplasias mieloides. Después de analizar estos resultados, se seleccionaron las alteraciones 

candidatas para ser estudiadas a nivel de SC. 

2.1. Detección de mutaciones mediante WES y TDS 

En la Tabla 28 se resumen las principales características de las mutaciones detectadas en cada 

paciente mediante WES al momento del DX/PRE. En la misma tabla, se señalan aquellas que 

también se detectaron mediante TDS en la misma muestra y en el último seguimiento 

disponible.  

Mediante WES, se detectó una media de 7 mutaciones por paciente al momento del DX/PRE. 

Como era de esperarse, los valores de VAF detectados mediante TDS y WES fueron similares en 

las muestras de DX/PRE. En lo que respecta a las muestras de seguimiento, se detectaron las 

mismas mutaciones que al DX/PRE, a excepción de la paciente P4, y se observaron pocas 

variaciones en los valores de VAF. En dicha paciente se detectó una mutación en el gen TP53 en 

la TDS de la muestra del seguimiento que no había sido detectada previamente en la muestra 

del DX, ni por WES ni por TDS, lo que sugiere que fue una mutación adquirida durante el 

tratamiento con lenalidomida.  

En total, en las cuatro pacientes se detectaron 29 mutaciones, donde la alteración más frecuente 

fueron los SNV no sinónimos, o variantes missense (25/29 mutaciones), seguidos de los SNVs 

que generan una ganancia de un codón stop, o mutaciones nonsense (3/29 mutaciones), y 1 SNV 

que genera un cambio en un sitio de splicing (Figura 42).    

 

Figura 42. Distribución de las 29 mutaciones detectadas en las cuatro pacientes mediante WES al DX/PRE. 

Abreviaturas: DX: diagnóstico. PRE: pre-tratamiento. SNV: single nucleotide variant (variación de un único 

nucleótido). WES: whole exome sequencing (secuenciación masiva del exoma).  

Para los estudios en SC, se seleccionaron todos los SNVs detectados mediante TDS y la mayoría 

de SNVs detectados mediante WES, priorizando aquellos genes cuya función pudiese ser 

relevante en la hematopoyesis. Finalmente, y después de descartar aquellos ensayos de SNV 

cuya especificidad no pudo ser validada, se estudió una mediana de 4 (rango 3-6) SNVs por 
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paciente. En la Tabla 28 se resaltan en verde aquellos SNVs seleccionados y en la Tabla 29 se 

incluyen las secuencias de los ensayos diseñados para la detección de los mismos. 

Tabla 28. SNVs detectados mediante WES y TDS al DX/PRE y último seguimiento disponible. 

Pac. Gen Cr. Transcrito Tipo de variante 
Cambio de 
secuencia 

Cambio de 
aminoácido 

VAF (%) 

WES 
DX/PRE 

TDS 
DX/PRE 

TDS 
Seg. 

P1  CUX1 7 NM_001202543 Ganancia de stop c.3019C>T p.Arg1007* 3   

 SETBP1 18 NM_015559 SNV no sinónimo c.2612T>C p.Ile871Thr 15 14 17 

 MAP7D2 X NM_001168465 SNV no sinónimo c.116A>G p.Asn39Ser 24   

 TENM1 X NM_014253 SNV no sinónimo c.3857G>T p.Cys1286Phe 27   

 LRTOMT 11 NM_001145310 SNV no sinónimo c.671G>A p.Arg224His 34   

 CCDC168 13 NM_001146197 SNV no sinónimo c.122A>C p.Gln41Pro 34   

 TP53 17 NM_001126115 SNV no sinónimo c.448C>T p.Arg150Trp 39 38 42 

 NUP93 16 NM_001242795 SNV no sinónimo c.473C>A p.Ala158Asp 40   

 UNC79 14 NM_020818 SNV no sinónimo c.7055T>A p.Val2352Glu 44   

P2  LRRC45 17 NM_144999 SNV no sinónimo c.1670A>G p.Glu557Gly 7   

 CRIPAK 4 NM_175918 SNV no sinónimo c.25A>C p.Asn9His 7   

 CACHD1 1 NM_020925 SNV no sinónimo c.1161G>T p.Arg387Ser 9   

 IL21R 16 NM_181078 SNV no sinónimo c.179A>G p.Asp60Gly 27   

 SF3B1 2 NM_012433 SNV no sinónimo c.2098A>G p.Lys700Glu 40 39 43 

 YLPM1 14 NM_019589 Ganancia de stop c.4087C>T p.Arg1363* 46   

P3  CGNL1 15 NM_001252335 SNV no sinónimo c.3481C>A p.Arg1161Ser 7   

 IBSP 4 NM_004967 SNV no sinónimo c.231G>T p.Glu77Asp 8   

 SLC22A12 11 NM_144585 SNV no sinónimo c.232C>T p.Pro78Ser 14   

 TRIM24 7 NM_015905 SNV no sinónimo c.263A>G p.Tyr88Cys 14   

 SETD2 3 NM_014159 SNV no sinónimo c.6197A>G p.Asp2066Gly 21   

 FAT1 4 NM_005245 SNV no sinónimo c.1507G>A p.Ala503Thr 23   

 TCHH 1 NM_007113 SNV no sinónimo c.3770A>G p.Gln1257Arg 28   

 PPM1D 17 NM_003620 Ganancia de stop c.1434C>A p.Cys478* 29   

 SS18L1 20 XM_005260390 SNV no sinónimo c.604A>G p.Ser202Gly 29   

P4  TP53 17 NM_001276761 SNV no sinónimo c.283T>C p.Phe95Leu   7 

 SCUBE1 22 NM_173050 SNV no sinónimo c.1700C>T p.Ala567Val 8   

 BMP7 20 NM_001719 SNV no sinónimo c.908G>A p.Arg303His 14   

 NUP85 17 NM_024844 SNV no sinónimo c.877G>C p.Ala293Pro 17   

 DNMT3B 20 NM_006892 
Variante de 

splicing 
c.1906-
1G>T 

NA 21   

Se resaltan en verde aquellas alteraciones seleccionadas para los estudios en single cell.  

Abreviaturas: Cr: cromosoma. DX: diagnóstico. Pac: paciente. PRE: pre-tratamiento. Seg: seguimiento. 
SNV: single nucleotide variant (variación de un único nucleótido). TDS: targeted deep sequencing 

(secuenciación masiva dirigida). VAF: variant allele frequency (frecuencia alélica de la variante). WES: 

whole exome sequencing (secuenciación masiva del exoma).  
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Tabla 29. Ensayos específicos diseñados para los SNVs seleccionados para cada paciente incluido en el estudio. 

Paciente Gen Mutación Primer forward Primer reverse 
Sonda específica del alelo 

mutado (FAM) 
Sonda específica del alelo 

wild-type (VIC) 

P1 

NUP93 p.Ala158Asp ACCCTTGTGACTGTCTTTGGAAATT TCAGGAAACTTCGAACCAATTGGTAA CCAGCTGGTCCTGATG CAGCTGGGCCTGATG 

TP53 p.Arg150Trp CTTTCTTGCGGAGATTCTCTTCCT GCTTTGAGGTGCGTGTTTGTG TGCGCCAGTCTCT TGCGCCGGTCTCT 

LRTOMT p.Arg224His CCGCTTCTTGCAGTATGCTAAG GATGGCAGGGAAGTCTGGAA CGCTACCACTGCCG CGCTACCGCTGCCG 

SETBP1 p.Ile871Thr TCCCACAGTGAGGAGACGAT CTTGGTCAGAAGTGCTGTTGTTG CTGTCCCAGTGCCGC TCTGTCCCAATGCCGC 

CUX1 p.Arg1007* CGAAGCCATGGAGCAAGCT CAGAGCTGCATCCGGATGA AGGGTTCTCAGCCTTT AGGGTTCTCGGCCTTT 

P2 

SF3B1 p.Lys700Glu TGGCCAAAGCACTGATGGT TGGTTTTGTAGGTCTTGTGGATGAG AGCAGGAAGTTCG CAGCAGAAAGTTCG 
YLMP1 p.Arg1363* GGAGAGAAGAAAGAAATCGAGAGCAT TCGAATCCTCAACTCACCCCTAT ACGGAAATCTCAATCATA CACGGAAATCTCGATCATA 

CACHD1 p.Arg387Ser CATGATGGTGCTGAATCAGTTGAG ATCCGGTTGGGAAGGTTTGT TGGGCAGTTTCTAC TGGGCAGGTTCTAC 

P3 

PPM1D p.Cys478* CCCTCAAAAGATCCAGAACCACTTG CCAATTGGAAGGCTATTATTCAAAGAATCA CTTTAGCTCAATTTTC TTAGCGCAATTTTC 

SETD2 p.Asp2066Gly GGAGCTTCTTCGTTTCCTTTTCTCT CCCGAAGACTCCTAATAGGTCAAG CCCAGGCAAGCAA AGACCCAGACAAGCAA 

SS18L1 p.Ser202Gly GTCGTTCAGTCTCCATGATGCA CGACTGGCCCTGGTAGTG CGCACTACGGCTCG TCGCACTACAGCTCG 

FAT1 p.Ala503Thr CAATCGCAAACGGCACATGAT GTGAGAACGGGTACGTGACAT ACAGTATCACAAATTT CAGTATCGCAAATTT 

SLC22A12 p.Pro78Ser TGAGGCCCTCCTGGCTATTT GAAGCGGCGGCACTG CCCGGCGAGATGG CCCGGCGGGATGG 

TRIM24 p.Tyr88Cys CCCTGCCTGCACTCTTTCTG GGCCGAGCCCAGCAT CAGCGCTGCCTCAT CCAGCGCTACCTCAT 

P4 

TP53 p.Phe95Leu GTGGAATCAACCCACAGC AACTCTGTCTCCTTCCTCTTC AGATGCTTTGCC CAAGATGTTTTGCCA 

NUP85 p.Ala293Pro AGAGTTCAGCACAAATGTCTCT GTACAAGAGCCGAGTCACT AAGCTCCCTTG AAGCTGCCTTG 

BMP7 p.Arg303His CTAAGCATACCTGCCACG TCCACTTCCGCAGCAT TGGAGTGGTTC TGGAGCGGTTC 

Abreviatura: SNV: single nucleotide variant (variaciones de un solo nucleótido). 
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2.2. Detección de CNAs mediante SNP-A  

En la Tabla 30 se detallan las características de las alteraciones detectadas en las cuatro 

pacientes mediante SNP-A. En todos los casos, se pudo confirmar la deleción 5q previamente 

detectada mediante CC (Figura 43). Gracias a la técnica de SNP-A se definieron de forma más 

exacta los puntos de rotura de la deleción 5q de cada paciente. En el caso de la paciente P2 

también se detectó una microdeleción del brazo corto del cromosoma X de 1.67 Mb. Dicha 

alteración se encuentra por debajo del límite de resolución de la CC, por lo que únicamente se 

detectó mediante SNP-A (125,126). La paciente P3 presentaba una translocación recíproca entre 

ambos cromosomas 1, que no se detectó mediante SNP-A, ya que se trata de un reordenamiento 

balanceado que no genera cambios en el número de copias. Para los estudios de SC se tuvieron 

en cuenta todas las CNAs mencionadas en la Tabla 30. 

Tabla 30. Alteraciones detectadas mediante SNP-A 

Pac. Cr. 
Citobandas Coordenadas Número 

de copias 
Tipo de 

alteración 
Tamaño 

(Mb) Inicio Final Inicio Final 

P1  5 q14.3 q34 89575437 163450743 1 Pérdida 73.88 

P2  
5 q21.2 q34 102986653 162755919 1 Pérdida 59.77 
X p22.31 p22.31 6449753 8135644 1 Pérdida 1.67 

P3  5 q14.3 q34 86255729 166126310 1 Pérdida 79.87 

P4  5 q21.3 q34 107937392 165840296 1 Pérdida 57.90 

Abreviaturas: Cr: cromosoma. Mb: megabases. Pac: paciente. SNP-A: single nucleotide polymorphism 

array 

 
Figura 43. Representación del cromosoma 5 y los puntos de corte de la del(5q) en cada paciente.  

3. Arquitectura clonal en HSPC CD34+CD117+CD45+CD19- a partir del análisis de SC 

Una vez aplicados los filtros correspondientes (Materiales y métodos, apartado 4.4, página 71) 

en cada muestra estudiada, se calculó el número de células tumorales analizadas filtradas y en 

base a ello se calculó el porcentaje que suponía cada subpoblación respecto al total de células. 

Se obtuvo una mediana de 175 células por muestra (rango: 94-201), en base a las cuales se 

propuso la arquitectura clonal (orden de adquisición de mutaciones) y evolución clonal tras 

analizar las muestras pareadas de cada paciente: DX/PRE y seguimientos.  
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A continuación, se exponen los resultados obtenidos para cada una de las pacientes incluidas en 

el estudio con los respectivos clones detectados y la arquitectura clonar inferida en cada caso.  

3.1. Arquitectura clonal de la paciente 1 

En el caso de la paciente 1 (P1), se estudiaron un total de 6 alteraciones (5 SNVs y la del(5q)) al 

momento del diagnóstico y en dos muestras de seguimiento (Tablas 27,28 y 30). En la figura 44 

se representan los clones detectados y la arquitectura clonal propuesta para cada muestra 

analizada. 

En el momento del diagnóstico, se detectó un clon mayoritario con las mutaciones en TP53, 

LRTOMT, NUP93 y la del(5q). Siguiendo un proceso de evolución linear este clon dio lugar a otro 

que tenía, además de las anteriores, una mutación en SETBP1.  

Al comparar las muestras de seguimiento estudiadas con la del diagnóstico, se siguieron 

detectado ambos clones. Si bien aparecieron otros, estos dos continuaron estando en mayor 

proporción. Adicionalmente, se detectó un subclon transitorio (solo detectado en el primer 

seguimiento) con una mutación en CUX1. En la muestra del segundo seguimiento, este pequeño 

clon no se detectó y, en cambio, se detectó otro con los SNVs TP53, LRTOMT, NUP93 pero sin la 

del(5q). Se infiere que dicho clon podría preceder a todos los demás.  

Teniendo en cuenta que esta paciente se encontraba dentro del ensayo clínico SINTRA-REV, y 

que al momento de la redacción de la presente tesis dicho ensayo aún no ha finalizado, no es 

posible saber si la paciente había sido tratada o no con lenalidomida. 

En el momento en que fueron obtenidas las muestras de seguimiento, la paciente se encontraba 

estable, es decir; no había evidencia de mejora ni de progresión a nivel clínico. Teniendo en 

cuenta esta situación, se plantean dos posibles escenarios: 

A) Placebo: si la paciente no hubiese recibido tratamiento, los resultados podrían estar 

reflejando el curso natural de la enfermedad ya que no se observaron grandes cambios 

a nivel molecular ni se vieron nuevas alteraciones cromosómicas. Esta explicación sería 

plausible considerando que, de acuerdo a los criterios del IPSS-R, esta paciente cae en 

la categoría de muy bajo riesgo, y por tanto no se esperarían signos de progresión de la 

enfermedad en los seguimientos estudiados (13). 

B) Lenalidomida: por el contrario, si la paciente se hubiese encontrado bajo tratamiento 

con lenalidomida, la persistencia de la del(5q) podría ser un reflejo de la no respuesta al 

tratamiento. Esta hipótesis estaría sustentada por el hecho de que la paciente presenta 

una mutación en el gen TP53 desde el momento del diagnóstico. Varios estudios previos 

han asociado la presencia de esta mutación con menores tasas de respuesta al 

tratamiento con lenalidomida (75,76). 
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Figura 44. Clones detectados y arquitectura clonal propuesta para cada muestra analizada de la paciente 
1 (P1). En la parte superior de la figura se representan los clones detectados al DX (diagnóstico) S1 
(seguimiento 1) y S2 (seguimiento 2) con los respectivos valores de Hb (hemoglobina) Plt (plaquetas), Leu 
(leucocitos) y RAN (recuento absoluto de neutrófilos). En la parte inferior, se representa la arquitectura 
clonal propuesta para cada muestra analizada junto con el cariotipo correspondiente y el número de 
células estudiadas en cada momento. Se señalan en rojo las alteraciones que diferencian a cada clon. 
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3.2. Arquitectura clonal de la paciente 2 

En el caso de la paciente 2 (P2), en los estudios de SC se incluyeron 3 SNVs y 2 CNAs (Tablas 27, 

28 y 30). Además de la del(5q), se incluyó la del(Xp) que se detectó únicamente mediante SNP-

A.  

Los resultados al momento del pretratamiento revelaron la presencia de un clon con las 

mutaciones SF3B1, YLPM1 y la del(Xp) (Figura 45). Siguiendo un proceso de evolución ramificada 

este clon dio lugar a dos más: uno con la del(5q) y un subclon que en su lugar tenía una mutación 

en el gen CACHD1. A diferencia del primer caso estudiado, en esta paciente la del(5q) se 

encuentra en un clon secundario que en el momento del pretratamiento constituye el clon 

mayoritario dentro del compartimento de las HSPC CD34+CD117+CD45+CD19-.  

Después de 14 meses dentro del ensayo clínico SINTRA-REV, la paciente presentó un cariotipo 

normal aunque los estudios de SC demostraron que el clon con la del(5q) seguía presente en 

dicho momento, aunque solo se detectó en un 5% del total de células analizadas. En la segunda 

muestra de seguimiento (22 meses después de la muestra inicial), la del(5q) ya no se detectó ni 

por citogenética ni mediante estudios de SC. Por su parte, la proporción del subclon detectado 

en la muestra inicial (SF3B1, YLPM1, CACHD1 y la del(Xp)) fue incrementando a lo largo de las 

muestras estudiadas. A pesar de que la anemia persistió, estos resultados sugieren que la 

paciente se encontraba dentro de la rama del ensayo con tratamiento con lenalidomida y que 

adquirió una respuesta citogenética completa, ya que se logró eliminar el clon que contenía la 

del(5q).  

Además, cabe destacar que este es el único de los cuatro casos analizados donde se detecta una 

mutación en homocigosis. El SNV en YLPM1, que se había detectado a una VAF de 46% mediante 

WES, en los estudios de SC se detecta únicamente la señal FAM, lo que indica que, en cada célula 

analizada ambos alelos poseen la mutación. Teniendo en cuenta la VAF, no se esperaría que la 

mutación fuese homocigota, sin embargo, la diferencia probablemente se deba al hecho de que 

la WES se llevó a cabo a partir de ADN de MO total, donde la población estudiada mediante 

técnicas de SC (HSPC CD34+CD117+CD45+CD19-) constituye solo una fracción de la población 

total analizada mediante WES.  
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Figura 45. Clones detectados y arquitectura clonal propuesta para cada muestra analizada de la paciente 
2 (P2). En la parte superior de la figura se representan los clones detectados al PRE (pretratamiento) S1 
(seguimiento 1) y S2 (seguimiento 2) con los respectivos valores de Hb (hemoglobina) Plt (plaquetas), Leu 
(leucocitos) y RAN (recuento absoluto de neutrófilos). En la parte inferior, se representa la arquitectura 
clonal propuesta para cada muestra analizada junto con el cariotipo correspondiente y el número de 
células estudiadas en cada momento. * mutación en homocigosis. Se señalan en rojo las alteraciones que 
diferencian a cada clon.  
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3.3. Arquitectura clonal de la paciente 3 

Para los estudios de SC de la paciente 3 (P3), se seleccionaron 6 SNVs y la del(5q) como única 

CNA (Tablas 27, 28 y 30). Los resultados al momento del pretratamiento revelaron la presencia 

de dos clones cuya única diferencia era la alteración en el gen TRIM24 (Figura 46). Dos meses 

después de la obtención de esta muestra, la paciente progresó a una mielofibrosis y no se 

pudieron obtener más muestras de MO para los estudios de SC, debido a la fibrosis medular. 

Lamentablemente, la paciente fue exitus antes de poder obtener otra muestra de seguimiento.  

Considerando las alteraciones seleccionadas, y que se detectaron solo dos clones en la muestra 

de estudio, esta paciente no presenta una gran complejidad a nivel intratumoral. De hecho, no 

se espera una gran complejidad para ninguno de los pacientes incluidos en este estudio, al 

tratarse de pacientes de bajo riesgo. 

 

Figura 46. Clones detectados y arquitectura clonal propuesta para la muestra analizada de la paciente 3. 

A la izquierda de la figura se representan los clones detectados al PRE (pretratamiento) con los respectivos 

valores de Hb (hemoglobina) Plt (plaquetas), Leu (leucocitos) y RAN (recuento absoluto de neutrófilos). A 

la derecha, se representa la arquitectura clonal propuesta para la muestra analizada junto con el cariotipo 

correspondiente y el número de células estudiadas. Se señala en rojo la alteración que diferencia a un 

clon del otro.  
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3.4. Arquitectura clonal de la paciente 4 

En este último caso (P4), para los estudios en SC, se seleccionaron 3 SNVs y la del(5q) como única 

CNA (Tablas 27, 28 y 30).  

Los resultados de los estudios de SC al diagnóstico revelan la presencia de un único clon que 

presenta, además de la del(5q), las mutaciones en NUP85 y BMP7 (Figura 47). Posteriormente, 

se analizó una muestra de seguimiento obtenida 20 meses después del diagnóstico, mientras la 

paciente se encontraba en tratamiento con lenalidomida. En este punto, se observó que el clon 

detectado en el diagnóstico dio lugar a otro que había adquirido una mutación en TP53 y que, 

en proporción, constituye el clon mayoritario. Tal como se mencionó anteriormente, las 

mutaciones en TP53 se asocian con una menor respuesta al tratamiento con lenalidomida 

(75,76), lo cual estaría en línea con el hecho de que la paciente no adquirió una respuesta 

citogenética (en el cariotipo del seguimiento se seguía detectando la del(5q)) por más de que se 

hubiera alcanzado una respuesta hematológica que se traduce en una mejora en los niveles de 

hemoglobina.  

Paralelamente, también se detectó otro conjunto de células sin alteraciones genéticas. Lo más 

probable es que éstas correspondan a una población de células no tumorales, es decir, HSPC 

normales, sanas. Sin embargo, no se puede descartar que estas células tengan otras alteraciones 

(SNVs o pequeñas CNAs) que no fueron detectadas teniendo en cuenta que la WES y SNP-A solo 

se llevaron a cabo en las muestras de DX/PRE. Por más que se haya estudiado la MO bulk del 

seguimiento por TDS y CC, no se puede descartar la presencia de mutaciones en genes no 

incluidos en el panel así como CNAs  por debajo de los límites de resolución y sensibilidad de la 

CC (164).  
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Figura 47. Clones detectados y arquitectura clonal propuesta para cada muestra analizada de la paciente 
4 (P4). En la parte superior de la figura se representan los clones detectados al DX (diagnóstico) y S1 
(seguimiento 1) con los respectivos valores de Hb (hemoglobina) Plt (plaquetas), Leu (leucocitos) y RAN 
(recuento absoluto de neutrófilos). En la parte inferior, se representa la arquitectura clonal propuesta 
para cada muestra analizada junto con el cariotipo correspondiente y el número de células estudiadas en 
cada momento. Se señala en rojo la alteración que diferencia a un clon del otro.  
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Los SMD constituyen un grupo de enfermedades hematológicas clonales muy heterogéneo que 

se caracteriza por tener una hematopoyesis ineficaz, citopenias en SP y displasia en uno o más 

linajes mieloides. Basándose principalmente en estas características, y en un análisis 

morfológico de la SP y de la MO, la OMS distingue actualmente 8 subgrupos de la enfermedad 

(3,12). Si bien el SMD con del(5q) aislada es el único de ellos cuyo diagnóstico se asocia a una 

alteración citogenética concreta, la CC constituye una valiosa herramienta a la hora de evaluar 

el pronóstico de los SMD y asignar el score pronóstico de acuerdo al IPSS-R (55). Por su parte, si 

bien a día de hoy las técnicas de secuenciación no se encuentran incorporadas como parte de 

los estudios de rutina para el diagnóstico y seguimiento de los SMD, numerosos estudios han 

demostrado que las mutaciones en un grupo reducido de genes pueden tener impacto en el 

pronóstico del paciente e influenciar la respuesta a ciertos tratamientos (36,37,67).  

Uno de los subtipos de SMD mejor caracterizado es el SMD con del(5q) aislada. Además de la 

alteración citogenética que define a esta entidad, entre sus características destacan la anemia 

típicamente macrocítica y la displasia comúnmente megacariocítica. Ocurre con mayor 

frecuencia en mujeres y se caracteriza por un riesgo de progresión a LMA relativamente bajo 

(73). Esta entidad ha sido ampliamente caracterizada mediante técnicas de SNP-A 

(164,165,74,166,167) y estudios de secuenciación masiva (36,37,115,168). Los otros subtipos de 

SMD suelen presentar una mayor heterogeneidad y se clasifican en función al número de líneas 

con displasia, la presencia de SA en la MO (la presencia de mutaciones en SF3B1), y el porcentaje 

de blastos en MO y SP (3,12). 

Esta tesis se centra en la caracterización genética de los pacientes con SMD empleando 

principalmente la secuenciación masiva y el análisis de SC.  

En el Trabajo I se estudiaron mediante TDS muestras pareadas de MO, SP-MC y SP-CD34+ de 

una cohorte de 48 pacientes con SMD. Este trabajo se centró en evaluar la utilidad de emplear 

las muestras obtenidas a partir de SP como material alternativo para el estudio genético en los 

SMD. 

El Trabajo II se enfocó en el estudio de cuatro pacientes con SMD con del(5q) aislada. En primer 

lugar, mediante la combinación de la CC, SNP-A, TDS y WES, se llevó a cabo la caracterización 

molecular de estos pacientes en muestras de MO al DX/PRE. A partir de estos estudios, se 

seleccionaron una serie de alteraciones para cada paciente que, posteriormente, se estudiaron 

mediante el análisis de SC de HSPC de la MO en muestras al DX/PRE y los seguimientos 

disponibles. Los resultados de este análisis fueron correlacionados con las características 

clínicas, citológicas, citogenéticas y la evolución clínica de los pacientes, incluyendo la respuesta 

al tratamiento en aquellos pacientes tratados con lenalidomida.   

1. Utilidad de la CC y SNP-A en el estudio de los SMD 

La CC juega un papel importante en el estudio de los SMD, y de otras neoplasias mieloides 

relacionadas, ya que las alteraciones citogenéticas son fundamentales a la hora de establecer el 

diagnóstico y definir pronóstico de esta enfermedad (78).  

Tras estudiar la totalidad de los pacientes del Trabajo I de esta tesis mediante CC, se detectaron 

alteraciones en el 35% de los casos. Esta cifra es considerablemente inferior a la prevista de 

acuerdo a la literatura (aproximadamente 50%) (79,82), probablemente debido a la inclusión de 

casos con CCUS y LMMC los cuales no suelen presentar alteraciones citogenéticas. La CCUS hace 
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referencia a aquellos casos de citopenia de significado incierto que se caracterizan por presentar 

un componente clonal definido por la presencia una mutación somática, mientras que 

aproximadamente entre el 70-75% de los casos de LMMC suelen cursar con un cariotipo normal 

(23,169).  

En aquellos casos donde se observó un cariotipo normal mediante CC, la tasa de resultados 

positivos mediante SNP-A fue del 15%, lo cual confirma que la aplicación de esta técnica permite 

incrementar considerablemente la detección de alteraciones en estos pacientes y la 

consecuente confirmación de la clonalidad, especialmente dentro del contexto de un resultado 

de cariotipo normal. Este porcentaje se encuentra debajo de lo reportado anteriormente en la 

literatura (alrededor del 25%), probablemente debido a que no fue posible llevar a cabo el 

estudio mediante SNP-A en todos los casos con cariotipo normal debido principalmente a la 

insuficiencia de material (170,171). De forma global, mediante la combinación de la CC y SNP-A 

se pudo confirmar la clonalidad en un 50% de los casos, en comparación con un 35% de los casos 

que se hubiese obtenido considerando únicamente la CC. Muchas veces el diagnóstico de los 

SMD puede ser difícil ya que hay una serie de condiciones clonales y no clonales que de manera 

similar a un SMD, pueden generar displasia y/o citopenia. Es por ello que la confirmación de una 

alteración clonal puede ayudar en el proceso de diagnóstico (16). Así también, confirmar la 

clonalidad en un proceso de ICUS, redefiniría la condición del paciente a una CCUS, entidad que 

presenta un riesgo superior de progresión a SMD en comparación a un caso de ICUS (23).   

Por su parte, en el Trabajo II, la aplicación de los SNP-A permitió establecer de forma más precisa 

los puntos de rotura en 5q, lo cual es importante por dos motivos principales. Primeramente, en 

un estudio realizado por Jerez et al. en el año 2012 (166), determinaron que los pacientes con 

deleciones que involucran los extremos de las regiones centromérica y telomérica, se asociaban 

a un curso clínico más agresivo. Por otro lado, también es importante definir el punto de rotura 

para delimitar los genes implicados en la región delecionada. Se han descrito dos CDR en la 

región 5q: una que abarca las citobandas 5q32 y 5q33 y que contiene 44 genes (58,59,56,57) y 

otra en 5q31 que se encuentra más asociada a LMA y casos avanzados de SMD (59). Lo cierto es 

que en la mayoría de los pacientes las deleciones abarcan ambas CDR (166), tal como se pudo 

verificar en los cuatro casos de SMD con del(5q) aislada que fueron estudiados en el Trabajo II. 

A nivel técnico, esto fue relevante para los posteriores análisis en SC, ya que el gen seleccionado 

para el estudio de la del(5q) mediante dicha técnica fue el RPS14, que se encuentra en la CDR 

que abarca la citobanda 5q33.1. La deleción de dicha citobanda no se reportó en el resultado de 

la CC de la paciente P10, sin embargo, se pudo detectar mediante SNP-A (Tablas 27 y 30).  

2. Secuenciación masiva en el estudio de los SMD 

2.1. Perfil mutacional  

En el Trabajo I de esta tesis se caracterizó el perfil mutacional de una cohorte de 48 pacientes, 

compuesta principalmente por pacientes con SMD (80%), mediante TDS a partir de muestras de 

MO. Se observó que el 85% de los pacientes de la cohorte presentaban al menos una mutación 

somática. Dicha cifra es comparable con lo reportado anteriormente en otros estudios llevados 

a cabo con cohortes ampliamente superiores donde también se observó que los genes más 

frecuentemente mutados fueron los mismos: TET2, SF3B1, SRSF2 y ASXL1 (Figura 48) (36,37).  
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Figura 48. Comparación de los 10 genes más frecuentemente mutados en el Trabajo I (Martin et al., 

2018)(172) frente a los estudios de Papaemmanuil et al.,2013 (37) y Haferlach et al., 2014 (36).  

La subdivisión de la cohorte de pacientes de acuerdo al porcentaje de blastos en MO en <5% y 

≥5%, demostró una prevalencia de las mutaciones en SF3B1, DNMT3A y ZRSR2 en el grupo con 

un bajo porcentaje de blastos en MO (<5%) (Figura 38). Resultados similares con los genes SF3B1 

y DNMT3A fueron reportados anteriormente por Haferlach et al. y Pappaemanuil et al. (36,37). 

La prevalencia de la mutación en SF3B1 en el grupo de pacientes con blastos en MO <5% se 

asocia a la presencia de SA, lo cual constituye un marcador de buen pronóstico y bajo riesgo de 

progresión a LMA (29,173).  

Las mutaciones en el gen TP53 se encontraron predominantemente en el grupo con ≥5% de 

blastos en MO (Figura 38). Esta asociación es esperable, ya que tanto las mutaciones en TP53 

como el número elevado de blastos se asocian a un peor pronóstico. Además, los tres pacientes 

de la serie que presentan cariotipo complejo, presentan al menos una mutación en dicho gen. 

Esta asociación ha sido previamente descrita y se asocia a su vez con un pronóstico adverso, 

menor SG y mayor riesgo de progresión a LMA (101,107,174–176).  

Tal como lo demostraron en un estudio previo Haferlach et al. (36), hemos observado un mayor 

número de alteraciones genéticas (mutaciones y CNAs) en aquellos subgrupos morfológicos de 

mayor riesgo de acuerdo a la clasificación de la OMS (SMD-EB-1 y SMD-EB-2) al ser comparados 

con el subtipo morfológico de riesgo intermedio SMD-DML (Figura 39). Paralelamente, hemos 

encontrado una buena correlación entre el promedio de alteraciones genéticas con el score 

pronóstico del IPSS-R (Figura 39). La proporción de alteraciones citogenéticas es superior en 

aquellos pacientes de alto y muy alto riesgo, sugiriendo que las alteraciones que afectan a una 

mayor cantidad de material genético podrían ser eventos secundarios subsecuentes a las 

mutaciones somáticas puntuales o pequeñas inserciones y deleciones. 

El estudio también incluyó pacientes con LMMC, entidad que posee características tanto 

displásicas como proliferativas, además de características moleculares distintivas (177,178). En 

concordancia con lo reportado previamente, observamos en dichos pacientes un mayor número 

de mutaciones y una alta prevalencia de las mismas en genes involucrados en la vía de 

señalización RAS (NRAS/KRAS) (Figuras 38 y 39) (179,180,177). Esta vía de señalización está 

implicada en la regulación de la proliferación celular, por lo cual es esperable que dichas 

mutaciones sean más frecuentes en las LMMC que tienen un componente proliferativo (181).  

Adicionalmente, las mutaciones en STAG2 (gen implicado en la formación del complejo de las 
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cohesinas) también han sido reportadas previamente dentro de las más frecuentes en los 

pacientes con LMMC (10%) en comparación con otras neoplasias mieloides (SMD y LMA: 6%) 

(182). A diferencia de otros estudios, no hemos podido observar una mayor prevalencia de 

mutaciones en TET2, ASXL1 ni SRSF2 (componente del spliceosoma) en los pacientes con LMMC, 

probablemente debido al limitado número de casos incluidos en nuestra cohorte (37,179,180). 

2.2. Utilidad de la SP como muestra alternativa a la MO 

2.2.1. Detección cualitativa de mutaciones en función de la muestra utilizada  

La MO constituye la muestra de elección para el diagnóstico y el estudio de los SMD en la 

práctica clínica y también para su estudio mediante técnicas de secuenciación masiva.  

El objetivo central del Trabajo I de esta tesis fue evaluar la utilidad del empleo de las muestras 

obtenidas a partir de SP como material alternativo para el estudio genético mediante TDS en los 

SMD. El diseño experimental fue similar al empleado en estudios previos, excepto por el análisis 

de la fracción celular SP-CD34+ obtenida a partir de SP total (183). De manera similar a lo 

reportado por Mohamedali et al., nuestros resultados confirman que mediante la TDS es posible 

la detección de mutaciones somáticas a partir de muestras tanto de MO como de SP (Figura 41) 

(183). Por otro lado, hay una pequeña fracción (4%) de mutaciones somáticas que se encuentran 

en la MO que se pueden detectar a través el enriquecimiento de la fracción tumoral (mediante 

la separación de células CD34+) en muestras de SP, pero no así en las SP-MC. Teniendo en cuenta 

que se había establecido el 5% de VAF como límite de detección, hubo solo tres mutaciones 

presentes en MO cuya detección no fue posible en ninguna muestra de SP, probablemente 

debido al bajo valor de las VAFs de las mutaciones (Figura 40). En este caso, los valores bajos de 

VAF hacen referencia a una carga tumoral baja determinada por la presencia de pequeños 

subclones en la MO que es posible que no estuviesen presentes en la SP o estuviesen presentes 

pero por debajo del límite de detección establecido. Si bien fijamos un cutoff del 5%, con la 

mejora continua y optimización de las técnicas de preparación de librerías para la secuenciación, 

tales como la introducción de barcodes moleculares, se incrementará la sensibilidad de la 

técnica ya que se facilitaría el filtrado de artefactos técnicos con lo cual se podría bajar el límite 

de detección a valores de VAFs de entre 1-5% (40–42).   

Sin embargo, también se observó que dos mutaciones solo fueron detectadas en ambas 

muestras de SP pero no en la MO (Tabla 26). Para el caso 13-GOE, nuevamente el bajo valor de 

VAF de la mutación (c.112T>C p.S38P) en CEBPA (SP-CD34+: 11.9%, SP-MC: 7.3%) podría ser el 

motivo por el cual no se detectó esta mutación en la MO. No obstante, se pudo detectar esta 

mutación en una muestra anterior de MO de dicho paciente (VAF: 8.8%). En el segundo caso, 

25-GOE, se detectó una mutación en SRSF2 (c.284C>G p.P95R) en la MO justo por debajo del 

límite de detección del 5%.  

Considerando aquellas mutaciones con una VAF por debajo del límite de detección previamente 

establecido (<5%), fuimos capaces de detectar prácticamente la totalidad de mutaciones 

(102/105) en las tres muestras tumorales: MO, SP-CD34+ y SP-MC.  

Nuestros hallazgos son equivalentes a los resultados de estudios previos llevados a cabo por 

Braulke et al. focalizados en alteraciones citogenéticas. Ellos demostraron una mejora en la 

detección de las alteraciones citogenéticas mediante FISH cuando se concentraba la fracción SP-
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CD34+ en comparación con muestras de SP total (184,185). En nuestro caso, el enriquecimiento 

de la fracción CD34+, nos permitió detectar el 97% de las mutaciones somáticas en las SP-CD34+. 

2.2.2. Detección cuantitativa de mutaciones somáticas 

Además de la detección cualitativa de las mutaciones somáticas, la TDS permite la cuantificación 

relativa de la carga tumoral de acuerdo a la estimación del tamaño del clon mediante el valor de 

la VAF. En general, los valores de VAF obtenidos fueron más bajos en las SP-MC en comparación 

con los valores en MO (Tabla 26, Figura 41). En la SP, la carga tumoral es inferior en comparación 

con la MO, ya que en proporción en la SP hay menos células tumorales respecto a la celularidad 

total. Es por ello, que al enriquecer la fracción CD34+ de la SP, se enriquece la fracción tumoral 

y en consecuencia la carga tumoral sería equivalente a la de la MO. Los valores bajos de VAFs en 

la SP también fueron reportados previamente por Mohamedali et al., pero a diferencia de 

nuestro estudio, ellos reportaron que dichas diferencias no fueron estadísticamente 

significativas (183). Esta discrepancia es probablemente debida a un filtrado más estricto en 

nuestro análisis, lo cual en parte fue posible gracias al análisis pareado de muestras control (SP-

CD3+) que permitió descartar aquellas variantes presentes en el tejido germinal y obtener en el 

filtrado final únicamente mutaciones somáticas.  

Los bajos valores de VAF obtenidos al secuenciar las muestras de SP-MC podrían explicar la 

reducción en la tasa de detección de mutaciones en esta muestra. Se esperaría que aquellas 

mutaciones que de por si tenían valores bajos de VAF en la MO (5-15%), cayeran por debajo del 

límite de detección fijado inicialmente en el análisis (5%) en la SP-MC (Tabla 26). Como material 

alternativo en la SP, tanto para la detección como para la cuantificación de la carga tumoral, se 

analizó también el ADN obtenido a partir de células CD34+ enriquecidas a partir de SP. Una 

aproximación similar fue empleada por Braulke et al. en dos estudios previos donde 

seleccionaron y compararon células CD34+ obtenidas a partir de MO y SP como material de 

partida para el análisis mediante FISH (184,185). Sin embargo, dichos estudios revelan que los 

tamaños de los clones determinados a partir del análisis de SP-CD34+ mediante FISH son 

ligeramente inferiores (aunque no significativos) en comparación a los valores obtenidos a partir 

de células CD34+ de MO. Por su parte, en nuestro estudio no observamos una diferencia 

estadísticamente significativa entre los valores de VAF obtenidos a partir de la TDS de la MO y 

la SP-CD34+ (Figura 41). Como se comentó antes, y a diferencia del estudio llevado a cabo por 

Braulke et al., al enriquecer la fracción CD34+ de la SP, se enriquece la fracción tumoral y en 

consecuencia la carga tumoral sería equivalente a la de la MO. Además, la TDS permite el análisis 

simultáneo de múltiples secuencias individuales por cada mutación que se quiere estudiar, lo 

que incrementa la sensibilidad de la técnica, en comparación con la FISH en la que solo se 

evalúan 100-200 células.  

Paralelamente, en varios estudios (186–188) se ha analizado la utilidad del ADN tumoral 

circulante (ctADN) como alternativa a la MO en los estudios de TDS tanto en los SMD como en 

la LMA. El ctADN forma parte del ADN libre circulante (en inglés, cell-free DNA, cfDNA), que 

constituye ADN altamente fragmentado que se encuentra en el plasma y puede provenir de 3 

posibles procesos celulares: apoptosis, necrosis y secreción celular activa (189). La fracción del 

cfDNA proveniente de células tumorales se denomina ctADN. En el estudio llevado a cabo en el 

2017 por Yeh et al. en muestras de pacientes con SMD, comparan la carga tumoral cuantificada 

mediante TDS y PCR digital a partir de muestras de MO y ctADN obtenido a partir de muestras 

de plasma (187). Los autores demuestran que es posible detectar y cuantificar la carga tumoral 

a partir de ambas muestras y que los valores de VAF determinados a partir del ctADN son 
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comparables con los obtenidos a partir de la MO, tal como lo hemos demostrado en el caso de 

las células SP-CD34+. Tanto Yeh et al. como el trabajo de la presente tesis, proveen evidencias 

de que empleando el ADN obtenido a partir de la SP se podría realizar el seguimiento de la 

evolución clonal en los pacientes con SMD (187). No obstante, se debe tener en cuenta que el 

ctADN se encuentra altamente fragmentado y que su concentración puede ser baja en 

proporción al cfDNA total por lo que la detección de mutaciones a partir de este tipo de muestras 

conlleva dificultades biológicas y técnicas asociadas (190). Es por ello, que creemos el ctADN 

constituye una alternativa especialmente útil en tumores sólidos, donde muchas veces la 

ubicación del tumor hace que la obtención de una muestra más adecuada sea aún más 

complicada (189). Por su parte, en los SMD y otras neoplasias mieloides, se puede obtener ADN 

tumoral de buena cantidad y calidad a partir de las propias células que se encuentran en la 

sangre.  

Además de lo expuesto anteriormente, el uso de muestras obtenidas a partir de SP como 

material alternativo para el análisis mediante TDS en los SMD presenta varias ventajas a nivel 

práctico: primeramente, es un material que se puede obtener a partir de un procedimiento 

mínimamente invasivo para el paciente, lo cual a su vez facilitaría la toma de muestra periódica 

para un seguimiento y monitorización frecuente. Esto facilitaría la evaluación molecular de la 

respuesta a los tratamientos, así como la detección precoz de una posible evolución hacia 

formas más agresivas de la enfermedad. Además, alrededor del 10-20% de los pacientes con 

SMD pueden cursar con fibrosis medular, situación que de manera similar a una MO hipocelular 

dificultaría obtener material en cantidad y calidad adecuada y donde la SP podría ser 

especialmente útil para los estudios de TDS (191,192). 

2.3. Utilidad de la muestra control pareada en los estudios de secuenciación   

En los estudios de secuenciación masiva, la utilización de tejido germinal como control pareado 

no siempre es posible, debido a la disponibilidad del mismo y también al incremento del coste 

que implica el estudio de dos muestras por cada paciente. No obstante, hay situaciones en las 

que es de especial utilidad contar con dichos controles. Se estima que el exoma comprende el 

aproximadamente el 1-2% del genoma y que los cambios en las regiones codificantes son 

responsables del 85% de las enfermedades genéticas conocidas (134). Es por ello que, para los 

estudios de WES y secuenciación del genoma (en inglés, whole genome sequencing, WGS) 

resulta prácticamente imprescindible utilizar tejido germinal como control pareado para poder 

identificar variantes germinales y variantes somáticas raras a partir de este tipo de estudios 

(193). En cambio, en la TDS, nos focalizamos en genes que han estado previamente descritos en 

la enfermedad, por lo tanto, el empleo de muestra control pareada no es tan crucial como en el 

caso de la WES o WGS, pero puede ser de gran utilidad en aquellos casos en los que se detecta 

una variante a una VAF sugestiva de que la misma podría ser germinal (valores en torno al 50% 

o 100%) y los predictores funcionales indican que la variante podría ser patogénica en la 

neoplasia de estudio (177,194).  

Como ya se ha mencionado anteriormente, en la presente tesis, se utilizó ADN de linfocitos T-

CD3+ de SP como tejido control en los estudios de TDS del Trabajo I y en los estudios de WES del 

Trabajo II. En el primer trabajo, permitió un análisis más refinado gracias a que se pudo descartar 

con certeza aquellas variantes que ya se sospechaba que podrían tener un origen germinal. 

Además de las características recientemente mencionadas, por lo general, se trataba de 

variantes que estaban reportadas en las bases de datos poblacionales, aunque a una frecuencia 

inferior al 1%, por lo cual no pasaban el cutoff establecido para ser descartadas de acuerdo a 
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nuestro proceso de filtrado (Figura 28). De manera similar, en el Trabajo II de esta tesis, gracias 

al empleo del control germinal pareado se ha podido caracterizar el perfil mutacional de las 

pacientes teniendo en cuenta estrictamente las variantes somáticas.  

En línea con el uso de muestras control, un punto de debate en este ámbito es la fuente de 

células a utilizar como control germinal. En el caso de los tumores sólidos, se suelen emplear 

muestras de SP (195,196), pero en el caso de los SMD, dicho tejido se encuentra infiltrado con 

células tumorales. Muchos estudios coinciden en que, en el caso de los SMD y otras neoplasias 

mieloides, la mejor fuente de ADN germinal son los fibroblastos derivados de una biopsia de piel 

(197–200). Sin embargo, la obtención de dicho material implica un proceso invasivo para el 

paciente, no es un tejido que habitualmente se almacene en los biobancos, y además se 

recomienda un cultivo celular previo de 3-6 semanas para obtener suficiente ADN (197). Padrón 

et al. han estudiado diversos tejidos alternativos (folículos pilosos, frotis bucal y SP-CD3+) dentro 

del contexto de la detección de variantes somáticas en los SMD. De acuerdo con ellos, a pesar 

del origen hematopoyético de los linfocitos T-CD3+, estas células son fáciles de obtener en 

cantidades suficientes a partir de la SP y constituyen un buen control germinal cuando se 

alcanzan niveles de pureza >95%, condición que se pudo cumplir en la mayoría de las muestras 

de los trabajos llevados a cabo en esta tesis.  

2.4. Retos en la introducción de la secuenciación masiva en la práctica clínica 

Si bien la introducción de la secuenciación masiva ha supuesto una revolución en el ámbito de 

la investigación básica y aplicada, a nivel clínico y particularmente en los SMD, ha contribuido a 

una mejor caracterización de la enfermedad a través de la identificación de mutaciones 

genéticas recurrentes que, como bien se ha comentado anteriormente, contribuyen al 

diagnóstico (mutaciones de SF3B1 en pacientes con SA) y, especialmente, a una mejor 

estratificación pronóstica del paciente. Concretamente, el uso de la TDS se ha ido introduciendo 

en los laboratorios clínicos y, como consecuencia de dicho proceso, han ido surgiendo retos en 

su implementación. Más allá del coste o de la implementación de la técnica en el laboratorio, 

los mayores retos derivan principalmente del análisis y la interpretación de los resultados 

(154,201). Respecto la interpretación de los resultados hay dos aspectos principales a tener en 

cuenta: primeramente, la identificación de las variantes somáticas, que son las implicadas en la 

patogénesis de los SMD y, posteriormente, la interpretación de las mismas dentro del contexto 

clínico del paciente.  

A su vez, en el proceso de identificación de las variantes somáticas, que son las que están 

realmente implicadas en la patogénesis de la enfermedad de estudio, pueden interferir factores 

tanto biológicos como técnicos (201). Dentro de los aspectos biológicos, la dificultad radica en 

distinguir las mutaciones somáticas de principalmente tres eventos: polimorfismos, mutaciones 

germinales (discutido en el apartado anterior) y casos de CHIP.  

En cuanto al primer evento, no hay un cutoff estandarizado para definir a los polimorfismos, 

pero en nuestro caso hemos seguido los criterios propuestos en las Guías del Grupo Español de 

SMD (GESMD) (Figura 28) (154), que proponen considerar polimorfismo a toda variante cuya 

frecuencia del alelo menor (MAF) en la población sea ≥1%. Para ello, existen bases de datos 

poblacionales como 1000 Genomes, gnomAD, dbSNP, entre otras, que proporcionan esta 

información a partir de grandes estudios llevados a cabo en individuos en principio sanos (202–

204).  
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En referencia a las mutaciones germinales, consideraríamos como tales aquellas variantes que 

se encuentran presentes en el tejido germinal del paciente. Los polimorfismos son un ejemplo 

de variantes de tipo germinal, pero gracias al uso de bases de datos poblacionales, son fáciles 

de identificar. En cambio, detectar variantes germinales con una frecuencia poblacional <1% sin 

el uso de muestra pareada, puede resultar complicado. En primer lugar, estas variantes 

presentan una VAF cercana al 50%. También se debe considerar que, por lo general, son 

variantes que no tienen un impacto en la función de la proteína, dicho de otro modo, variantes 

benignas. Para ello, son útiles los predictores funcionales (algoritmos que ayudan a predecir in 

silico el impacto que tendría una mutación en la proteína) tales como SIFT, Polyphen, 

MutationTaster, entre otros (205). Cuantas más bases de datos poblacionales y predictores 

funcionales se puedan emplear, mayor será la información de la que dispondremos para evaluar 

una variante.  

La misma expansión de la secuenciación masiva ha permitido ver que la adquisición de 

mutaciones somáticas en genes comúnmente asociados a neoplasias mieloides (como DNMT3A, 

TET2, ASXL1, entre otros) no se restringe únicamente a aquellos individuos con SMD, NMP o 

LMA, sino que dichas mutaciones pueden presentarse en individuos aparentemente sanos. Esta 

condición conocida como CHIP, fue descrita por Steensma et al. en el 2015 (21). La misma 

implica la presencia de una población clonal en la SP caracterizada por la presencia de una 

mutación somática en un gen asociado a una neoplasia hematológica a una VAF ≥2% en la 

ausencia de citopenias (21,23). Es por ello que es fundamental la interpretación de estos 

posibles hallazgos teniendo en cuenta todo el contexto clínico del paciente, ya que, si bien 

presentan una mutación asociada a una neoplasia hematológica, los individuos con CHIP no 

reúnen los criterios establecidos para el diagnóstico de ninguna de estas entidades, incluso 

aunque presentaran citopenias (en este caso hablaríamos de CCUS). Reportes posteriores 

estiman que solo el 0.5-1% de los casos de CHIP progresarán a una neoplasia hematológica (21). 

Sin embargo, un estudio llevado a cabo por Malcovati et al., demostró que aquellos casos con 

CCUS presentaban una ratio de progresión de 13.9 y una probabilidad de progresión en 10 años 

del 95% versus 9% en aquellos pacientes con ICUS (24). Para todos estos casos, no hay ningún 

estudio en la actualidad que demuestre que una intervención pueda modificar el riesgo de 

evolución, por lo que hoy en día se recomienda un seguimiento más constante de estos casos, 

llevando a cabo recuentos hematológicos de forma periódica a fin de detectar precozmente 

cualquier signo adicional de progresión (206).  

Finalmente, los artefactos de PCR y errores generados durante el proceso de secuenciación 

pueden ser factores técnicos que interfieran a la hora de distinguir una variante somática. Como 

se mencionó en el apartado 2.2.1, la introducción de barcodes moleculares, también llamados 

unique molecular identifiers (UMIs), pueden ayudar a filtrar artefactos técnicos, con lo cual 

permitiría bajar el límite de detección (aumentar la sensibilidad) con mayor fiabilidad (Figura 49) 

(207–209). Los UMIs son secuencias nucleotídicas cortas que identifican a cada molécula de ADN 

original generadas después de la fragmentación de una muestra y adicionadas antes de las 

sucesivas rondas de amplificación por PCR durante la preparación de las librerías. De esta 

manera, durante el proceso de análisis bioinformático posterior, es posible identificar y agrupar 

todos los reads que tengan un mismo UMI y posteriormente diferenciar aquellas SNVs que 

constituyen una variante real de un artefacto. 
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Figura 49. Utilización de barcodes moleculares durante la preparación de librerías. Abreviatura: PCR: 

reacción en cadena de la polimerasa. Adaptada de Salk et al., 2018 (209). 

Si bien la implementación de estas técnicas en los laboratorios clínicos puede contribuir a 

mejorar el manejo del paciente, siempre hay que tener en cuenta la integración de todas las 

disciplinas (morfología, inmunofenotipo, citogenética y datos clínicos) para un correcto manejo 

de los pacientes.  

3. Estudios de SC 

3.1. Análisis de la HIT mediante estudios de SC 

El término HIT hace referencia a la coexistencia de diferentes subpoblaciones celulares dentro 

de un tumor, que a su vez aportan la diversidad genética que promueve la evolución tumoral. Si 

bien no es un concepto nuevo, la mayor parte de nuestro conocimiento actual acerca de la HIT 

deriva de los estudios llevados a cabo mediante técnicas de secuenciación masiva a partir de 

muestras tumorales bulk. Sin embargo, parte de la HIT viene dada como consecuencia de la 

mezcla de células normales y de diversos clones y subclones con diferentes características 

genéticas cuyas particularidades quedan enmascaradas al emplear dicha aproximación. 

Mediante la secuenciación de una muestra bulk, la VAF puede dar una idea del tamaño del clon 

que presenta una mutación concreta y, a partir de estos resultados, se puede inferir el orden de 

adquisición de cada mutación. Sin embargo, cuando dichos valores de VAF son muy cercanos 

entre sí, esta aproximación puede llevar a agrupar erróneamente en un mismo clon dos 

mutaciones que en realidad podrían encontrarse en clones distintos. Además, mediante esta 

aproximación no se puede discernir la cigosidad, es decir, si una determinada mutación se 

encuentra en uno en ambos alelos. De este modo, se pueden perder eventos raros en una 

población tumoral ante la posibilidad de que ciertos subclones, que pueden ser justamente los 

responsables de la resistencia a un tratamiento, queden enmascarados (108,138,147). Todos 

estos inconvenientes se pueden resolver en gran parte mediante el uso de las técnicas de análisis 

de SC que surgieron en la última década y, desde entonces, han experimentado grandes avances 

técnicos.  

Salvo un estudio llevado a cabo recientemente por Chen et al., a diferencia de otras patologías 

como la LMA o el mieloma múltiple donde varios estudios mediante técnicas de análisis de ADN 

de SC se han publicado en los últimos años (159,210–212,147,213,214), los estudios en el ámbito 

de los SMD son escasos. En el Trabajo II de la presente tesis se empleó el análisis de SC en un 

grupo de pacientes con SMD con del(5q) aislada, a partir de las HSPC de la MO, para estudiar los 

cambios genéticos al momento del DX/PRE y durante el curso de la enfermedad (tratamiento 

con lenalidomida y/o durante la progresión).  

Los estudios llevados a cabo por Nilsson et al. en la primera década de los años 2000 (215,216) 

sustentaban que la del(5q) constituye un evento temprano en la patología en aquellos pacientes 

con SMD con la del(5q) aislada. Este hecho también fue constatado en los estudios llevados a 

cabo por Woll et al. en el año 2014 (217). En nuestro caso, en 3 de las 4 pacientes estudiadas, 
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pudimos verificar la presencia de dicha alteración en todas las células analizadas por SC, lo que 

sugiere que ésta se encuentra presente en los clones más ancestrales detectados al momento 

del diagnóstico, con excepción de la paciente P2 donde la del(5q) se detectó en un clon 

secundario. Es de destacar que en esta paciente el clon que precedía a la del(5q) presentaba una 

mutación en el gen SF3B1, mutación que, de acuerdo a la literatura, suele representar una 

mutación driver ancestral en los SMD, y se detecta en un 20% de los casos con este subtipo de 

SMD (29). Este hallazgo está en línea con lo reportado por Mossner et al., quienes 

contrariamente a lo reportado antes, demostraron que la del(5q) constituía un evento 

secundario en el 62% (13/21) de los casos con SMD con del(5q) aislada que incluyeron en su 

cohorte (115). Paralelamente, dentro de los estudios de Woll et al., hubo cuatro casos donde la 

mutación en SF3B1 precedía a la del(5q), aunque se trataban de casos con diagnóstico de ARSA 

y CRDM y SA. Mian et al., estudiaron el papel de esta mutación en una cohorte de pacientes con 

SMD con SA y concluyeron que la misma tendría un rol como evento inicial en la patogénesis de 

dichos casos (218). La co-ocurrencia de la mutación en el gen SF3B1 y la del(5q) fue un tema 

tratado en una publicación reciente del International Working Group for the Prognosis of 

Myelodysplastic Syndromes (IWG-PM) (173), donde propusieron que aquellos casos de SMD con 

la mutación del gen SF3B1 deberían considerarse un subtipo de SMD diferente. Esta entidad se 

denominaría SMD con SF3B1 mutado y estaría definida por la presencia de citopenia, una 

mutación somática en SF3B1, displasia (con o sin SA), y blastos en MO y SP por debajo del 5% y 

1%, respectivamente. En cuanto a los casos con mutación de SF3B1 y del(5q) argumentaron que, 

si bien el orden de adquisición de las alteraciones podría ayudar a discernir si se trata de un caso 

de SMD con SA o SMD con del(5q) aislada, este examen no siempre es posible en la práctica 

clínica, por lo cual hoy por hoy estos casos continuarían clasificándose de acuerdo a los actuales 

criterios de la OMS dentro de la entidad de SMD con del(5q) aislada (3). 

Es bien sabido que el SMD con del(5q) aislada se asocia a un pronóstico favorable, donde menos 

del 10% de los casos progresa a LMA (3,54,76). Normalmente, y tal como lo reflejan los cuatro 

casos del estudio, son pacientes que se sitúan en la categoría de muy bajo o bajo riesgo de 

acuerdo a los criterios del IPSS-R. El curso clínico es variable y, en los casos más leves, el paciente 

incluso puede presentar un curso clínico indolente o bien cursar con anemia, que puede ser 

controlada con tratamientos de soporte (transfusiones, agentes quelantes y agentes 

estimulantes de la eritropoyesis) durante meses e incluso años (219–221). Este es el caso de la 

paciente P2, quien estuvo sin tratamiento los primeros cuatro años posteriores al diagnóstico.  

A día de hoy, en Europa, el tratamiento con lenalidomida está aprobado para pacientes con SMD 

con del(5q) aislada con dependencia transfusional y bajo riesgo cuando otras opciones 

terapéuticas son inadecuadas o insuficientes (221). Si bien este fármaco permite alcanzar la 

independencia transfusional en el 56% al 67% de los casos, no todos responden adecuadamente 

y el 50% de los pacientes puede presentar recaída clínica y citogenética después de 2-3 años de 

tratamiento (71,220–222). En nuestro estudio, dos pacientes (P3 y P4) recibieron lenalidomida 

y dos (P1 y P2) se encontraban dentro del ensayo clínico SINTRA-REV (lenalidomida versus 

placebo).  

De estos últimos, se puede afirmar casi con certeza que la paciente P2 se encontraba dentro del 

ensayo en la rama de tratamiento con lenalidomida, ya que 14 meses después de su inclusión 

en el mismo, la paciente adquirió una respuesta citogenética completa acompañada de un ligero 

incremento en los niveles de hemoglobina. Sorprendentemente, el estudio de la MO en este 

punto mediante análisis de SC, reveló que el clon con la del(5q) seguía presente en dicho 
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momento, aunque solo se detectó en un 5% del total de células analizadas. En la muestra 

obtenida 22 meses después, ya no se detectó dicho clon. Este hallazgo pone de manifiesto la 

elevada sensibilidad del análisis de SC, que dependerá también del número de células 

analizadas. Si bien en este caso se pudo verificar la desaparición del clon con la del(5q) en una 

muestra posterior, podrían darse casos como los reportados en el estudio llevado a cabo 

recientemente por Ediriwickrema et al. en pacientes con LMA, donde demostraron mediante 

estudios de SC que ciertas alteraciones persistentes al momento de la remisión se expandieron 

convirtiéndose posteriormente en el clon dominante al momento de la recaída (213).  

En el caso de la paciente P1, que también se encontraba dentro del ensayo clínico, atendiendo 

los resultados obtenidos junto con las características clínicas de la paciente, no es posible inferir 

si la misma había recibido o no lenalidomida. La del(5q) estaba presente en todas las muestras 

estudiadas y, además, los valores de hemoglobina fueron decayendo gradualmente a la par que 

la puntuación en el IPSS-R aumentó y la paciente pasó de muy bajo a bajo riesgo. Esto podía ser 

consistente con el hecho de que la paciente estuviera en la rama placebo, pero a su vez podría 

reflejar una no respuesta a la lenalidomida, en el caso de estar incluida en la rama de 

tratamiento. Este hecho, estaría reforzado por la presencia de una mutación en el gen TP53 que 

se detectó al momento del diagnóstico de la paciente. Estos resultados estarían en línea con lo 

reportado por Jädersten et al., quienes demostraron que, en un grupo de pacientes de su 

cohorte de estudio, la mutación en TP53 se encontraba en etapas muy tempranas de la 

enfermedad, muchos años antes de la progresión de la misma, y que su presencia se asociaba a 

una menor respuesta a la lenalidomida y a un riesgo incrementado de evolución a LMA (76). 

Solo en la última muestra de seguimiento analizada se detectó un clon sin la del(5q) pero sí con 

la mutación en TP53, lo que podría sugerir que, en esta paciente, la mutación precedía a la 

deleción. Por el contrario, si bien los resultados de la CC sugieren que la proporción de células 

con la del(5q) fue en aumento, los resultados no son comparables con los del análisis de SC, ya 

que la población celular estudiada mediante cada técnica no es la misma y, además, en ambas 

solo se recoge una muestra del total de células que componen la MO. Para validar esta hipótesis, 

lo ideal hubiese sido poder analizar muestras previas al diagnóstico de SMD. Incluso teniendo 

muestras de SP, podríamos haber secuenciado las mismas en búsqueda de la mutación en TP53 

y estudiar la presencia de la del(5q) mediante FISH tal como Braulke et al. demostraron que es 

posible a partir de estas muestras (184,185,223). 

Si bien está reportado que alrededor del 20% de los pacientes con SMD con del(5q) aislada 

presentan mutaciones en el gen TP53 (76), Scharenberg et al. han sugerido que en la mayoría 

de los casos dicha mutación ocurre durante la evolución de la enfermedad, especialmente 

después del tratamiento con lenalidomida (77). Este parece ser el caso de la paciente P4, en la 

que se detecta dicha mutación mediante TDS solo en la muestra de seguimiento a una VAF del 

7%, sugiriendo un evento subclonal. Este hecho se pudo comprobar mediante el análisis de SC, 

que reveló que el único clon detectado en el diagnóstico dio lugar a otro que había adquirido 

una mutación en TP53 y que, en proporción, constituye el clon mayoritario en el seguimiento. 

Paralelamente, se ha asociado la presencia de esta mutación con una menor respuesta 

citogenética (77,167), pero no con una menor respuesta eritroide (73,76,115). Esto también está 

en línea con las características clínicas de la paciente P4. Si bien la CC revela el mismo número 

de metafases con la del(5q) en ambos momentos, hubo una mejora significativa en los niveles 

de hemoglobina (que a su vez repercutió en un descenso en la puntuación IPSS-R). El análisis de 

SC también reveló otro conjunto de células sin alteraciones genéticas. Lo más probable es que 

éstas correspondan a una población de células no tumorales, es decir, HSPC normales, sanas y 
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que podrían formar parte del pool de células que estuviesen contribuyendo a la mejora clínica 

mencionada anteriormente.  

Si bien estudiamos un número muy limitado de pacientes, en general no se observan cambios 

muy drásticos en la arquitectura clonal, lo cual es esperable atendiendo que, de por sí, los SMD 

con del(5q) aislada son una entidad asociada al bajo riesgo, ya que por lo general no suelen 

presentar otras citopenias más allá de la anemia, tienen un porcentaje de blastos inferior al 5% 

y no tienen alteraciones citogenéticas de alto riesgo (3). En línea con este bajo riesgo, no suelen 

presentar muchas mutaciones, alteraciones por SNP-A o una heterogeneidad intratumoral 

compleja (36,167), a diferencia de otros subgrupos morfológicos de mayor riesgo, como los 

pacientes con SMD-EB. Por otro lado, considerando que la media de la SG de los pacientes se 

sitúa entre los 66-145 meses (3), también cabe esperar estos resultados ya que el máximo 

seguimiento realizado dentro del estudio fue de 33 meses. 

3.2. Limitaciones de los estudios en SC y perspectivas futuras 

En los últimos tres años la tecnología de SC ha experimentado un gran avance tanto a nivel 

instrumental como a nivel de análisis (224), y principalmente en combinación con la 

secuenciación masiva. La mayoría de los nuevos instrumentos utilizan sistemas microfluídicos 

donde se generan miles de gotas que portan las células individuales con oligonucleótidos de 

captura y reactivos, ya sea para la generación de librerías para estudios transcriptómicos 

(mediante la retrotranscripción previa del ARN) o para la generación de librerías para estudios 

genómicos (a partir del ADN). Los oligonucleótidos de captura contienen una secuencia que 

identifica a todas las moléculas que provienen de una misma célula. Es por ello que, una vez que 

estén marcadas con dicha secuencia específica, estas gotas se pueden juntar y se puede llevar a 

cabo, mediante secuenciación masiva, la reacción de miles de células en un solo tubo (146,147).  

En este Trabajo se empleó el sistema C1 (Fluidigm), el primer instrumento de SC automatizado 

que salió al mercado en el 2012, donde la captura celular se lleva a cabo dentro de un chip 

microfluídico dotado de un sistema de microcanales en el que las células son capturadas en 

cámaras de reacción individuales. Así, a diferencia de los nuevos instrumentos que permiten la 

captura simultánea de miles de células en un solo experimento, en la C1 el número de células 

capturadas viene limitado por la capacidad del chip (213,224). En nuestro caso, empleamos un 

promedio de 4 chips con capacidad máxima de 96 células por cada muestra estudiada. Además 

de que la eficiencia de la captura se situaba en aproximadamente el 60-70%, posteriormente se 

descartaban células en el proceso de filtrado, sobre todo en el análisis de CNAs y en el filtrado 

de las poblaciones obtenidas e identificación de subclones. La suma de todos estos factores hizo 

que finalmente estudiáramos una mediana de 175 células por muestra (rango: 94-201), en base 

a las cuales se propuso la arquitectura clonal en el DX/PRE y seguimientos de cada paciente.  

Como punto a favor de la tecnología que hemos utilizado y, a diferencia de las nuevas, los chips 

empleados en la C1 permiten un análisis visual de los sitios de captura, previamente a los pasos 

de lisis y retrotranscripción y/o amplificación. De esta forma, se puede tener la certeza de que 

posteriormente se seleccionan para el análisis solo aquellos sitios de captura con una sola célula. 

Si bien los nuevos instrumentos permiten capturar muchas más células en poco tiempo y la 

técnica es menos laboriosa y menos costosa (en cuanto al coste por célula), se asume una tasa 

de error debido a la doble captura que es imposible de verificar como en el caso de la C1. 
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En el Trabajo II de esta tesis hemos podido estudiar la HIT de cuatro pacientes con SMD con 

del(5q) aislada mediante el análisis de SC en más de un momento de la enfermedad. Si bien es 

un número limitado de casos, en comparación con otros estudios que han reunido una cohorte 

más grande de pacientes (217,115,225,114,226), en dichos estudios, la composición clonal y los 

patrones de evolución fueron reconstruidos en base a las VAFs de las mutaciones estudiadas en 

cada caso a partir de muestras bulk. A pesar de estas diferencias en cuanto a técnicas y número 

de casos analizados, los estudios llevados a cabo por Woll et al., Mossner et al. y el nuestro, 

demuestran que una alteración que en un paciente aparece como evento ancestral dentro del 

orden de adquisición de mutaciones, en otro paciente puede aparecer como evento secundario 

(115,217). Este hecho resalta la elevada heterogeneidad de los SMD y la importancia de la 

caracterización molecular específica en cada paciente. 

Teniendo en cuenta el gran avance de la tecnología de SC, discutida en el apartado anterior, y el 

mayor uso de estas técnicas, es esperable que con los años se vuelva más coste-efectiva, y por 

tanto más accesible. Tal como sucedió con la secuenciación masiva, donde el proyecto genoma 

humano costó 2.7 billones de dólares, mientras que hoy en día ya es posible secuenciar un 

genoma humano por menos de 1000 dólares (227,228). Esto, sumado a la posibilidad de 

combinar el análisis de SC tanto a nivel de ADN como ARN e incluso estudiar los aspectos 

epigenéticos de la enfermedad, nos permitirá avanzar en el conocimiento de esta patología 

sumamente heterogénea.    
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1. La caracterización genética llevada a cabo mediante TDS en una cohorte de pacientes con 

SMD, a partir de muestras de SP y MO muestra que: 

1.1.  La combinación de la CC con técnicas moleculares, como los SNP-A y la TDS, 

permite confirmar la clonalidad en un mayor número de casos en pacientes con 

SMD.  

1.2. La TDS permite la detección de las mutaciones somáticas a partir de muestras 

de MO, SP-MC y SP-CD34+. 

1.3.  La población tumoral es menos abundante en la fracción de SP-MC, por lo que 

la detección, y especialmente la cuantificación de la carga tumoral, es menos 

recomendable a partir de este tipo de muestras. 

1.4.  El uso de la fracción CD34+ enriquecida a partir de muestras de SP provee datos 

equivalentes, y por lo tanto resultados comparables, a los de la MO mediante 

TDS.  

1.5.  En los SMD, el uso de SP-CD34+ como material alternativo para el análisis 

mediante TDS facilitaría la toma de muestra periódica para un seguimiento y 

monitorización frecuente.  

1.6.  La TDS a partir de SP-CD34+ sería recomendable para el análisis mutacional en 

aquellos casos de SMD que cursan con hipocelularidad o fibrosis medular.  

 

2. La caracterización genética llevada a cabo mediante el análisis de SC en un grupo de 

pacientes con SMD con la del(5q) aislada, muestra que: 

2.1.  El análisis de SC permitió llevar a cabo un estudio más preciso al diagnóstico y 

durante el curso de la enfermedad de los SNVs y CNAs detectados previamente 

mediante CC, SNP-A, WES y TDS.  

2.2.  La del(5q) suele representar un evento ancestral en pacientes con SMD con 

del(5q) aislada. Sin embargo, el orden de adquisición de las alteraciones 

genéticas es variable, pudiendo una misma alteración aparecer como un evento 

ancestral en un paciente y en otros como un evento secundario. En concreto, 

en este trabajo, se observó dicha variabilidad con la del(5q) y la mutación del 

gen TP53.  

2.3.  En general, los pacientes con SMD con del(5q) aislada no presentan una gran 

heterogeneidad intratumoral ni presentan cambios muy drásticos en la 

arquitectura clonal. 
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1. Procesamiento de muestras de médula ósea y sangre periférica 

1.1. Reactivos  

Reactivos Componentes/Fabricante 

PBS 1X 450 mL H2O + 50 mL PBS 10X  

Lymphoprep (Ficoll) STEMCELL Technologies (Referencia: 07811) 

Dextrano 2% 2 g dextrano + 100 mL suero 

Tampón de Lisis Eritrocitaria (TLE) 84 g NH4Cl + 0,35g EDTA + 100 mL HEPES (enrasar 1 L H2O) 

Trypan Blue Merck (Referencia: T8154) 

Suero fetal bovino (FBS) Gibco (Referencia: 10270106). Previamente descomplementado 
mediante incubación a 56°C durante 30 minutos 

Dimetilsulfóxido (DMSO) Merck (Referencia: 276855) 

Medio de criorpreservación 80% FBS, 20% DMSO 

1.2. Materiales 

• Tubos falcon de 15 mL y 50 mL  

• Pipetas serológicas de 5 mL y 10 mL 

• Pipetas Pasteur de plástico 

• Pipetas de vidrio de 230mm 

• Eppendorfs 1.5mL 

• Jeringa de 20 mL o 50 mL 

• Agujas de palomilla o tipo mariposa  

• Tapones para tubos de 50 mL 

• Puntas P1000, P200 y P10 

• Criotubos de 2 mL 

1.3. Muestras 

• Médula ósea, de preferencia en EDTA como anticoagulante o en su defecto en 

Heparina sódica. 

• Sangre periférica en anticoagulante EDTA. 

1.4. Protocolos  

A) Médula ósea 

1) Llenar con TLE un tubo de 50mL hasta 20-25 mL y traspasar la médula ósea (MO) 

con una pipeta Pasteur de plástico. 

2) Lisar en agitador: 20 minutos a temperatura ambiente. 

3) Centrifugar: 580g, 10 minutos a temperatura ambiente. Descartar el sobrenadante. 

4) Resuspender en PBS 1X según el tamaño del pellet (rango 1-3mL). Este será el 

Volumen total MO (VT). 

5) Hacer el recuento celular (Protocolo D). 

6) Criopreservar (Protocolo F). 
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B) Sangre periférica – separación células mononucleadas de sangre periférica (SP-MC) 

La proporción de los mL Ficoll / mL muestra / mL PBS 1X tiene que ser 1:1:1. Suponiendo 

que partimos de un volumen de 4 mL de SP: 

1) Mezclar 4 mL de sangre con 4 mL de PBS 1X en un tubo con una pipeta Pasteur de 

plástico.  

2) Poner 4 mL de Ficoll en un tubo de 15 mL. Añadir la sangre mezclada con el PBS 1X 

al tubo con una pipeta Pasteur de plástico o de vidrio de forma muy lenta de manera 

que queden dos fases. 

3) Centrifugar: 810g, 20 minutos con el freno desactivado y a temperatura ambiente. 

Al terminar se obtendrán diferentes fases: de arriba a abajo: plasma (amarillo), anillo 

blanquecino de SP-MC, solución transparente de Ficoll y al fondo el botón de 

eritrocitos y células polimorfonucleadas (rojo). 

4) Recoger las SP-MC con una pipeta Pasteur de vidrio de 230 mm con algodón y 

pasarlas a un tubo nuevo de 50 mL. Llenar el tubo con PBS 1X y mezclar por 

inversión. 

5) Centrifugar: 460g, 5 minutos a temperatura ambiente.  

6) Aspirar el sobrenadante con la bomba de vacío y una pipeta Pasteur de vidrio. 

7) Resuspender en PBS 1X según la medida del pellet (1-5 mL). Éste será el volumen 

total SP-MC (VT). 

8) Hacer el recuento celular (Protocolo E). 

9) Criopreservar (Protocolo F).  

C) Separación de células polimorfonucleadas (SP-PMNC) 

Se parte del tubo donde previamente se ha recogido el anillo de SP-MC: 

1) Descartar el sobrenadante (plasma, Ficoll y posibles restos de plaquetas) con una 

pipeta Pasteur de plástico. Quedarse con el botón celular de SP-MC y eritrocitos. 

2) Añadir PBS 1X en igual volumen (1:1) que el botón de células que hay en el tubo y 

resuspender hasta homogeneizar con una pipeta Pasteur de plástico. Recoger la 

mezcla y pasarla a una jeringa a la que previamente se ha sacado el émbolo y puesto 

un tapón.  

3) Añadir el mismo volumen de dextrano 2% que el que hay de mezcla en la jeringa.  

4) Poner el émbolo en la jeringa. Invertir dos o tres veces. Sacar el tapón y el aire de la 

jeringa con mucho cuidado. 
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5) Dejar sin mover, en vertical 30 minutos. Las SP-PMNC se separarán de los eritrocitos 

y quedarán en la parte superior, los eritrocitos, por sedimentación, quedarán en la 

fase inferior. 

6) Preparar la mariposa: cortar la aguja (tirar al contenedor de material punzante) y 

por el otro extremo acoplar el tubo a la jeringa. 

7) Recuperar la fase superior de la jeringa (subiendo el émbolo de la jeringa) en un 

tubo de 50 mL. Rellenar con PBS 1X para lavar. 

8) Centrifugar: 580g, 10 minutos a temperatura ambiente. 

9) Aspirar con cuidado el sobrenadante con la bomba de vacío y una pipeta Pasteur de 

vidrio. 

10) Resuspender en PBS 1X según el tamaño del pellet (1-5 mL). Este será el Volumen 

total SP-PMNC (VT).  

11) Hacer el recuento celular (Protocolo E). 

12) Criopreservar (Protocolo F). 

D) Recuento celular con cámara de Neubauer  

1)    Partiendo del VT de MO, hacer una dilución (si es necesario) con PBS 1X en un 

eppendorf: 1/10 (10 L + 90 L PBS), 1/25 (10 L + 240 L PBS), 1/50 (10 L + 490 

L PBS). Se puede hacer la dilución que convenga. Apuntar el factor de dilución1 

(ejemplo: FD1= 10 si la dilución hecha es una 1/10. Si la dilución es una 1/25, FD1 es 

25). 

2) Mezclar 10 L de la muestra directa o diluida + 10 L de Trypan Blue (TB). Este será 

el FD2 (FD2= 2, porque es una dilución 1/2: 10 L muestra + 10 LTB). 

3) Cámara de Neubauer: añadir 10 L (muestra + TB) en cada uno de los lados de la 

cámara de Neubauer. 

El TB es un colorante para ensayos de viabilidad. Se incorpora a las células muertas 

y las tiñe de azul, mientras que las células vivas mantienen la viabilidad de la 

membrana y no dejan pasar el TB por lo cual se ven blancas. 

4) Contar el número de células vivas en cada uno de los 4 cuadrantes de cada uno de 

los 2 lados de la cámara de Neubauer (en total 8 cuadrantes) (Figura I).  
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Figura I. Cámara de Neubauer. A) En un recuadro azul se señala uno de los cuatro 

cuadrantes (de uno de los lados de la cámara) a considerar para el recuento 

celular. B) Representación del patrón a seguir para el contaje de células en uno 

de los cuadrantes 

5) Calcular la media de células por cuadrante (número total de células/8).  

6) Partiendo del número de células por cuadrante, hacer el cálculo de la cantidad de 

células totales:  

Número de células/cuadrante x FD2 x FD1x 104 x VT (mL) = número de células totales 

E) Recuento celular con el hemocitómetro (Auto Hematology Analyzer BC-3200, Mindray 

Medical International Limited) 

1) Diluir una alícuota de 20 L de la muestra con 700 L de diluyente (lo hace la 

máquina).  

2) Pasar la alícuota de células por el hemocitómetro (aspira 200 L y hace el recuento).  

3) La máquina muestra los millones de células totales por mL.  

4) Hacer los cálculos pertinentes, teniendo en cuenta el volumen total de PBS 1X en el 

que se ha resuspendido las células. 

Número de células/mL x VT (mL) = número de células totales 

F) Criopreservación celular 

Se criopreserva a una concentración de 10x106 células/mL. Como el volumen máximo 

por criotubo es 1.8 mL, idealmente se criopreservarán 18x106 células/1.8 mL.  

1) Centrifugar los VT de MO, SP-MC y SP-PMNC durante 5 minutos a 460g a 

temperatura ambiente. Aspirar el sobrenadante con la bomba de vacío.  

A partir del siguiente paso, se trabajará a 4°C (en hielo y reactivos en frío). 

2) Una vez se tienen los pellets celulares, resuspender el pellet (MO, SP-MC, SP-PMNC) 

en el volumen correspondiente de FBS.  

3) Repartir el volumen correspondiente de suspensión celular en los criotubos que 

sean necesarios con tal de seguir la concentración de 10x106 células/mL. 
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4) Añadir gota a gota el volumen correspondiente de medio de criopreservación a cada 

criotubo. 

5) Rápidamente tapar los criotubos, invertir dos veces y colocar en la cubeta de hielo. 

Después colocar en el recipiente de congelación (Mr. Frosty™ Freezing Container, 

Thermo Fisher Scientific) previamente atemperado a 4°C y poner dentro del 

congelador a -80°C, para hacer la rampa de temperatura. 

6) Una vez transcurridas 24 horas, traspasar los criotubos del recipiente de congelación 

a un tanque de nitrógeno líquido.  
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