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A 
ABL1: ABL Proto-Oncogene 1 

ADN: ácido desoxirribonucleico 

AGM: aorta-gonado-mesonefro 

ALX1: ALX Homeobox-1 

Ang-1: angiopoyetina-1  

ARN: ácido ribonucleico 

ARSA-T: anemia refractaria con sideroblastos en anillo y 
trombocitosis  

ASXL1: additional sex combs like-1 

ATRA: ácido trans-retinoico  

B 
BCL2: B-cell lymphoma 2  

BCOR: BCL6 Corepressor 

BCR: breakpoint cluster region 

BFU-E: unidades formadoras de “brotes” eritroides  

BMP: proteína morfogénica del hueso 

BMPEo: proteína básica principal de eosinófilo 

BRAF: B-Raf proto-oncogene, Serine/Threonine Kinase 

C 
CALR: calreticulina 

CAR: célula reticular con abundante expresión de CXCL12 

CBF: core binding factor 

CBFB: core-binding factor, beta subunit 

CCND1: ciclina D1 

CCUS: citopenia clonal de significado incierto 

CD: célula dendrítica

CDc: célula dendrítica clásica 

CDp: célula dendrítica plasmocitoide 

CDK: quinasa dependiente de ciclina 

CEBPA: CCAAT/enhancer binding protein alpha 

CFU-E: unidades formadoras de colonias eritroides 

CFU-G: unidades formadoras de colonias granulocíticas 

CFU-GM: unidades formadoras de colonias granulomonocíticas 

CFU-M: unidades formadoras de colonias monocíticas  

CHIC2: Cysteine Rich Hydrophobic Domain-2 

CHIP: hematopoyesis clonal de significado indeterminado 

CHEP: hematopoyesis clonal de potencial clínico evidente 

CMF: citometría de flujo 

CPA: célula presentadora de antígeno 

CPH: célula progenitora hematopoyética 

CPreH: célula precursora hematopoyética 

CSF: factor estimulante de colonias  

CSH: célula stem hematopoyética  

D 
DEK: DEK proto-oncogene 

DNMT3A: DNA (Cytosine-5-)-methyltransferase-3-alpha 

E 
ELP: early lymhpoid progenitor 

EoP: peroxidasa de eosinófilo 

EPO: eritropoyetina 

F 
FAB: clasificación franco-americano-británica  

FcƐRI: receptor de alta afinidad para la IgE 

FGF: factor de crecimiento de fibroblastos 

FGFR1: factor de crecimiento de fibroblastos  (receptor-1) 

FIP1L1: factor interacting with PAPOLA And CPSF1

FISH: hibridación in situ fluorescente. 

FLT3-ITD: Fms related tyrosine kinase-3 con dulplicación 
interna en tándem  

G 
G-CSF: factor estimulante de colonias granulocíticas 

GM-CSF: factor estimulante de colonias granulomonocíticas  

GMSI: gammapatía monoclonal de significado incierto  

GNAS: GNAS complex locus 

H 
Hb: hemoglobina 
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HDAC2: histone deacetylase-2 

HIF-1α: hypoxia inducible factor-1 (subunidad alfa) 

HLH: helixloop-helix  

HPN: hemoglobinuria paroxística nocturna 

HRAS: harvey rat sarcoma viral oncogene homolog 

HUMARA: human androgen receptor assay. 

I 
ICUS: citopenia idiopática de significado incierto  

IDH1: Isocitrato Deshidrogenasa (NADP(+))-1, citosólico 

IDH2: Isocitrato Deshidrogenasa (NADP(+))-2, mitocondrial 

IDUS: displasia idiopática de significado incierto  

IFN: interferón 

IFN-β: interferón-beta  

Ig: inmunoglobulina 

IGH: immunoglobulin heavy locus 

IL: interleucina  

IPSS: international prognostic scoring system 

IPSS-R: revised international prognostic scoring system 

J 
JAK2: Janus kinasa-2

K 
KIT: KIT proto-oncogene receptor tyrosine kinase 

KMT2A: lisina (K) específica metil transferasa

KRAS: Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 

L 
LB: linfoma de Burkitt 

LCE: leucemia crónica de eosinófilos  

LCM: linfoma de células del manto 

LCN: leucemia crónica de neutrófilos  

LDH: lactato deshidrogenasa. 

LEC/SHE: leucemia eosinofílica crónica/síndrome hipereosinofílico 

LF: linfoma folicular 

LLA-B: leucemia linfoblástica aguda de precursores de célula B  

LMA: leucemia mieloide aguda  

LMA-t: leucemia mieloide aguda asociada a (quimio)terapia  

LMC: leucemia mieloide crónica 

LMCa: leucemia mieloide crónica atípica 

LMMC: leucemia mielomonocítica crónica  

LMMJ: leucemia mielomonocítica juvenil  

LPA: leucemia promielocítica aguda  

LT: linfotoxina 

LT-CSH: célula stem hematopoyética “long-term”  

M 
M-CSF: factor estimulante de colonias monocíticas

MBL: linfocitosis B monoclonal 

MCAM: molécula de adhesión de célula mesenquimal  

MC: mastocitosis cutánea 

MCD: mastocitosis cutánea difusa 

MCMP: mastocitosis cutánea maculopapular 

MCL: leucemia de mastocitos 

MECOM: MDS1 and EVI1 complex locus

Meg-BFU: unidades formadoras de brotes megacariocíticos 

Meg-CFC: células formadoras de colonias megacariocíticas 

MFP: mielofibrosis primaria 

MIP-1α: proteína inflamatoria de macrófagos-1α 

MLL: myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 

MO: médula ósea 

MPL: MPL proto-oncogene, thrombopoietin receptor 

MPO: mieloperoxidasa citoplasmática  

MSC célula stem mesenquimal  

MS: mastocitosis sistémica 

MRC: myelodysplasia related changes 

MSIs+: mastocitosis sistémica indolente con lesión cutánea 

MSIs-: mastocitosis sistémica indolente sin lesión cutánea 

MS–AHNMD: systemic mastocytosis with an associated clonal 
hematological non-mast cell lineage disease 

MS–AHN: systemic mastocytosis with an associated hematologic 
neoplasm 

MSS: mastocitosis quiescente o “smoldering” 



7 Carlos María Fernández Giménez. Tesis Doctoral. Universidad de Salamanca 

MYH11: myosin heavy chain 11, (músculo liso)

N 
NGFR: factor de crecimiento neuronal de baja afinidad 

NGS: next generation sequencing 

NK: célula natural killer 

NMP: neoplasia mieloproliferativa 

NM–t: neoplasia mieloide asociado a (quimio)terapia 

NPM1: nucleofosmina-1 

NRAS: neuroblastoma RAS viral oncogene homolog 

NUP214: nucleoporina de 214 kDa 

O 
OMS: Organización Mundial de la Salud

P 
PCD: precursor específico de célula dendrítica   

PDGFRA: platelet derived growth factor receptor alpha 

PDGFRB: platelet derived growth factor receptor beta 

PLC: progenitor linfoide común 

PMC: progenitor mieloide común 

PML: promyelocytic leukemia 

PPM1D: protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent 1D 

PTD: protein transduction domain

PV: policitemia vera 

R 
RARA: retinoic acid receptor alpha  

RUNX1: runt related transcription factor 1 

S 
SCF: factor estimulante de células stem  

SDF-1: factor de crecimiento derivado de células estromales de tipo-1 

SETBP1: SET Binding Protein-1 

SF3B1: splicing factor-3b subunit-1 

SHH: sonic hedgehog 

SLAM: signaling lymphocytic activation molecule 

SMD: síndrome mielodisplásico 

SMD/NMP: neoplasia mielodisplásica/mieloproliferativa 

SMD-t: síndromes mielodisplásicos relacionados con 
(quimio)terapia 

SRSF2: serine/arginine-rich splicing factor 2 

SP: sangre periférica

SSC: sideward light scatter 

STAG2: stromal antigen-2 

STAT: signal transducer and activator of transcription 

T 
TCR: receptor de la célula T 

TDGF-1/Cripto: factor-1 de crecimiento derivado de teratocarcinoma  

TE: trombocitemia esencial 

TET2: tet methylcytosine dioxygenase-2 

TGF-β: factor transformante del crecimiento beta 

TKI: inhibidores de tirosín kinasa 

TNFα: factor de necrosis tumoral alfa  

TNFβ: factor de necrosis tumoral beta  

TP53: tumor protein P53 

TPH: trasplante de precursores hematopoyéticos

TPO: trombopoyetina 

U 
U2AF1: U2 small nuclear RNA auxiliary factor-1 

UP: urticaria pigmentosa 

V 
VE-cadherin: cadherina del endotelio vascular  

VEGFα: factor alfa de crecimiento del endotelio vascular 

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana

W 
 WDSM: mastocitosis sistémica bien diferenciada  

WPSS: WHO classification-based prognostic scoring system 

Z 
ZRSR2: zinc finger CCCH-Type, RNA binding motif and serine/
arginine rich-2
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1.- La hematopoyesis. 

La hematopoyesis constituye el proceso mediante el cual se generan las células hematopoyéticas 

(eritrocitos, leucocitos y plaquetas) a partir de la diferenciación y maduración de un precursor común 

conocido como célula stem hematopoyética (CSH). El desarrollo y diferenciación hematopoyética es un 

proceso biológico dinámico, complejo y finamente regulado, en el que intervienen de forma coordinada, 

además de los precursores de células sanguíneas, multitud de células (p.ej. células del micromedioambiente 

medular como las células mesenquimales y otras células del estroma) y productos celulares como citocinas, 

quimiocinas y factores de crecimiento y diferenciación, que mediante sistemas de retroalimentación, 

activación e inhibición tienen como objetivo último mantener un número con proporciones relativas 

estables de células hematopoyéticas, durante toda la vida del individuo1-5. 

1.1.- Localización de la hematopoyesis en las primeras etapas del desarrollo. 

Actualmente se conoce que la hematopoyesis ocurre en diferentes oleadas o etapas a lo largo del 

desarrollo y vida del individuo. Así, los primeros indicios de hematopoyesis la sitúan en los primeros días 

de vida del embrión, al tener como función primordial la oxigenación de las células y tejidos que se 

desarrollarán posteriormente6-13. La primera oleada de producción de células hematopoyéticas se localiza 

en el saco vitelino, donde las células stem se generarían a partir de un precursor mesodérmico localizado 

en la pared posterior del mesodermo lateral7,14-20. En este período, se trataría de una hematopoyesis 

incompleta, en la que se producen tan sólo hematíes, junto a los primeros granulocitos, y cuya generación 

estaría regulada por la expresión (o inhibición de la expresión) de factores de transcripción concretos, 

especialmente de PU.1 o GATA-121. 
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Posteriormente, entre los días 27 y 40 de vida del embrión humano, la pared antero-lateral del 

mesodermo ventral del embrión se prepara para albergar el nicho hematopoyético definitivo, surgiendo en 

este período por primera vez, una célula con capacidad de diferenciación a precursores de células 

endoteliales, mesenquimales y/o hematopoyéticas, denominada hemangioblasto, célula edotelial 

hemogénica o célula hemangio-mesenquimal11,22,23. Estos precursores hematopoyéticos más primitivos se 

definen además por mostrar patrones de expresión de proteínas característicos, asociados a expresión de 

CD31+, CD34+, CD45+, CD117+, c-myb+, GATA2+, GATA3+, flk1+ y SCL/TAL1+, en ausencia de CD38, lin1 y 

otros marcadores específicos de línea22-27. No obstante, entre esta célula hematopoyética primitiva y el 

hemangioblasto, se postula que podría existir una célula ancestral CD143+, CD34-, CD45- con capacidad de 

diferenciación, además de al precursor hematopoyético primitivo, a la célula progenitora del endotelio 

vascular CD143+, CD34+, CD4522 28.  

En este momento del desarrollo ontogénico de la hematopoyesis, el nicho hematopoyético estaría 

constituido por la notocorda, células mesenquimales y células del endotelio vascular, además de los 

precursores ancestrales y hematopoyéticos primitivos. En este ambiente se liberan citocinas y mediadores 

de entre los que cabe señalar BMP (proteína morfogénica del hueso), FGF (factor de crecimiento de 

fibroblastos), SHH (Sonic Hedgehog) y VEGFα (factor de crecimiento del endotelio vascular), cuyos efectos 

van a favorecer la activación de vías de señalización tales como las vías de NOTCH y WNT3, y la producción 

de factores de transcripción como ldb1 y RUNX1, que propician la diferenciación de células mesodérmicas 

primitivas a hemangioblastos, que se localizan también en una estructura anatómica denominada aorta-

gonado-mesonefro (AGM)7,29,30,18-21.  

La hematopoyesis se establece de forma definitiva en las etapas embrionarias. Tras la generación del 

primer precursor surgirán diversas oleadas hematopoyéticas con el fin de establecer nichos 

hematopoyéticos adicionales en diferentes órganos y tejidos como el timo, el bazo, el hígado, e incluso el 

endocardio, la aorta y la placenta11,12,21,31,32. En estos nuevos nichos, especialmente en el hígado, las células 

hematopoyéticas procedentes del AGM anidan y se establecen, manteniendo la hematopoyesis 

intraembrionaria. De esta forma, el hígado se convierte en el principal órgano hematopoyético durante el 
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período embrionario y posteriormente durante el período fetal, incluso cuando la médula ósea (MO) 

embrionaria ya haya sido colonizada por CSHs33.  

Las señales generadas por las células estromales de cada uno de los nuevos nichos hematopoyéticos 

inducen la quimiotaxis selectiva de CSHs7,31,34,35. Hoy se sabe que este proceso no es aleatorio y que está 

mediado (principalmente) por la quimiocina CXCL12, también conocida como factor de crecimiento 

derivado de células estromales de tipo 1 (SDF-1); se trata de una quimiocina producida en diferentes nichos 

hematopoyéticos y que interaccionan con su receptor CXCR4 localizado en la membrana de la CSH36. 

Además, en este proceso de direccionamiento y anidamiento de la CSH, también colabora el factor 

estimulante de células stem (SCF)36. La hipervascularización coriónica placentaria con zonas ricas en 

CXCL12 y SCF, especialmente llamativa en los últimos meses de gestación, explicaría la presencia de nichos 

hematopoyéticos con CSHs en la placenta durante la última etapa de la gestación36.  

La aparición de los nuevos nichos hematopoyéticos en diferentes tejidos, ha suscitado cierta 

controversia en relación al origen de las CSHs. Así, se plantea si estas células realmente tienen su origen en 

el AGM, a partir del cual mediante oleadas de siembras sucesivas, colonizarían los nuevos nichos 

hematopoyéticos, si por el contrario, surgen “de novo” a partir de la capa mesenquimal de cada tejido, o si 

se trata de una combinación de ambos procesos7,11,13-15,31,35,37,38. Lo que sí parece demostrado es que la CSH 

de diferentes tejidos embrionarios tiene diferentes características proliferativas según el órgano en el que 

se establezca; así, a modo de ejemplo, la CSH hepática prolifera de forma casi constante, mientras que la 

CSH presente en la médula ósea permanecería en un estado quiescente11,12. Desde la octava semana de vida 

fetal hasta el nacimiento, el hígado se convierte en el órgano hematopoyético más importante11-13,21. 

Posteriormente, tras el nacimiento, la médula ósea pasará a ser el principal órgano hematopoyético (Figura 

1)11-13,21. 

A modo de resumen, diríamos que existen indicios que avalan la teoría de que la hematopoyesis se 

originaría en las primeras etapas de la vida embrionaria. Inicialmente se trataría de una hematopoyesis 

incompleta que tendría lugar en el saco vitelino. Una vez se forma el AGM, se instauraría la hematopoyesis 

definitiva formándose nuevos nichos hematopoyéticos que albergan CSHs en diferentes órganos. A partir 
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de la octava semana de la vida fetal, el hígado asumiría la función de órgano hematopoyético principal, 

hasta que, tras el nacimiento, es sustituido por la médula ósea. 

 Figura 1. Evolución de la hematopoyesis en el organismo durante las etapas embrionaria, fetal, postnatal y adulta. 

1.2.- Regulación de la hematopoyesis. 

La regulación de la diferenciación y maduración de la CSH en el nicho hematopoyético, se lleva a cabo 

a nivel intracelular mediante una combinación de patrones definidos de expresión de factores de 

transcripción y mecanismos epigenéticos. Mediante ambos grupos de señales, se genera un complejo 

entramado de señales intercelulares y de cambios intracelulares que terminan condicionando la 

quiescencia o proliferación de la CSH, y su capacidad de diferenciación unilineal vs. mulitilineal. En este 

sentido, la activación de factores de transcripción como RUNX1, NOTCH1, MLL, TEL/ETV6, SCL/tal1 y LMO2 

o GATA-2 confiere a la CSH una capacidad casi ilimitada de autorrenovación en ausencia de diferenciación11-

13,39; hoy se cree que la competición por la activación selectiva de determinados factores de transcripción 

en diferentes estadios de diferenciación del progenitor hematopoyético, regularía y condicionaría la 

diferenciación terminal de la CSH a cada una de las distintas líneas hematopoyéticas11. Así, los factores 

GATA-1 y PU.1 intervienen en la diferenciación específica de la CSH a un progenitor 

eritroide/megacariocítico y gránulo/monocítico, respectivamente40; a su vez, Gfi1 y PU.1 compiten por la 

diferenciación a granulocito neutrófilo o monocito, respectivamente41; C/EBP y FOG, estarían implicados 

en la inducción de diferenciación a granulocito eosinófilo o a células con capacidad de diferenciación 

Periodo prenatal Periodo postnatal 
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multipotencial42, mientras que EKLF y  Fli-1, compiten por la diferenciación a líneas eritroide vs. 

megacariocítica, respectivamente.  

En cierta medida, las hemopatías malignas en las que existe afectación de la CSH, presentan 

alteraciones genéticas que involucran a los genes que codifican para estos factores de transcripción, siendo 

incluso algunas de estas alteraciones, altamente específicas de subtipos particulares de leucemias 

mieloides agudas (LMA) y de leucemias linfoblásticas agudas de precursores de célula B (LLA-B); tal es el 

caso de PU.1 y C/EBPα en LMA megacarioblástica asociada a Síndrome de Down y de Pax5, E2A y EBF en 

algunos subtipos concretos de LLA-B11,43. 

De igual modo, a nivel epigenético se ha demostrado la participación de alrededor de medio centenar 

de factores reguladores que intervendrían a distintos niveles44, generalmente a través de la formación de 

complejos que activan o inhiben selectivamente a los factores de transcripción que intervienen en la 

diferenciación hematopoyética, a nivel de los distintos estadios madurativos39, y que mencionaremos de 

forma más detallada en las siguientes secciones de esta introducción. 

 

 

1.3.- El nicho hematopoyético. 

El concepto de “nicho hematopoyético” fue acuñado inicialmente por Schofield, en 197845. Desde 

entonces, ha adquirido un protagonismo notable, siendo uno de los focos centrales del estudio de la 

hematopoyesis46. En general, el término “nicho hematopoyético” se refiere a zonas concretas de un tejido 

localizadas en los diferentes órganos hematopoyéticos donde anida la CSH, y en la que se distinguen 

habitualmente tres componentes celulares con un origen distinto (mesenquimal, hematopoyético y 

endotelial). Estos componentes mesenquimal, hematopoyético y endotelial delimitan tres áreas o nichos 

histológicos, conocidos como los nichos endóstico, vascular y trabecular31,34,47,48.  

El componente mesenquimal del nicho hematopoyético está integrado por un grupo heterogéneo de 

células derivadas de un precursor común mesenquimal (célula stem mesenquimal o MSC) entre las que se 
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incluyen fibroblastos, osteoblastos y condrocitos, además de las células mesenquimales y los 

adipocitos31,49-52. 

Además de su función osteogénica, condrogénica y adipogénica,31,53, las células del componente 

mesenquimal del nicho hematopoyético intervienen directamente en los procesos de proliferación, 

diferenciación, adhesión y migración de las células hematopoyéticas31,34,54-57, mediante la producción y 

liberación de diferentes citocinas, factores de crecimiento y quimiocinas, entre otros mediadores. En este 

sentido cabe señalar que, los fibroblastos, osteoblastos, y en menor medida los condrocitos, producen y 

liberan interleucina (IL)1, IL6, IL7, IL8, IL11, factor estimulante de colonias (CSF) monocíticas (M-CSF) y 

granulocíticas (G-CSF), SCF, interferón-beta (IFN-β), fibronectina, colágeno tipo I y tipo III, heparán sulfato, 

ácido hialurónico, VLA-4, VLA-5, αLβ2 integrina o LFA-1(CD11a/CD18), CD44, SDF-1, factor de necrosis 

tumoral alfa (TNFα) y TNFβ, angiopoyetina 1 (Ang-1), factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), 

factor transformante del crecimiento beta (TGF-β) y linfotoxina (LT). Se ha observado además que a nivel 

de su superficie, los osteoblastos expresan vitronectina (αVβ3 o CD51/CD61), N-cadherina, Tie2 y Jagged–

1, moléculas capaces de aglutinar selectivamente a las CSHs más primitivas, favoreciendo de este modo su 

expansión48,56,58-63. Por el contrario, en el nicho hematopoyético, los adipocitos parecen desarrollar una 

función inhibidora de la hematopoyesis, modulada por la producción de leptina 54,55,64,65. Por su parte, la 

MSC del nicho hematopoyético se caracteriza por expresar la molécula de adhesión de célula mesenquimal 

(MCAM o CD146) y/o el factor de crecimiento neuronal de baja afinidad (NGFR o CD271); al parecer, dicha 

expresión depende de la zona del nicho hematopoyético donde se encuentre la MSC, lo cual pone de 

manifiesto la heterogeneidad de estas células66,67. La MSC regula la osteogénesis, adipogénesis y 

condrogénesis, además de liberar nestina y SDF-1, factores necesarios para la adhesión y migración de la 

CSH hacia el nicho vascular. Pese a todo lo anteriormente descrito, cabe señalar que, aunque todavía se 

conoce muy poco sobre los mecanismos moleculares y las funciones específicas de la MSC, su localización 

en los tres nichos hematopoyéticos (endóstico, vascular y reticular) hace pensar que se trata de una célula 

determinante en el control de la proliferación y diferenciación celular durante toda la hematopoyesis.  

El componente vascular del nicho hematopoyético está integrado fundamentalmente por células 

endoteliales, que al igual que la CSH, tienen su origen en el angioblasto. La célula endotelial regula el tráfico 
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celular y de nutrientes desde y hacia los vasos sanguíneos, estando implicada además en la proliferación 

de las células hematopoyéticas, debido a la producción y liberación de factores de crecimiento vascular, 

principalmente VEGF, isolectina y cadherina del endotelio vascular (VE-cadherin). El contacto directo entre 

la CSH y la célula endotelial permite, a través de estos mediadores, activar vías de señalización como las 

vías de NOTCH y AKT, dando lugar a la proliferación y expansión de la CSH31,34,68,69. 

Precisamente la CSH y su progenie constituyen el elemento principal del componente hematopoyético 

del nicho. Tras sufrir procesos de diferenciación y maduración, dará lugar a células hematopoyéticas 

maduras, que accederán al torrente circulatorio; desde ahí, algunas regresan posteriormente a la médula 

ósea integrándose en el estroma y microambiente medular. Así ocurre con los macrófagos, los linfocitos T 

y B o las células plasmáticas y el mastocito, contribuyendo así también las propias células hematopoyéticas 

diferenciadas, al control de la hematopoyesis mediante la producción y liberación de mediadores como 

citocinas de las que merece destacar factor estimulante de colonias granulomonocíticas (GM-CSF), G-CSF, 

IL-1, IL-3, IL-6, IL-8 y TNFα53,54, entre otras. 

En la médula ósea, estos tres componentes celulares se encuentran distribuidos a su vez, en tres zonas 

o nichos espaciales diferenciados (Figura 2)31,34: i) el nicho endóstico o trabecular, compuesto por, 

osteoblastos, osteocitos y osteoclastos (células reguladoras del metabolismo óseo); ii) el nicho vascular 

integrado por arteriolas, capilares y sinusoides70 formado principalmente por células endoteliales, y ;iii) el 

nicho reticular o parénquima, constituido por todos los elementos hematopoyéticos y por cantidades 

variables de adipocitos que forman el componente de tejido graso. 

El nicho endóstico está integrado por una zona especialmente rica en osteoblastos, que facilitan la 

adhesión de la CSH a través de receptores de membrana como la N-cadherina71, evitando así su migración 

hacia otras zonas del nicho, donde tienen lugar los procesos de diferenciación y maduración 

hematopoyética72,73. Como hemos referido anteriormente, el nicho vascular es una zona rica en células 

endoteliales74 secretoras de CXCL12 y que están en contacto directo con células progenitoras 

hematopoyéticas ricas en moléculas que señalizan para la activación de linfocito (SLAM)75 en distintos 

estados funcionales. Así, estas CSHs pueden agruparse en: i) CSHs CD150+ CD244– CD48- localizadas de 

forma preferente alrededor de los sinusoides vasculares; ii) progenitores multipotentes CD150– CD244+ 
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CD48–, y; iii) progenitores más maduros CD150– CD244+ CD48+75. Finalmente, el nicho reticular (o 

parénquima) descrito en 2010, está definido por la zona del nicho hematopoyético comprendida entre los 

nichos endóstico y vascular, en la que la CSH interactúa con la MSC. Esta MSC libera nestina y gran cantidad 

de CXCL12, hecho por el que a esta célula se la denomina también célula CAR (célula reticular con 

abundante expresión de CXCL12)76-78. De hecho, aunque inicialmente se pensaba que la CSH estaría 

localizada cerca del endostio, hoy se sabe que en realidad, la mayoría de las CSH se localizan lejos del 

endostio, siguiendo una distribución perivascular, en contacto directo (adyacente) con las células 

CAR50,77,79,80. Además de CXCL12 y nestina, las células CAR también producen SCF, un mediador esencial a 

la hora de mantener la viabilidad de la CSH77,81. 

Figura 2. Representación gráfica del nicho hematopoyético de médula ósea. Las subpoblaciones de células progenitoras 
hematopoyéticas quiescentes y activas coexisten en un mismo microambiente específico denominado "nicho" 
hematopoyético. Este microambiente mantiene a la CSH en un equilibrio dinámico entre autorenovación y diferenciación. 
En el nicho endóstico las CSH inactivas (en fase G0 del ciclo celular) quedan fuertemente ancladas a través de 
interacciones mediadas por moléculas de adhesión expresadas por la CPH, la célula reticular (CAR) y la célula mesenquimal 
del nicho (CM nestina+) como N-cadherina, CD44 y diversas integrinas (VLA-4). En el nicho vascular, la CSH prolifera y se 
diferencia gracias a la modulación ejercida por mediadores como la angiopoyetina 1 (Ang-1) y VEGF. En el nicho vascular, 
además, la interacción de moléculas que inducen quiescencia de la CSH, como TIE2 provoca un aumento de los niveles de 
expresión de N–cadherina en la CPH, en equilibrio con los factores activadores de la diferenciación de la CSH (por 
ejemplo, SCF, CXC4 y TPO) producidos y liberados por el componente mesenquimal del nicho reticular. Modificado de 
Berrueta et al81 

Nicho 
reticular 

Nicho endóstico Nicho vascular 
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1.4.- Estadios iniciales de diferenciación de la célula stem hematopoyética. 

En la actualidad se estima que un individuo adulto produce alrededor de un millón de CSHs por 

minuto82. A través de un mecanismo de división asimétrica, estas células garantizan el mantenimiento de 

niveles constantes de CSHs durante toda la vida82. Para mantener el equilibrio entre las células que se 

pierden diariamente y las necesarias para mantener niveles estables de las mismas en el organismo, se 

calcula que para un adulto de unos 70 kg de peso, la producción media diaria de eritrocitos, plaquetas y 

leucocitos se situaría en torno a 2 x 1011, 2 x 1011 y 7 x 1010   células, respectivamente83. Todas estas células 

se generarían a partir de CSHs capaces de dividirse de manera asimétrica, dando lugar a dos células hijas 

con diferentes características: una capaz de reintegrarse al pool existente de CSH (capacidad de 

autorrenovación) sin apenas sufrir diferenciación, y otra que terminaría por diferenciarse84. En este 

proceso juega un importante papel la interacción de SCF y de la trombopoyetina (TPO) con sus receptores 

KIT y c-Mpl, respectivamente85. Otras citocinas como IL3, IL6, IL11 y el ligando de Flt-3, actuarían de forma 

sinérgica con SCF y TPO para regular estas fases iniciales de la diferenciación y autorrenovación de la CSH86-

88. De esta forma se garantizaría la supervivencia y proliferación de la CSH, a la vez que el control de su pool

en el organismo89. 

La capacidad de autorrenovación de la CSH está directamente relacionada con el número de divisiones 

que ésta haya sufrido, y que se estima podría ocurrir con una frecuencia de aproximadamente una vez al 

mes86. Durante los intervalos de latencia (fase G0 del ciclo celuar), diferentes proteínas y factores autocrinos 

y paracrinos como TGFß1, Tie2 y su ligando Ang1, N-cadherina, TGFβ/Smad o ß-catenina58,89-93, favorecen 

la adhesión de la CSH al nicho endóstico94; ahí, las condiciones de hipoxia son más favorables para mantener 

una actividad mitocondrial mínima (ocurriendo procesos de autofagia y mitofagia)95-98. Todo esto termina 

favoreciendo que la célula se mantenga en un estado quiescente fuera de ciclo celular, (en fase G0). A su vez, 

en el nicho endóstico, la hipoxia celular estaría regulada por mediadores como el factor-1 de crecimiento 

derivado de teratocarcinoma (TDGF-1/Cripto), con las proteínas WNT y NOTCH, TGFß, GRP78 y factor-1 

inducible por hipoxia (HIF-1α), proteínas que regulan la expresión de los factores de transcripción WNT, 

NOTCH, y SHH88,91,99-101, la actividad de la telomerasa102 y la entrada al ciclo celular de la CSH, directamente 
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mediante la inhibición de quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) inducidas por la producción de p21 y 

p57103-105, entre otras proteínas inhibidoras. 

Tras el período de latencia, la entrada en ciclo celular de la CSH del nicho endóstico daría lugar a la 

formación de un huso mitótico perpendicular al polo de unión al endostio106. Las células más próximas al 

mismo, silencian la expresión de factores necesarios para la diferenciación y maduración, (p. ej. SMAD)107, 

mientras que activan NOTCH, WNT, SHH, HELIXLOOP-HELIX (HLH), HES y HESRELATED, junto a programas 

epigenéticos24,88 que favorecen la quiescencia e inhiben la diferenciación de esa célula hija108. 

Con el envejecimiento, el nicho hematopoyético sufre alteraciones estructurales que afectan 

directamente a la organización y distribución de los distintos componentes celulares del mismo. Así, 

disminuiría la capacidad de la CSH para producir células de línea linfoide (pero no mieloide)109, lo cual 

explicaría, al menos en parte, el incremento progresivo de la frecuencia de las hemopatías mieloides de CSH 

en adultos, a medida que avanza la edad. En paralelo, se observa mayor expresión de CD15094 y 

acumulación de daño en el ADN, asociado a activación de p53 y p16INK4a, factores que afectan 

negativamente a la capacidad de autorregeneración de la CSH, favorecen la mielopoyesis y la posible 

transformación neoplásica a hemopatías mieloides110. 

1.5.- Diferenciación hematopoyética. 

A grandes rasgos, las células hematopoyéticas se subdividen en células linfoides y mieloides, que a su 

vez se subclasifican en subtipos funcionales bien diferenciados entre ellos. Así, la línea linfoide está 

integrada por linfocitos B y T, además de las células “natural killer” (NK), mientras que el compartimiento 

mieloide es más heterogéneo y se subdivide en granulocitos neutrófilos, eosinófilos y basófilos, monocitos 

y macrófagos, mastocitos, células dendríticas, células eritroides y megacariocíticas.  

Atendiendo al grado de diferenciación celular, podemos distinguir un número variable de estadios 

madurativos dentro de cada una de las diferentes líneas celulares hematopoyéticas, dependiendo de los 

criterios y métodos concretos empleados. Así, según el patrón de expresión de múltiples proteínas 

analizado mediante citometría de flujo (CMF) podemos establecer ≥20 estadios madurativos diferentes 
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para cada línea. Por el contrario, según criterios morfológicos y funcionales convencionales, la 

diferenciación de células hematopoyéticas se define por cuatro estadios principales: CSH, célula 

progenitora hematopoyética (CPH), célula precursora hematopoyética (CPreH) y célula madura. El primer 

estadio correspondería a la célula más primitiva, la CSH, con capacidad de mantener la hematopoyesis a 

“largo plazo” (LT-CSH; del ingés, “long-term”) y que representa alrededor del 0.005% del conjunto de las 

células nucleadas de MO111-114. Se trata de células con capacidad de diferenciación multipotencial y serían 

las únicas células hematopoyéticas con capacidad de autorrenovación11,13,112-114. Morfológicamente la CSH 

tiene un aspecto inmaduro linfoblastoide y expresa antígenos de inmadurez como CD34, CD45, CD90, 

CD117 y CD133, en ausencia de CD38 y de marcadores fenotípicos específicos de línea linfoide B (CD19–, 

CD79a–), T(CD3–, CD7–), mielo-monocítica (CD15–, CD64–, MPO–), de granulocito basófilo (CD203c–), 

eosinófilo (CD193–, CD125a–, Siglec 8–), de célula eritroide (CD36–, CD235–) y megacariocítica (CD41–, 

CD42a–, CD42b–, CD61–)113,115-117 (Figura 3). 

 La CSH se diferencia a CPH, que representa 0.1-0.5% de las células nucleadas de MO118,119. Esta CPH 

pierde la capacidad de autorrenovación, aunque conserva su potencial proliferativo, siendo multipotencial, 

bipotencial o monopotencial. Fenotípicamente, aunque comparte ciertas características con la CSH como la 

expresión de CD34 y CD45, presenta reactividad para algunos antígenos específicos de la línea a la que está 
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iniciando su compromiso madurativo, de acuerdo a lo descrito anteriormente; además, la CPH muestra 

expresión fuerte y relativamente homogénea de CD38116,117,120,121. La CPH a su vez, dará lugar a las CPrecH 

de diferentes líneas identificables no sólo por el inmunofenotipo característico de cada línea, sino también 

por su morfología (p.ej. el mieloblasto, promielocito, mielocito, metamielocito y cayado, dentro de los 

precursores de línea de granulocito neutrófilo o el monoblasto y el promonocito dentro de la línea 

monocítica). Según avanza la diferenciación, esta CPreH muestra pérdida progresiva de positividad para 

marcadores de inmadurez como CD34, HLADR y CD117 –en las células mieloides y linfoides no 

comprometidas a líneas de célula presentadora de antígeno (CPA)–120,122; tal es el caso de la CPreH de 

granulocito neutrófilo, basófilo y eosinófilo, del mastocito y de las célula eritroide y megacariocítica117,119. 

Por el contrario, en el caso de las células (mieloides y linfoides) HLADR+ que se diferencian a CPA 

(principalmente a monocito, célula dendrítica y linfocito B), se observa pérdida exclusiva de CD34 y 

CD117117,119, manteniéndose la expresión de HLADR (Figura 4A y Figura 4B).  

Figura 4A. Representación gráfica de la diferenciación temprana de la CSH de médula ósea normal a diferentes 
líneas hematopoyéticas. Representaciones biparamétricas (dot plots) y multidimensionales (APS) que ilustran los distintos 
estadios de diferenciación de la CSH a diferentes líneas hematopoyéticas. En el panel se representa la población de precursores 
hematopoyéticos (en color rojo) no comprometidos a línea linfoide ni mieloide CD34+ CD117+ HLADR+ y CD45+débil en ausencia 
de reactividad para CD38 y otros marcadores de línea B (CD22+) o mieloide (CD15+). En color gris se representan el resto de 
poblaciones hematopoyéticas de la médula ósea. 
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A continuación, revisaremos en más detalle las principales características de las células que presentan 

diferenciación a cada una de las líneas mieloides y a los precursores primitivos linfoides en MO humana 

normal. Por el contrario, no detallaremos en esta introducción la diferenciación linfoide T y B ya que las 

neoplasias linfoides no se reconocen habitualmente como neoplasias de la célula stem hematopoyética 

1.5.1.- Diferenciación mieloide. 

En el nicho hematopoyético se generan señales específicas que modulan la expresión génica y los 

perfiles epigenéticos de los precursores hematopoyéticos, orientando la diferenciación y maduración de la 

Figura 4B. Representación gráfica de la diferenciación temprana de la CSH de médula ósea normal a diferentes 
líneas hematopoyéticas. Representaciones biparamétricas (dot plots) y multidimensionales (APS) que ilustran los 
distintos estadios de diferenciación de la CSH a diferentes líneas hematopoyéticas. En el panel se representa la población 
de precursores no comprometidos (en color negro) junto con las poblaciones de CPrH comprometidas a línea linfoide 
(CD22+, en color azul), a línea monocítica (HLADR++ y CD15+, en color verde), a línea de granulocito neutrófilo (HLADR–/+ 
CD15+, en color amarillo) junto con otras CPrH comprometidas a otras líneas celulares mieloides diferentes de las 
anteriores (HLADR+ CD117+ CD22– CD15–), representadas en color rosa.
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CSH123 124. Entre los principales genes involucrados en la diferenciación a línea mieloide destacan: PU.1125, 

HOX126, C/EBPa, C/EBPb y C/EBPe127, RUNX1128, SCL129,PU.1, GATA 1, GATA 2 y FOG,130,131. Aunque en general 

se asume que podría existir un precursor mieloide común, cada vez existe un mayor número de evidencias 

que apoyan la hipótesis de la existencia ya en las primeras etapas de la diferenciación, de una mayor 

diversificación, con varios precursores distintos para las diferentes líneas mieloides. 

Desde un punto de vista fenotípico, la diferenciación a las distintas líneas mieloides a partir de una 

CSH se caracteriza por pérdida de reactividad para CD34 (un marcador cuya expresión es típica de la CSH), 

manteniéndose en la mayoría de los casos la expresión de CD117132. Al igual que los precursores CD34+, el 

compartimento de precursores CD34–CD117+ constituye también una población celular muy heterogénea 

que contiene precursores comprometidos a las diferentes líneas hematopoyéticas117,119. Dentro de este 

compartimiento resulta relativamente fácil discriminar los precursores CD34-CD117+ granulomonocíticos 

(CD33++CD45+débil/-) de los precursores eritroides (CD33–CD45–) por sus notables diferencias en 

granularidad (SSC) y por la expresión de marcadores característicos de línea como CD13 (positivo en los 

precursores granulomonocíticos y progresivamente menos intenso y negativo en los precursores 

eritroides) (Figura 5). 

 
Figura 5. Identificación de precursores CD34- CD117+ de línea de granulocito neutrófilo, monocito y eritroide. 
Representaciónes biparamétricas (dot plots) y multiparamétrica (APS) que ilustran la estrategia empleada para la 
identificación de los precursores CD34–CD117+ de línea eritroide (HLADR– CD36+ CD33– CD45–), de granulocito neutrófilo 
(HLADR–/+d CD36– CD33++ CD45+) y de monocito (HLADR++ CD36– CD33++ CD45+) en médula ósea normal, representadas en 
rojo, negro y verde, respectivamente. 
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1.5.1.1.-Diferenciación a línea granulocítica y monocítica 

In vitro, los progenitores mieloides se diferencian formando distintos tipos de colonias, entre las que 

se identifican, unidades formadoras de colonias granulomonocitícas (CFU-GM). A su vez, éstas dan origen 

a unidades formadoras de colonias granulocitícas (CFU-G) y unidades formadoras de colonias monocitícas 

(CFU-M), responsables de la producción del granulocito neutrófilo y del monocito, respectivamente. Así, 

las CFU-G darían lugar de forma secuencial al mieloblasto, promielocito, mielocito, metamielocito, cayado 

y granulocito neutrófilo, mientras que las CFU-M se diferencian en monoblasto, promonocito, monocito, y 

finalmente, ya fuera de la sangre, en el macrófago tisular. La diferenciación a línea mieloide y en concreto 

a las líneas de granulocito neutrófilo y monocito, está regulada por un complejo entramado de citocinas 

que en ocasiones presentan efectos sinérgicos, a veces independientes, o incluso antagónicos, entre las que 

merece destacar GM-CSF, G-CSF, M-CSF, IL-3, IL-4, IL-6 y SCF, entre otras133-136. En cambio, otras citocinas 

como TNF-α, TGF-β, la proteína inflamatoria de macrófagos-1α (MIP-1α) y los interferones (IFN), actúan 

como citocinas inhibidoras de la mielopoyesis137,138. 

El factor de transcripción más relevante en relación con el compromiso madurativo a línea 

gránulomonocítica es PU.1. Esta proteína, en colaboración con los genes C/EBPα y C/EBPß, y los 

reguladores epigenéticos DNMT3A, DNMT3B, TET2 y HDCA–139, silencia GATA-1 e inhibe la diferenciación 

a línea megacariocitica y eritroide. A su vez, la diferenciación específica de CFU–GM hacia granulocito 

neutrófilo está mediada por la expresión de C/EBPß y C/EBPɛ junto con GATA-1, y está controlada 

epigenéticamente por HDAC5, CBP y p30039,136,137. Posteriormente, en estadios de diferenciación más 

avanzados, GFI-1 inhibe a GATA-1 junto con PU.1, IKAROS y HOXB839,136,137. 

PU.1 junto con Egr1/2 y Nab-2, regulan también la diferenciación terminal a línea monocítica39,139,140. 

A su vez, este proceso está controlado epigenéticamente por DNMT3A, DNMT3B, TET2 y HDCA–1, en 

interacción con los factores transcripcionales IKAROS, PREP1, KLF4, HOXB8 y HOXA10, entre otros39,136,137. 

En los estadios finales de diferenciación de esta línea, la activación de los tándem MAFB/PU.1 o IRF8/PU.1, 

conduce a la diferenciación terminal a macrófago o célula dendrítica, respectivamente, siendo este proceso 

favorecido por la presencia de M-CSF (en lugar de G-CSF), junto con INFγ e IL139,134.  
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Desde el punto de vista fenotípico, la diferenciación y maduración a línea de granulocito neutrófilo a 

partir de un progenitor común mieloide CD34+ CD117+ HLADR+, se caracteriza por la pérdida secuencial de 

reactividad para marcadores asociados a inmadurez (p.ej. CD34, CD117 y HLADR), junto a la adquisición 

secuencial de antígenos característicos de línea de granulocito neutrófilo, como mieloperoxidasa 

citoplasmática (cyMPO), CD15 y CD65, CD64, CD11b y CD35, hasta alcanzar los estadios más maduros de 

cayado y granulocito neutrófilo que sale a sangre periférica (SP) con expresión intensa de CD13, CD16 y 

por último, CD10117,119. De este modo, mediante CMF se han descrito al menos cuatro estadios de 

diferenciación claramente definidos y que se correlacionan con los estadios morfológicos de diferenciación 

a granulocito neutrófilo120,121. Así, en un primer estadio de diferenciación, el precursor de línea neutrófilo 

muestra un fenotipo cyMPO+/++ CD15+/++ CD13++ CD11b– CD16– CD10– asociado a características 

morfológicas de mieloblasto117,119. Esta célula se diferenciaría a una célula CyMPO++ CD15++ CD64–/+ 

CD13+/++ CD11b– CD16– CD10– con SSC elevado y características morfológicas de promielocito117,119. En la 

transición a mielocito, esta célula pierde (ligeramente) expresión de CyMPO++/+ y CD13+/–, sigue siendo 

CD15++ CD10– y CD64+, y adquiere expresión de CD11b+ junto a CD16–/+117,119 Posteriormente, la 

diferenciación a metamielocito, y cayado se asocia a una expresión intensa de CD15++, positividad para 

CyMPO+ y CD64+débil ,  y una expresión progresivamente mayor de CD13+/++ CD11b+/++ CD16+/++, siendo 

finalmente el neutrófilo maduro cyMPO+ CD15++ CD64+débilCD13++ CD11b++ CD16++ y CD10+117,119 

Por su parte, la diferenciación a línea monocítica, a partir de un progenitor común mieloide CD34+ 

CD117+ HLADR+, se caracteriza por la pérdida de reactividad para marcadores asociados a inmadurez (p.ej. 

CD34 y CD117) y reactividad fuerte y homogénea para HLADR, a diferencia de lo que ocurría en la 

diferenciación a granulocito neutrófilo117,119. En paralelo, este precursor CD34– CD117-/+, HLADR++ 

presenta positividad temprana para marcadores característicos de línea monocítica como CD64, en 

ausencia de marcadores de granulocito neutrófilo (p.ej. cyMPO–)117,119. El fenotipo de esta célula CD14– 

CD35– CD36– CD300e– correspondería con un estadio madurativo morfológico de monoblasto117,119. Al 

diferenciarse, esta célula daría lugar de forma secuencial al monoblasto CD64++ CD36+débil CD14– CD300e–, 

al promonocito CD64++ CD14+/++ CD35+/++ CD36+/++ CD300e–/+ y finalmente, al monocito maduro CD14++ 

CD35++ CD36++ CD300e++117,119, que sale a SP desde donde migra a los distintos tejidos del organismo. 
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1.5.1.2.-Diferenciación a granulocito eosinófilo, granulocito basófilo y 
mastocito. 

En la actualidad, el conocimiento existente acerca de los factores que intervienen en la diferenciación 

a granulocito eosinófilo, granulocito basófilo y mastocito, es algo más limitado. No obstante, se sabe que 

desde el precursor común mieloide y mediante los efectos sinérgicos de GM-CSF e IL-3, potenciados por la 

acción de la IL-5, se induce expresión de GATA-1, STAT3 y STAT5. Estos factores de transcripción propician 

la diferenciación a granulocito eosinófilo39,136,137. De forma similar, la combinación de G-CSF, GM-CSF e IL-

3 induce expresión de los factores de transcripción PI3K y de IL-3 que facilitarían la diferenciación inicial a 

granulocito basófilo y a mastocito39,136,137. 

Pese a lo expuesto anteriormente, en la actualidad sigue sin existir consenso en lo que respecta al 

origen exacto del precursor que se diferenciaría hacia mastocito. Así, mientras algunos autores sugieren 

que éste se originaría a partir de un precursor mieloide común CD34+ HLADR+ CD117+141,142, otros autores 

han identificado un precursor de mastocito aún más inmaduro, anterior incluso al precursor común 

linfoide y mieloide, que expresaría CD117 de alta intensidad, la integrina α4β7 (CD49d+/CD29+) y el 

receptor T1/ST2 (IL-33R), en ausencia de CD27143-146. La activación de los factores de transcripción GATA-

1, GATA-2 y PU.1 a nivel de este precursor jugaría un papel determinante en el compromiso inicial de la CSH 

a mastocito39,136,137,145,146. En un estadio posterior intervendrían de forma competitiva MITF1 y 

C/EBPα39,136,137. Así, la activación de MITF1 dirigiría la diferenciación terminal a mastocito, inhibiendo la 

expresión de C/EBPα39,136,137,145,146. De las múltiples citocinas que intervienen en este proceso modulando 

la expresión de factores de transcripción inducidos por PI3K e IL3 merece destacar, además del SCF y de la 

IL3, la IL4, IL5, IL9, IL15 y TPO, citocinas que favorecen la diferenciación a mastocito145-147; por el contrario, 

el IFNγ, la IL6, TGFß y/o GM-CSF regulan de forma negativa la maduración a mastocito148-150. 

Desde un punto de vista fenotípico, la diferenciación a granulocito eosinófilo y basófilo a partir de un 

precursor mieloide común CD34+ CD117+ HLADR+, se asocia a pérdida de reactividad para estos 

marcadores de inmadurez, en ausencia de positividad para cyMPO y CD64112,117,119,151-153. Asimismo, la 

diferenciación a granulocito eosinófilo se asociaría a positividad para la peroxidasa de eosinófilo (cyEoP) y 

la proteína básica principal de eosinófilo a nivel citoplasmático (cyBMPEo), además de expresión en la 
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membrana celular de CD15, CD65, CD125, CCR3 y proteínas de la familia de Siglec (p.ej. Siglec 8)115. En la 

diferenciación terminal a granulocito eosinófilo, juega un papel determinante la IL5 producida 

fundamentalmente por los linfocitos T115. Por el contrario, la diferenciación a granulocito basófilo a partir 

de un precursor mieloide común CD34+ CD117+ HLADR+ se caracterizaría por la pérdida de reactividad 

para marcadores de inmadurez como CD34, CD117 y HLADR, en ausencia de expresión de cyMPO y CD64 

junto con positividad intensa para CD123 y CD203c (exonucleasa NPP3) y en menor medida también CD22 

y CD25, entre otros marcadores146,154. Finalmente, el mastocito procedería de un precursor mieloide común 

o de un precursor incluso más inmaduro que, aunque pierde expresión de CD34 y HLADR, incrementa su

positividad para CD117, según lo descrito anteriormente.  El precursor del mastocito, expresa también de 

forma precoz receptores de citocinas y quimiocinas, que como CD116, CD123, CD126 y CXCR1, se pierden 

con la maduración155,156, y CXCR2, CXCR4 e IL-4R, cuya expresión se mantiene estable durante todo el 

proceso madurativo156,157. De forma similar, este precursor expresa también moléculas de adhesión como 

CD11a, CD18, CD49d o CD49e que se pierden con la maduración157,158; en paralelo, adquiere expresión de 

CD11b, CD11c, CD49c158, el receptor de alta afinidad para la IgE (FcƐRI)159, Siglec 6 y Siglec 8160. Por el 

contrario, no expresa marcadores de activación asociados a linfocitos como CD2 o CD25, entre otras 

proteínas151-153,161,162. 

1.5.1.3.-Diferenciación eritroide. 

 Los progenitores eritroides más primitivos o unidades formadoras de “brotes” eritroides (BFU-E), 

mantienen una elevada tasa proliferativa en respuesta a citocinas, originando progenitores eritroides más 

maduros conocidos como unidades formadoras de colonias eritroides (CFU-E)163-167. Estas CFU-E tienen un 

potencial de proliferación mucho más limitado y dan lugar a precursores eritroides morfológicamente 

diferenciados, desde los proeritroblastos, eritroblastos basófilos, policromatófilos y ortocromáticos, hasta 

los reticulocitos y eritrocitos. La ruta de diferenciación a línea eritroide está regulada en todo su trayecto 

por la eritropoyetina (EPO), junto con la IL3, IL9, TPO, el ligando de la tirosina fetal 3 (FLT-3L) y SCF168. 

Estas citocinas, y en particular la EPO, favorecen la proliferación de las BFU-E y la supervivencia de las 



29 Carlos María Fernández Giménez. Tesis Doctoral. Universidad de Salamanca 

CFU-E169. A nivel intracelular, estas citocinas y factores de crecimiento inducen la expresión de GATA-1 

silenciando PU.111-13,170. La activación de GATA-1 y FOG-1 favorece la diferenciación eritroide, al modular la 

expresión de otros factores de transcripción como las proteínas de la familia HOX (especialmente HOXA5, 

HOXB5, HOXB6, HOXB7), LHX2, SCL y EKLF 7,11-13,170.  

Desde el punto de vista fenotípico, la línea eritroide procede también de un precursor mieloide común 

CD34+ CD117+, HLADR+ que progresivamente perdería la expresión de los marcadores de inmadurez CD34, 

HLADR y finalmente CD117117,119. Sin embargo, a diferencia de lo que sucede con las líneas granulocítica y 

monocítica, el precursor eritroide pierde también reactividad para CD45 y marcadores asociados a línea 

mieloide como CD13 y CD33117,119. En paralelo, esta célula adquiere reactividad fuerte para CD36 (receptor 

de trombospondina), CD71 (receptor de la transferrina) y CD235a (glicoforina A), entre otros 

marcadores117,119. De este modo, aunque no existe una correspondencia exacta con los estadios de 

diferenciación definidos de acuerdo a las características morfológicas del precursor eritroide, desde un 

punto de vista fenotípico, se pueden identificar al menos cuatro estadios madurativos dentro de las células 

de línea eritroide de MO normal: 1) células eritroides CD34+ HLADR+/– CD117+ CD71+/++  CD36+/++  CD105 

(endoglina)+/++.; 2) células eritroides más diferenciadas CD34– HLADR-CD117+ CD71++ CD36++ CD105+/++; 3) 

precursores eritroides de aspecto más maduro, menor tamaño y complejidad interna CD34– HLADR– 

CD117– CD71++ CD36++ CD105+/-, y finalmente; 4), reticulocitos y eritrocitos CD34– HLADR– CD117– CD71+/– 

CD36+/– y CD105–117,119,171,172.  

1.5.1.4.-Diferenciación megacariocítica 

Los progenitores megacariocíticos más tempranos, o unidades formadoras de brotes megacariocíticos 

(Meg-BFU), dan lugar a progenitores más tardíos conocidos como células formadoras de colonias 

megacariocíticas (Meg-CFC)173,174. Mediante endomitosis (replicación del ADN sin división nuclear), 

secuencialmente se originan megacariocitos inmaduros y maduros, a partir de los cuales tiene lugar la 

formación de las plaquetas mediante la fragmentación (múltiple) del citoplasma de los megacariocitos. La 

TPO, junto con la IL3, IL6 e IL11, constituyen los elementos clave a la hora de regular la diferenciación 
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megacariocítica. Así, modulan la activación de GATA-1, que junto con GFI-1B, silencia FOG y EKLF, los 

principales factores de transcripción encargados de inducir la diferenciación eritroide a partir del 

precursor común eritroide–megacariocítico7,11-13,170. Finalmente, FLI-1 parece constituir el principal factor 

de transcripción involucrado en la maduración terminal del megacariocito a plaqueta, aunque en este 

proceso también intervienen otros genes moduladores como PBX1B, PBX2, MPL y PF4 7,11-13,170.  

Desde un punto de vista fenotípico, al igual que sucede con la línea eritroide, el megacarioblasto 

procedería de un precursor mieloide común CD34+ CD117+ HLADR+ que al madurar perdería marcadores 

de inmadurez como CD34, CD117 y HLADR, además de CD45117,119. La reactividad de esta célula para 

glicoproteínas plaquetarias como CD41, CD42a, CD42b, CD61 y CD36 favorecería la diferenciación terminal 

a megacariocito y plaqueta, adquiriendo progresivamente en este proceso, expresión de moléculas de 

adhesión vascular como CD31 (PECAM-1), tetraspaninas como CD9, o integrinas como αIIbß3 (CD41/CD61) 

entre otras proteínas117,119,175,176. En conjunto, se trata de moléculas esenciales para que en los últimos 

estadios de diferenciación a línea megacariocítica, las plaquetas actúen como elementos celulares 

funcionalmente activos y competentes177.  

1.5.2.- Diferenciación a célula dendrítica. 

Bajo el término de célula dendrítica (CD) se incluyen varios elementos celulares del sistema inmune, 

especializados en la presentación antigénica a los linfocitos T, junto con el linfocito B y las células del 

sistema monocito/macrófago. Según sus características biológicas y funcionales distinguen al menos dos 

tipos diferentes de CDs: la CD clásica (CDc) y la CD plasmocitoide (CDp). Mientras que las CDc muestran 

más similitudes con las células mieloides, las CDp exhiben características fenotípicas y funcionales 

intermedias entre las células mieloides y los linfocitos. Así, algunos autores sugieren que ontogénicamente 

las CDc podrían tener un origen mieloide178 , mientras que las CDp tendrían un origen linfoide179,180; otros 

autores sugieren que la CDc y la CDp podrían tener un origen común181-184. De acuerdo con esta última 

hipótesis184, todas las subpoblaciones de CDs hematopoyéticas humanas compartirían un ancestro común 

con capacidad de diferenciación restringida a granulocito neutrófilo, monocito y CD. Este precursor se 
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localizaría en la MO y en el cordón umbilical, estando por el contrario ausente en la sangre y los tejidos 

linfoides periféricos184. Fenotípicamente, esta célula se caracterizaría por presentar un fenotipo de célula 

muy inmadura Linneg CD34+ CD38++ CD117+ CD135 (FLT3)+ CD115+ (receptor del factor estimulante de 

colonias monocíticas)181. A medida que se diferencia, este precursor perdería su potencial de 

diversificación a distintas líneas, y daría lugar a un progenitor restringido a monocito y CDs; a partir de este 

último progenitor se originaría finalmente el precursor específico de célula dendrítica (PCD). Este PCD 

Linneg CD34+ CD38++ CD135+ CD45RA+ CD10– CD115–, CD116– -receptor de GM-CSF–, CD123++, representaría 

≈2% de todas las células CD34+ de MO humana184,185 y habría perdido ya su potencial de diferenciación a 

monocito, de manera que sólo sería capaz de dar lugar a CDs, (CDp y CDc). El precursor de la CDc saldría 

de la MO, transitaría por la sangre periférica y cuando se asienta en un micromedioambiente adecuado, 

como el de los órganos linfoides secundarios (OLS), se diferenciaría en las dos subpoblaciones de CDc de 

ratón (CD8+ y CD8-)185. Debido a su corta vida media186,187 estas dos subpoblaciones de CDc necesitarían 

una reposición continua por parte del precursor de MO188,189. La expresión secuencial de factores de 

transcripción como PU.1, GFI1, IKAROS, IKAROS DN, STAT3 y Batf3 facilitarían la diferenciación de la CSH a 

CDc. En este punto, la expresión específica de factores de transcripción como IRF8, ID2 Y BALF3 llevarían a 

la CPc a diferenciarse a una CDc CD8+; por el contrario, la expresión de otros factores de transcripción 

como IRF2, IRF4, RELB, Y RUNX3 propiciaría la diferenciación de la CDc a una CDc CD8–185. Durante este 

proceso de diferenciación, algunas citocinas como GM–CSF e IL4 favorecerían la diferenciación de la CSH a 

DCc190,191, mientras que la presencia de M–CSF y CXCL4 favorecerían la diferenciación de la CSH a una célula 

de línea monocito/macrófago de tipo 1 o de tipo 2, respectivamente192,193. 

A diferencia del proceso de maduración de las CDc que se completaría fuera de la MO, la 

diferenciación de las CDp se realiza enteramente en este tejido194. Así, el precursor de CDp más inmaduro 

es una célula que se caracteriza por ser CD34+ CD117+ HLADR++ CD4+ CD123+++ CD36+ CD64+débil y CD33+débil 

CD13+débil. En este proceso, la activación de factores de transcripción como IKAROS, PU.1, IRF8, IRF4, E2-2, 

STAT5, XBP1, y en menor medida también GFI1, inducirían la diferenciación del precursor mieloide común 

indiferenciado185 a CDp; por el contrario, otros factores de transcripción como ID2, podrían 

controlar/inhibir la diferenciación de la CSH a CDp185. Todo este proceso de diferenciación está a su vez 
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modulado por diferentes mediadores, entre los que destacan de forma particular GM-CSF y la IL3. Merece 

destacar que el precursor de CDp se ha relacionado ontogénicamente con el precursor linfoide T/NK195  

1.5.3.- Diferenciación a líneas celulares linfoides. 

Las células linfoides incluidos los linfocitos B y T, y las células NK, tienen su origen en la CSH196, en los 

nichos hematopoyéticos de la MO. 

Los primeros estadios de diferenciación linfoide están representados por los precursores linfoides 

tempranos (ELP, del inglés “early lymhpoid progenitors”) caracterizados por iniciar la transcripción de la 

recombinasa RAG1, enzima clave en la recombinación de los segmentos VDJ de los genes de las 

inmunoglobulinas (Ig) y del TCR (receptor de la célula T); a partir de este precursor se generan los 

progenitores linfoides comunes (PLCs)197,198. En su mayoría, estos últimos progenitores, se diferencian en 

MO a precursores de linfocitos B199,200 y precursores de linfocitos T/NK capaces de colonizar el timo200,201; 

además, a estos últimos precursores T/NK se les relaciona ontogénicamente con el precursor de la CDp195. 

A nivel fenotípico, el PLC expresa CD34 junto con CD10 y la enzima nuclear deoxinucleotidil-transferasa 

terminal (TdT)202, CD127 (IL7Rα), CD38 y CD45RA, marcadores cuya expresión es especialmente intensa 

entre los precursores B. A este nivel, la diferenciación a precursores T/NK se caracteriza por la coexpresión 

de CD34, CD45RA y CD7, en ausencia de CD10 y CD127203 y suele diferenciarse ya del precursor de CDp en 

que este último suele mostrar positividad intensa para CD123204. Mientras el precursor B madura en MO a 

un linfocito B inmunocompetente, el precursor T/NK migra de forma temprana al timo, donde tiene lugar 

la diferenciación T. Respecto a la célula NK, aunque su proceso de diferenciación sigue siendo en gran 

medida desconocido, se cree que puede ocurrir a nivel extramedular.  
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Figura 6. Principales genes, citocinas y factores epigenéticos involucrados en la proliferación, diferenciación y 
maduración hematopoyética. El panel superior representa los principales estadios de la hematopoyesis (murina) durante 
diferentes etapas del desarrollo. La CSH, derivada del mesodermo ventral, se asienta secuencialmente durante el desarrollo 
embrionario (inicialmente) en el saco vitelino, en la región denominada AGM (hematopoyesis “primitiva)”, y (posteriormente) en 
el hígado fetal, la placenta (hematopoyesis definitiva) y finalmente la MO (hematopoyesis definitiva). La figura representa las 
características más relevantes de la hematopoyesis en cada uno de estos tejidos. En las etapas iniciales, el hemangioblasto es capaz 
de generar CSH y células endoteliales. La CSH se diferencia a CSH-LT que mantiene la capacidad de autorrenovación. Esta célula 
origina a su vez la CSH-ST. Esta última célula da lugar a los progenitores mieloides comunes (PMC) y los progenitores linfoides 
comunes (PLC), que dan lugar a los precursores mieloides y linfoides respectivamente, con capacidad de diferenciación terminal a 
células hematopoyéticas maduras mieloides y linfoides. Los factores de transcripción que gobiernan la hematopoyesis en los 
mamíferos están representados en el panel inferior de la figura. Los estadios del desarrollo en los que la diferenciación está 
bloqueada en ausencia de un factor de transcripción concreto (determinado en modelos murinos y de pez cebra) están 
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representados por un lazo rojo.  En color rojo se identifican los factores de transcripción que se han relacionado con hemopatías 
malignas mieloides como LMA y/o síndrome mielodisplásico (SMD). Por el contrario, los factores de transcripción identificados en 
color azul oscuro son aquellos que no han demostrado potencial oncogénico ni en modelos humanos ni murinos. Entre los factores 
de transcripción requeridos para la producción, supervivencia y autorrenovación de la CSH, se incluyen principalmente MLL, 
RUNX1, TEL/ETV6 SCL/TAL1 y LMO2. Estos genes están involucrados en alteraciones citogenéticas detectadas en pacientes con 
LMA y LLA. Además de los factores de transcripción que gobiernan la diferenciación de las células hematopoyéticas en los 
diferentes estadios madurativos, en la figura también se representan los principales factores epigenéticos que modulan la 
expresión o inhibición de dichos factores de transcripción, así como las citocinas producidas por las células del nicho 
hematopoyético, más relevantes en el control de la hematopoyesis normal. Modificado de Orkin et al.11 

1.6.- Proliferación celular durante la hematopoyesis. 

Para mantener niveles constantes de células hematopoyéticas en sangre y los distintos tejidos 

periféricos, la producción de células hematopoyéticas desde los compartimientos más inmaduros hasta los 

estadios más avanzados de diferenciación de las distintas líneas, han de seguir un minucioso programa de 

diferenciación y proliferación durante la vida de cada sujeto. De este modo, las células regulan de forma 

estricta su proliferación intercalando la misma con fases de diferenciación celular descritas anteriormente 

en esta introducción205. El principal objetivo de la producción de nuevas células hematopoyéticas reside en 

poder responder a las necesidades derivadas de la pérdida diaria de células (de carácter fisiológico y/o 

patológico) y/o de estímulos fisiológicos que requieren un mayor número de las mismas; para ello, la 

reposición de nuevas células maduras y funcionalmente competentes se realiza a partir de los precursores 

más inmaduros del mismo linaje. Para alcanzar los números de células adecuados, estos precursores 

además de sufrir maduración deben multiplicarse. Por todo ello, el ciclo celular juega un papel 

determinante en la homeostasis del tejido hematopoyético206-209. A lo largo de la vida del individuo y según 

las necesidades propias de la edad, la tasa proliferativa de las células hematopoyéticas sufre 

modificaciones. Por ejemplo, en las primeras etapas de la vida, el objetivo primordial de la linfopoyesis es 

garantizar la formación de tejidos linfoides secundarios con una capacidad funcional y de reconocimiento 

antigénico (repertorio) amplia y adecuada210,211, mientras que en etapas adultas, una vez se han formado 

los OLS y estos son funcionalmente competentes, la proliferación celular persigue únicamente mantener 

una tasa de renovación y recuperación tisular adecuada211-215. En términos generales, los precursores 

hematopoyéticos más inmaduros son aquellos que presentan mayor capacidad proliferativa, disminuyendo 

esta de forma progresiva a medida que la célula se diferencia216. A modo de ejemplo, en la diferenciación a 
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línea de granulocito neutrófilo, la gran mayoría de las células que se encuentran en las fases de síntesis de 

ADN, G2 o mitosis del ciclo celular corresponden a mieloblastos, mientras que la tasa proliferativa de 

mielocito, cayado y del granulocito neutrófilo es prácticamente nula216-219. 

2.- Hematopoyesis clonal. 

Al igual que ocurre en general con todas las células del organismo, la CSH puede sufrir alteraciones 

funcionales asociadas por ejemplo al envejecimiento celular, o bien como consecuencia de un proceso 

patológico de distinta índole220,221. En ambos casos, dependiendo del número de CSH afectadas y del tipo 

de alteración que éstas presenten, la hematopoyesis puede llegar a comprometerse de forma transitoria 

(reversible) y/ o permanente (irreversible)220,221. A su vez, este compromiso de la hematopoyesis puede 

repercutir directamente sobre la cantidad y calidad de los diferentes elementos celulares maduros de las 

distintas líneas hematopoyéticas originadas a partir de la CSH alterada; por lo tanto, la alteración de la CSH 

puede conllevar o no citopenias, aplasia y/o displasia de una o más líneas celulares, entre otras 

anomalías220-225. 

En general, la hematopoyesis puede verse afectada bien por alteraciones de los mecanismos que 

controlan la CSH y su homeostasis a nivel del nicho hematopoyético donde reside226,227 –p.ej. alteraciones 

que afectan a la comunicación intercelular, las vías de señalización intracelular–, por alteraciones en su 

capacidad proliferativa, de diferenciación y/o supervivencia, asociadas a lesiones genéticas y/o 

epigenéticas de la propia CSH, y relacionadas con la presencia de mutaciones somáticas y/o germinales 

(hematopoyesis clonal), o por una combinación de ambas228-233. En cualquiera de los casos, el equilibrio 

entre autorrenovación, proliferación y diferenciación de la CSH puede verse comprometido230,231,234-236. A 

modo de ejemplo, el incremento de la producción y diferenciación de una determinada línea celular en 

detrimento de otras, como pueda ser la producción excesiva de eritrocitos, puede ocurrir como respuesta 

a una hemorragia importante, a variaciones significativas de la concentración de oxígeno en la atmósfera, 

o al consumo/administración de factores de crecimiento (p.ej. eritropoyetina)131,165,237-241. En todas estas
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situaciones, el incremento en la producción de hematíes es en principio reversible, al estar asociado a 

mecanismos de compensación que persiguen mantener cifras óptimas/adecuadas de hemoglobina según 

las necesidades fisiológicas del individuo o los estímulos ambientales y/o farmacológicos administrados242-

256. Por el contrario, en otras ocasiones, el incremento o disminución de la producción de células eritroides

puede deberse a alteraciones genéticas de la CSH que condicionan una producción y diferenciación 

preferencial a esta línea celular, con pérdida de los mecanismos normales de regulación de la eritropoyesis 

como ocurre, por ejemplo, en la policitemia vera (PV) o algunos síndromes mielodisplásicos (SMD)257-261. 

En estos casos, la afectación de la hematopoyesis suele asociarse además a alteraciones cualitativas de las 

células hematopoyéticas262-265. Clásicamente, estas alteraciones cualitativas se han evidenciado a nivel 

microscópico al visualizarse alteraciones en la morfología, tamaño y/o distintas características celulares y 

tisulares. No obstante, su especificidad es variable, dependiendo del tipo de alteración y del contexto en el 

que se observa. Así, las anemias carenciales por déficit de vitamina B12 se asocian a rasgos megaloblásticos, 

especialmente en la serie eritroide266-270, mientras que la presencia de neutrófilos hipogranulares se asocia 

habitualmente con hematopoyesis clonal y SMD235,271-276.  

En términos generales, la alteración genética de la CSH va asociada también a una afectación de su 

progenie dando lugar a un clon de células alteradas genéticamente235,271-275. La expansión clonal de las 

células hematopoyéticas que comparten mutaciones (u otras alteraciones somáticas) en su genoma, puede 

tener un carácter temporal o permanente277. En este último caso se considera que la CSH y su progenie han 

sufrido una transformación neoplásica, lo cual implica la presencia de CSHs alteradas que aseguran la 

autorrenovación y persistencia de las células mutadas. Estas células (clonales) adquieren además un mayor 

potencial de transformación maligna debido a su persistencia y expansión, ya sea por su ventaja 

proliferativa y/o de supervivencia respecto a su contrapartida normal278-283. Finalmente, la expansión del 

clon tumoral provoca un desplazamiento progresivo de las células normales asociado a una alteración 

(también progresiva), generalmente irreversible de la hematopoyesis normal residual, asociándose dicho 

deterioro funcional de la hematopoyesis con el concepto de transformación maligna279,282,284-286. En general, 

hoy se considera que las hemopatías malignas pasarían en su mayoría por un proceso evolutivo similar al 

descrito anteriormente, desde la afectación clonal de una CSH (o un precursor de la misma), a la 
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transformación neoplásica y la progresión maligna, con un desplazamiento progresivo de la hematopoyesis 

normal, reemplazada por la hematopoyesis clonal. 

En la última década, el desarrollo y aplicación de técnicas de secuenciación masiva ha permitido 

identificar la presencia de mutaciones somáticas y/o germinales en células hematopoyéticas (incluida la 

CSH) de individuos aparentemente sanos, en los que mediante otras técnicas la hematopoyesis no estaba 

(aparentemente) comprometida284,287-290. Cabe señalar no obstante, que con frecuencia se trata de 

alteraciones genéticas y moleculares características de hemopatías mieloides malignas; de hecho, un 

análisis detallado de este grupo de sujetos mostró una mayor incidencia en ellos de tumores malignos 

incluidas las hemopatías mieloides232,235. Ante estos hallazgos, se cree que el desarrollo de una hemopatía 

maligna mieloide como la LMA, podría seguir una evolución en diferentes fases a lo largo del 

tiempo229,277,291-293. En las primeras etapas, una o más CSH del individuo adquirirían mutaciones somáticas 

(sobre una base genética normal o con mutaciones germinales ya heredadas) que podrían predisponer al 

desarrollo de hemopatías; estas primeras alteraciones no tienen por qué proporcionar una ventaja 

proliferativa a la CSH alterada (fase pre-maligna)294-297. En una etapa posterior, la CSH pre-maligna y su 

progenie, podrían adquirir nuevas mutaciones conductoras (del inglés “driver”) que favorecerían su 

proliferación y/o mayor supervivencia respecto al resto de CSH no mutadas (transformación 

neoplásica)235,277. Cuando esto ocurre, se produciría un acúmulo de células tumorales que progresivamente 

irían reemplazando la hematopoyesis normal (fase de expansión o crecimiento tumoral)235,277. Finalmente, 

la adquisición de nuevas mutaciones favorecería la expansión clonal incluso fuera de la MO (fase de 

aceleración) y un incremento paulatino de formas inmaduras (CSH malignas) resistentes a quimioterapia, 

alcanzando así el paciente una fase terminal (maligna) de la enfermedad16,56. 

No obstante, la presencia de hematopoyesis clonal en MO se cree que podría pasar inadvertida en 

muchos casos y mantenerse silente en ausencia de progresión maligna, sobre todo cuando coexiste con una 

hematopoyesis normal preservada capaz de producir y mantener cifras normales de células 

hematopoyéticas funcionalmente competentes. Merece destacar que, el acúmulo progresivo de 

alteraciones genéticas y moleculares se traduce en la aparición de alteraciones morfológicas y fenotípicas 

que paulatinamente originan patrones típicos de hemopatías malignas como los SMD16,56.  
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En este apartado de la introducción revisaremos el conocimiento actual sobre los procesos 

asociados a evolución clonal, transformación neoplásica y progresión maligna de las hemopatías mieloides, 

desde la hematopoyesis clonal de significado indeterminado (CHIP) a la LMA; en él haremos referencia 

específica, además, a la mastocitosis sistémica, como modelo de hemopatía mieloide idónea para el estudio 

de este grupo de enfermedades.  

2.1.-Hematopoyesis clonal de potencial indeterminado (CHIP) y otras 

hemopatías mieloides pre-malignas. 

Estudios recientes en los que se han empleado técnicas sensibles de secuenciación masiva han 

puesto de manifiesto que las células hematopoyéticas acumulan de forma secuencial una media de 1.3 

mutaciones somáticas puntuales por célula y década de vida; en la mayoría de los casos, estas mutaciones 

no presentan trascendencia clínica298,299. Así, mientras que la presencia de estas alteraciones es excepcional 

en individuos sanos menores de 40 años, su prevalencia por encima de los 65 años se sitúa en alrededor 

del 10% de la población, alcanzando el 18% de los mayores de 90 años229,235. Estos hallazgos se cree que 

contribuyen a explicar la mayor prevalencia de hemopatías mieloides (p.ej. síndrome 

mielodisplásico/neoplasia mieloproliferativa –SMD/NMP– y LMA) y linfoides (p.ej. linfocitosis B 

monoclonales –abreviado del inglés como MBL– o gammapatías monoclonales de significado incierto –

GMSI–) en individuos de edad avanzada235,300-302. En este sentido, cabe señalar que los sujetos que 

presentan CHIP no cumplen criterios diagnósticos para ninguna hemopatía maligna, y no muestran un 

deterioro funcional de la hematopoyesis, aunque sus células hematopoyéticas presentan alteraciones 

citogenéticas y/o mutaciones puntuales características de las enfermedades antes referidas –p.ej. 

nulisomía del cromosoma Y en varones303, trisomía 8304, del(20)305-307 o mutaciones de TET2 , SF3B, RUNX1, 

TP53, ASXL1 o DNMT3A, entre otras308–. No obstante, aunque la prevalencia de estas alteraciones en sujetos 

de edad avanzada sea tan elevada, la tasa de progresión a SMD o LMA se estima sería inferior al 1% de casos 

al año229,230,292,309, lo cual sugiere que estas alteraciones genéticas, por sí mismas, no serían suficientes para 

el desarrollo de dichas enfermedades224,229,230,235,309,310.  
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Recientemente, algunos autores han acuñado el término de CHEP (hematopoyesis clonal de potencial 

clínico evidente, abreviado del inglés como “CHEP”) para referirse, dentro de los sujetos con CHIP a un 

subgrupo de individuos con mayor potencial de evolución clínica. Así, con esta denominación, se pretende 

diferenciar a aquellos sujetos que presentan hematopoyesis clonal asociada a mutaciones genéticas con un 

bajo potencial de evolución clínica–p.ej. TET2, DNMT3A y AXSL1, entre otras– (CHIP), de individuos 

portadores de lesiones genéticas que por el contrario, se asocian con progresión y manifestaciones clínicas 

–BCR-ABL1p210 y JAK2 V617F, entre otras– (CHEP)277 (Tabla 2). Desde un punto de vista práctico, para

identificar aquellos sujetos que presentan  CHIP y CHEP, se definen una serie de parámetros entre los que 

se incluyen: i) ausencia de evidencia morfológica de una neoplasia hematológica; ii) ausencia de  criterios 

clínicos y biológicos de hemoglobinuria paroxística nocturna (HPN), GMSI y MBL, y; iii) presencia de una 

mutación somática asociada a alguna hemopatía maligna (p.ej. mutación de los genes TET2, DNMT3A, 

AXSL1, JAK2, TEP53, SRSF2, entre otros) con una carga alélica ≥ 2%229,311. Como hemos referido 

anteriormente, el tipo concreto de lesión genética detectada en estos sujetos ayudaría a distinguir entre 

sujetos con CHIP y con CHEP (Tabla 1). 

Tabla 1. CHIP vs CHEP. Alteraciones genéticas y moleculares detectadas en individuos sanos y asociadas a bajo vs. 
moderado  potencial de progresión a hemopatía. 

Subtipo diagnóstico Alteración genética Hemopatía asociada 
CHIP Mutación de TET2 Neoplasia mieloide 

Mutación de DNMT3A Neoplasia mieloide 
Mutación de GNAS Neoplasia mieloide 
Mutación de AXSL1 Neoplasia mieloide 
Mutación de SF3B1 Neoplasia mieloide 
Mutación de PPM1D Neoplasia mieloide 
Reordenamiento IGH Neoplasia B 
Reordenamiento TCR Neoplasia T 
–Y Neoplasia mieloide 

CHEP BCR-ABL1 p210 LMC 
JAK2 V617F NMP 
FIP1L1-PDGFRA, del CHIC2 LEC/SHE 
KIT D816V SM 
RUNX1-RUNX1T1 LMA 
CBFB-MYH11 LMA 
Mutación de FLT3-ITD LMA 
Mutación de KRAS y HRAS LMA 
BCL2-IGJ(H) FL 
IGH-CCND1 MCL 
-7, +8, 5q-… SMD/LMA 
t(8;21), inv(16) LMA 
t(9;22) LMC 
t(14;18) LF 
t(11;14) LCM 
t(8;14) LB 

CHIP, hematopoyesis clonal de potencial indeterminado; CHEP, hematopoyesis clonal de potencial clínico evidente; LMC, leucemia mieloide crónica; 
NMP, neoplasia mieloproliferativa; LEC/SHE, leucemia eosinofílica crónica/síndrome hipereosinofílico; SM, mastocitosis sistémica; LMA, leucemia 
mieloide aguda; LF, linfoma folicular; LCM, linfoma de células del manto; LB, linfoma de Burkitt . Modificado de Valent et al.235,277 
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En paralelo, se ha identificado también otro grupo de sujetos en los que se observan citopenias 

mantenidas y/o rasgos displásicos sin que estos alcancen a cumplir los criterios diagnósticos para 

hemopatía maligna, por ejemplo, para SMD52,89,91-93. Ante esta situación y la gran variabilidad de las 

alteraciones detectadas, recientemente se ha propuesto una clasificación para estos individuos en la que se 

definen tres entidades diagnósticas que se sumarían a la anteriormente mencionada hematopoyesis clonal 

de potencial indeterminado (CHIP) o de potencial clínico evidente (CHEP)235: i) citopenia idiopática de 

significado incierto (abreviado del inglés como “ICUS”)273,310,312,313; ii) displasia idiopática de significado 

incierto (abreviado del inglés como “IDUS”)273,310,312-314, y; iii) citopenia clonal de significado incierto 

(abreviado del inglés como “CCUS”)273,310,312,313. Estos sujetos se diferenciarían de aquellos individuos que 

presentan CHIP (o CHEP) por la presencia de citopenias y/o rasgos displásicos de tipo morfológico y/o 

fenotípico, asociados o no a marcadores genéticos/moleculares de clonalidad (Tabla 2).  

En todos estos sujetos, la evaluación del riesgo de progresión a SMD u otra hemopatía requiere de 

un análisis citomorfológico, fenotípico y molecular detallado228. Así, hoy se reconoce que mientras que la 

identificación de alteraciones displásicas se asocia con un mayor riesgo de progresión, la ausencia de 

mutaciones somáticas mediante técnicas de secuenciación masiva tiene un alto valor predictivo negativo315-

Tabla 2: Características clínicas y biológicas que diferencian los SMD de entidades asociadas a hematopoyesis clonal asociada 
o no a citopenias y displasia. 

Variable 
SMD (OMS 2008) 

ICUS NO CLONAL IDUS CHIP CHEP CCUS SMD bajo riesgo SMD-alto riesgo 

Clonalidad - - + + + + + 

Mutación pasajera -/+ -/+ + -/+ -/+ -/+ + 

Mutación conductora - - - + -/+ -/+ + 

Cariotipo anormal - - - -/+ -/+ -/+ + 

Displasia MO - - - - - + + 

Citopenias + + - - + + + 

% de Blastos en MO <5% <5% <5% <5% <5% <10% <19% 

Riesgo pronóstico Muy bajo Muy bajo Muy bajo Bajo Bajo Bajo Alto 

ICUS, citopenia idiopática de significado incierto; CHIP, hematopoyesis clonal de potencial incierto; CHEP, hematopoyesis clonal 
de potencial clínico evidente; CCUS, citopenia clonal de significado incierto; SMD, síndrome mielodisplásico. Modificado de 
Steensma 235,277 
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318. En cualquier caso, en estos sujetos se recomienda adoptar una conducta expectante, y actuar sólo en

aquellos casos que presenten citopenias, si las circunstancias lo requieren. En esta situación, el abordaje 

terapéutico tiene como objetivo primordial mejorar los síntomas de la citopenia (habitualmente la anemia) 

mediante el empleo por ejemplo, de factores de crecimiento, y retrasar en lo posible la evolución de la 

enfermedad235,275. 

2.2.- Neoplasias de la célula stem hematopoyética. 

Aunque no existe una delimitación clara entre cuales serían con exactitud las neoplasias que afectan 

a la CSH y aquellas que involucran de forma preferencial a su progenie más diferenciada, en la actualidad 

se considera que la práctica totalidad (o la inmensa mayoría) de las hemopatías malignas mieloides, 

incluidas las leucemias agudas de línea ambigua, constituirían neoplasias de la CSH; por el contrario, la 

afectación de la CSH sería mucho menos frecuente entre las neoplasias linfoides. 

2.2.1.- Hemopatías malignas mieloides. 

En la clasificación actual de la Organización Mundial de la Salud (OMS)319, las hemopatías malignas 

mieloides se dividen en siete grandes grupos diagnósticos de acuerdo con las características clínicas, 

morfológicas, fenotípicas y genéticas/moleculares que presentan: i) neoplasias mieloproliferativas (NMP); 

ii) mastocitosis; iii) neoplasias mieloides y linfoides con eosinofilia y alteración de los genes PDGFRA,

PDGFRB y FGFR1; iv) neoplasias mielodisplásicas/mieloproliferativas (SMD/NMP); v) síndromes 

mielodisplásicos; vi) neoplasias mieloides con predisposición germinal, y; vii) leucemias mieloides agudas 

y neoplasias relacionadas. En conjunto, en estos siete grupos quedan incluidas un total de 75 entidades 

distintas (Tabla 3). No obstante, aunque disponemos de criterios bien definidos para la clasificación 

diagnóstica de las hemopatías mieloides, con relativa frecuencia resulta difícil la distinción entre dos o más 

entidades, especialmente en aquellos pacientes en los que se observan rasgos intermedios (p.ej. de 

progresión) entre ellas.  
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Tabla 3.Clasificación actual de las hemopatías malignas mieloides según la OMS (2016276) 
Neoplasias mieloproliferativas (NMP) Leucemia mieloide crónica, BCR-ABL1–positiva 

Leucemia crónica de neutrófilos 
Policitemia Vera 
Mielofibrosis primaria (MFP) 

MFP prefibrótica/estadio precoz 
MFP en estadio fibrótico 

Trombocitemia esencial 
Leucemia crónica de eosinófilos sin otra especificación 
Neoplasia mieloproliferativa inclasificable 

Mastocitosis 
Mastocitosis cutánea 

Mastocitosis sistémica 

Mastocitosis cutánea máculo papular (MCMP) Mastocitosis 
cutánea difusa (MCD) 
Mastocitoma cutáneo 

Mastocitosis sistémica indolente  (MSI)
Mastocitosis sistémica “smoldering”  (SSM)
Mastocitosis sistémica con neoplasia hematológica asociada 
Mastocitosis sistémica agresiva (MSA) 
Leucemia de mastocitos (MCL) 

Sarcoma de mastocitos 

Neoplasias mieloides/linfoides con eosinofilia y anomalías 
de PDGFRA, PDGFRB, o FGFR1, o con PCM1-JAK2 

Neoplasia mieloide/linfoide con reordenamiento de PDGFRA 
Neoplasia mieloide/linfoide con reordenamiento de PDGFRB 
Neoplasia mieloide/linfoide con reordenamiento de FGFR1 
Entidad provisional: Neoplasia mieloide/linfoide con mutación de PCM1-JAK2 

Neoplasias mielodisplásica/mieloproliferativa (SMD/NMP) Leucemia mielomonocítica crónica (LMMC) 
Leucemia mieloide crónica atípica BCR-ABL1–negativa 
Leucemia mielomonocítica juvenil 
MDS/MPN con sideroblastos en anillo y trombocitosis (MDS/MPN-RS-T) 
MDS/MPN inclasificable 

Síndromes mielodisplásicos (SMD) SMD con displasia unilineal 
SMD con sideroblastos en anillo 

SMD con sideroblastos en anillo y displasia unilineal 
SMD con sideroblastos en anillo y displasia multilineal 

SMD con displasia multilineal 
SMD con exceso de blastos 
SMD con del(5q) aislada 
SMD inclasificable 
Entidad provisional: Citopenia refractaria juvenil 

Neoplasia mieloide con predisposición germinal (NMPG) 

NMPG sin otra enfermedad ni disfunción orgánica previa LMA con mutación germinal de CEBPA 
Neoplasia mieloide con mutación germinal de DDX41 

NMPG y trombocitopatía previa Neoplasia mieloide con mutación germinal de RUNX1 
Neoplasia mieloide con mutación germinal de ANKRD26 
Neoplasia mieloide con mutación germinal de ETV6 

NMPG y otra disfunción orgánica Neoplasia mieloide con mutación germinal de GATA2 
Neoplasia mieloide asociada a síndromes de fallo medular (MO) 
Neoplasia mieloide asociada a trastornos de la telomerasa 
Leucemia mielomonocítica juvenil asociada a  neurofibromatosis, síndrome 
de Noonan o enfermedades similares al síndrome de Noonan 
Neoplasia mieloide asociada a síndrome de Down 

Leucemia mieloide aguda (LMA) y neoplasias relacionadas 

LMA con alteraciones citogenéticas recurrentes LMA con t(8;21)(q22;q22.1); RUNX1-RUNX1T1 
LMA con inv(16)(p13.1q22) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11 
LMA con PML-RARA 
LMA con t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A 
LMA con t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214 
LMA con inv(3)(q21.3q26.2) o t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM 
LMA (megacarioblástica) con t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKL1 
Entidad provisional: LMA con BCR-ABL1 
LMA con mutación de NPM1 
LMA con mutación bialélica de CEBPA 
Entidad provisional: LMA con mutación de RUNX1 

LMA asociada a cambios de mielodisplasia 
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Tabla 3 (continuación).Clasificación actual de las hemopatías malignas mieloides según la OMS  (2016276) 

Neoplasia mieloide asociada a terapia 

LMA sin otra especificación LMA con diferenciación mínima 
LMA sin maduración  
LMA con maduración 
Leucemia mielomonocítica aguda 
Leucemia monoblástica/monocítica aguda 
Leucemia eritroide pura 
Leucemia megacarioblástica aguda. 
Leucemia aguda de basófilos. 
Panmielosis aguda con mielofibrosis. 

Sarcoma mieloide. 
Neoplasia mieloproliferativa asociada a Síndrome de Down. Mielopoyesis anormal transitoria. 

Leucemia mieloide asociada a Síndrome de Down. 
Leucemia aguda de linaje ambiguo Leucemia aguda indiferenciada. 

Leucemia aguda de fenotipo mixto con t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1. 
Leucemia aguda de fenotipo mixto con t(v;11q23.3); reordenamiento de MLL.  
Leucemia aguda de fenotipo mixto linfoide/mieloide sin especificar 

Neoplasia de blastos de célula dendrítica plasmocitoide 

2.2.1.1.- Síndromes mielodisplásicos (SMD). 

Los SMD constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades mieloides malignas de naturaleza 

clonal, que tienen su origen en una CSH genéticamente alterada263,320,321. En la actualidad se considera que 

la transformación maligna en pacientes con SMD va asociada a un acúmulo escalonado de lesiones 

genéticas en la CSH tumoral, cuya progenie tiene características clonales asociadas a rasgos displásicos y 

una función alterada, debido en parte a alteraciones madurativas263,322-324. Los distintos subclones de 

células tumorales coexistentes desplazan progresivamente la hematopoyesis normal, sin que se conozcan 

con precisión los motivos y/o mecanismos implicados en su expansión preferencial. El acúmulo de lesiones 

genéticas secundarias, junto a un aumento de la apoptosis intramedular325-328, acaban por traducirse en 

una hematopoyesis ineficaz, asociada a la presencia de hipercelularidad medular y citopenias periféricas 

de grado variable. Actualmente, el diagnóstico de los SMD se fundamenta en gran medida en la presencia 

de displasia morfológica en >10% de las células de al menos una de las líneas celulares hematopoyéticas 

mayoritarias (líneas eritroide, granulocítica y megacariocítica)329, asociada habitualmente a la presencia 

de citopenias periféricas mantenidas y/o de alteraciones citogenéticas características de la 

enfermedad263,321. 
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 Aunque los SMD pueden afectar también a niños, en la mayoría de los casos se diagnostican en 

adultos de edad avanzada330,331, con predominio en varones (ratio entre 2/1 y 5/1 según las series 

reportadas332,333). Cerca del 90% de los SMD son de etiología desconocida (SMD “de novo”) y sólo en una 

minoría de los pacientes (≤10%) se identifican factores patogénicos como la exposición a sustancias 

químicas (p.ej. agentes quimioterápicos, tabaco, benceno) y radiaciones ionizantes, entre otros334,335 (SMD 

secundarios). No obstante todo lo anterior, la existencia de displasia morfológica en los precursores 

hematopoyéticos de MO no constituye una alteración específica de los SMD, al asociarse también a otras 

enfermedades de base genética como la anemia de Fanconi, las talasemias o las porfirias congénitas, o 

incluso a enfermedades de otro tipo, como enfermedades autoinmunes (p.ej. lupus eritematoso sistémico), 

–infecciones víricas (p.ej. infecciones por el parvovirus B19 o el virus de la inmunodeficiencia humana

(VIH)–, déficits vitamínicos (p.ej. de vitamina B12 y ácido fólico) y alteraciones de la homeostasis de 

metales como el cobre271,275,336-341; algunos autores han sugerido incluso la posible existencia de una 

asociación entre displasia hematopoyética y la edad330,146,147.

2.2.1.1.1.-Caracteristicas morfológicas de las células tumorales en los SMD. 

El fallo en la producción de células hematopoyéticas característico de los SMD se acompaña 

habitualmente de una MO hiper o normocelular; sólo en una minoría de los pacientes, la MO es 

hipoplásica264,329,342-347. No obstante, se observan alteraciones morfológicas cualitativas características, en 

al menos una de las tres líneas celulares hematopoyéticas mayoritarias (líneas eritroide, megacariocítica y 

de granulocito neutrófilo). En general, estas alteraciones pueden afectar al tamaño celular, a la estructura 

de las membranas citoplasmática y nuclear, al aspecto del núcleo y/o al contenido (granular) 

citoplasmático263,271,272,329,337. De forma específica, los cambios diseritropoyéticos se definen por la 

presencia de puentes internucleares, irregularidades en el contorno nuclear de los eritroblastos, presencia 

de núcleos múltiples, cariorrexis, cambios megaloblásticos, mitosis anómalas, presencia de cuerpos de 

Höwell-Jolly y/o de punteado basófilo a nivel citoplasmático, y una distribución anómala de la hemoglobina 

o del hierro en forma de sideroblastos en anillo29,46,49,58,329. A su vez, la displasia megacariocítica incluye la
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presencia de cambios en el tamaño celular, (p.ej. presencia de micromegacariocitos) y de alteraciones en la 

segmentación nuclear, con núcleos dispersos y/o hiposegmentados (p.ej. monolobulados o 

bilobulados)29,46,49,58,329. Finalmente, la disgranulopoyesis se caracteriza principalmente por la presencia de 

alteraciones en el tamaño celular (p.ej. gigantismo), defectos en la segmentación nuclear (p.ej. 

hipersegmentación, hiposegmentación o pseudo Pelger-Hüet), y modificaciones estructurales del núcleo 

(p.ej. núcleo en anillo, núcleo en espejo, alteración del grado de condensación de la cromatina o “clumping” 

cromatínico, o la presencia de apéndices y bolsillos nucleares); además, pueden observarse alteraciones en 

la granulación citoplasmática asociadas por ejemplo, a granulación gigante (p. ej. anomalías tipo pseudo-

Chediak-Higashi), hipogranularidad (incluso agranularidad) y presencia de bastones de Auer o cuerpos de 

Döhle, entre otras anomalías29,46,49,58,329.  

2.2.1.1.2.-Características genéticas y moleculares de las células tumorales en 
los SMD. 

Actualmente se cree que las alteraciones morfológicas observadas en las células tumorales de 

pacientes con SMD estarían directamente relacionadas con la presencia de alteraciones genéticas y 

moleculares en las mismas. En este sentido, desde hace tiempo se sabe que alrededor de la mitad de los 

SMD presentan un cariotipo alterado, siendo la frecuencia de alteraciones cariotípicas superior en los SMD 

secundarios (alrededor del 80% de los casos) respecto a los SMD “de novo”348-350. Además, en aquellos casos 

en los que la citogenética no es concluyente o que muestran un cariotipo normal, hoy se sabe que suelen 

existir alteraciones moleculares submicroscópicas que incluyen mutaciones puntuales, microdelecciones, 

y amplificaciones genéticas, e incluso alteraciones epigenéticas, claves tanto para el diagnóstico de la 

enfermedad222,322,351,352, como para su clasificación pronóstica y el conocimiento de su patogenia. 

De acuerdo con la importante heterogeneidad clínica y biológica de la enfermedad, hasta la fecha 

se han definido cerca de 700 (n=684) patrones distintos de alteración citogenética en SMD348. Dentro de 

las alteraciones citogenéticas más frecuentes merece destacar la deleción (total o parcial) de los 

cromosomas 5 y/o 7–p.ej. del(5q) o del(7q31), respectivamente– y la trisomía del cromosoma 8 (+8), 

alteraciones que están presentes en cerca de la mitad de los SMD y que representan el 70% de todas las 
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alteraciones citogenéticas identificadas222,322,348,351,352. Además de estas anomalías, son relativamente 

frecuentes también la del(20q) y la nulisomía del cromosoma Y (-Y)32,59,62-64. Con menor frecuencia, en los 

SMD también se observan alteraciones citogenéticas que afectan a los cromosomas 1 (+1; +1q), 3 –inv(3); 

t(3q)–, 11 –del(11q); +11–, 12 –del (12p)–, 13 –del(13q); -13–, 17 –del (17p); -17–, 18 –del(18q); -18– y 21 

(-21; +21), entre otras anomalías32,59,62-64. En general, todas estas alteraciones pueden aparecer de forma 

aislada o combinadas entre sí, asociándose con frecuencia un mayor número de alteraciones citogenéticas 

(en especial la presencia de cariotipos complejos) a un peor pronóstico de la enfermedad (Figura 7).  

Figura 7: Alteraciones citogenéticas recurrentes en SMD. La frecuencia de las 
alteraciones citogenéticas recurrentes está basada en 1081 pacientes diagnosticados de 
SMD. Modificada de A. Giagounidis, D. Haase et al263 

Más recientemente, la incorporación de las técnicas moleculares al estudio de los SMD ha 

contribuido a incrementar el número de SMD que presentan alteraciones genéticas hasta cerca del 90% de 

los casos. Además, estos estudios han facilitado también profundizar aún más si cabe, en el conocimiento 

de la heterogeneidad genética de la enfermedad, mejorar la clasificación de las alteraciones encontradas 

según sean anomalías primarias y secundarias (de acuerdo con los distintos modelos de evolución clonal 

al que se ajusten) y refinar la estratificación pronóstica de los pacientes315-318. En este sentido, con las 

nuevas herramientas moleculares de secuenciación masiva (NGS) –del inglés “next generation 

sequencing”–, se ha demostrado que ≈90% de los SMD albergan mutaciones puntuales, incluyendo también 

la mayoría (≈66%) de los SMD que presentan un cariotipo normal353. Estas mutaciones habitualmente 

afectan a genes implicados en procesos de diferenciación y señalización celular, la regulación del ciclo 
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celular, la apoptosis, el splicing del ARN y la traducción de ARNm a proteínas, además de cambios 

epigenéticos (Tabla 4).  

*Valor pronóstico independiente de acuerdo con la clasificación pronóstica IPSS. Cabe señalar que algunas mutaciones se asocian
con subtipos diagnósticos concretos de SMD; así, las mutaciones de SF3B1 aparecen en > 50% de pacientes con citopenia refractaria 
con sideroblastos en anillo (CRSA), las mutaciones de ATRX son más frecuentes en SMD asociados a α-talasemia, y las mutaciones
de SRSF2 son características de las neoplasias mieloproliferativas crónicas asociadas a síndrome mielodisplásico (SMD/NMP)
especialmente de la LMMC. Modifiicado de Scheinberg et al354  y de Steensma et al275 

Así, entre las mutaciones somáticas más frecuentes en SMD se incluyen: i) mutaciones que afectan al 

“espliceosoma” o sistema de “splicing”, encargado de la traducción de la información del ADN a ARN y que 

están presentes en cerca de la mitad de los SMD308 afectando entre otros, a los genes SF3B1, SRF2, U2AF1 y 

ZRSR2; ii) mutaciones que afectan a la regulación epigenética (principalmente las mutaciones de los genes 

TET2, ASXL1, DNMT3A y EZH2)308, y en menor frecuencia; iii) mutaciones asociadas a genes relacionados 

Tabla 4. Mutaciones genéticas recurrentes más frecuentes en SMD, agrupadas de acuerdo a su impacto funcional y significado 
pronóstico. 
Función celular afectada Gen involucrado Frecuencia (%) Impacto pronóstico* 
Proliferación celular NRAS 4% 

JAK2 3% 
CBL 2% 
KRAS 1% 
GNAS <1% 
PTEN <1% 
PTPN11 <1% 
CDKN2A <1% 
BRAF <1% 

Regulación epigenética TET2 21% 
ASXL1 14% Adverso 
DNMT3A 8% Adverso 
EZH2 6% Adverso 
IDH1/2 2% 
UTX 1% 
ATRX <1% 

Diferenciación  celular RUNX1 9% Adverso 
SETBP1 7% 
ETV6 3% 

“Splicing” del ARN SF3B1 22% 
SRSF2 11% 
U2AF1 8% 
ZRSR2 5% 
SF1 1% 
SF3A1 1% 
PRPF40B 1% 
U2AF65 <1% 

Otras funciones TP53 8% Adverso 
STAG2  y otras cohesinas 5%-10% 
NPM1 2% 
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con la diferenciación celular, como RUNX1 y SETBP1, entre otros, y; iv) mutaciones asociadas a genes 

relacionados con otras funciones celulares importantes en cáncer, como las mutaciones de los genes TP53, 

STG2 y NRAS308.  

En la actualidad se piensa que muchas de las alteraciones genéticas antes referidas podrían 

constituir eventos primarios en el desarrollo de los SMD, al estar presentes en la totalidad de las células 

tumorales223,228,263,308,312,348,355-362. A su vez, los estudios moleculares han puesto también de manifiesto la 

gran variabilidad genética de los SMD en lo que a alteraciones primarias se refiere, ya que cada una de ellas 

afecta a un porcentaje relativamente pequeño de todos los pacientes223,228,263,308,312,348,355-362.  

Según las hipótesis más aceptadas, estas alteraciones genéticas primarias ocurrirían en la CSH, 

provocando en ésta un mayor grado de inestabilidad genética asociado a una mayor predisposición a sufrir 

y acumular mutaciones (secundarias) adicionales. Dependiendo del patrón de alteraciones acumulado, en 

ocasiones, este proceso llevaría a la progresión de la enfermedad; no obstante, los patrones de evolución 

clonal asociados a SMD reflejan también una gran variabilidad/heterogeneidad350 que dificulta la 

identificación de patrones recurrentes de evolución clonal asociados a progresión. Aun así, hoy se sabe que 

de acuerdo con esta hipótesis, el número de mutaciones somáticas detectadas en un mismo paciente es 

inversamente proporcional a la supervivencia global y al tiempo libre de transformación a LMA323 , y se han 

identificado al menos 25 mutaciones puntuales en SMD que se reconoce estarían asociadas con un 

pronóstico adverso. Así, diferentes estudios han puesto de manifiesto que las alteraciones de los genes 

TET2 (21%–90), ASXL1 (14%–63), RUNX1 (9%–38), TP53 (8%–33) y EZH2 (7%–28), constituyen las 

alteraciones moleculares más prevalentes en SMD222,308,323. De ellas, la mutación de TP53 se ha relacionado 

con un peor pronóstico cuando se asocia a SMD con del(5q) aislada (síndrome 5q-) o SMD con cariotipo 

complejo363,364; por el contrario, la afectación del gen SF3B1 es típica de pacientes con citopenia refractaria 

con sideroblastos en anillo, asociándose a un pronóstico más favorable365,366. Por otra parte, las mutaciones 

de TET2 y ETV6 se han asociado con alteraciones del cromosoma 7, las anomalías de RUNX1 con del(5q), 

las alteraciones de ASXL1 con del(20q) y las mutaciones de JAK2, CBL y NRAS/KRAS/BRAF con la presencia 

de trisomía 8222 (Figura 8).  
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Figura 8. Asociación existente entre mutaciones genéticas concretas y alteraciones cromosómicas características 
de los SMD basada en una serie de 223 SMD con al menos una alteración (Béjar et al222) Cada barra representa un individuo 
y los distintos colores reflejan cariotipos asociados a las diferentes mutaciones genéticas identificadas. Las barras en negro 
representan casos con más de 3 alteraciones citogenéticas. El cariotipo global de cada paciente está representado en la fila inferior. 
Los casos identificados con color blanco corresponden a cariotipos normales mediante técnicas de citogenética convencional. 

2.2.1.1.3.-Características fenotípicas de las células tumorales en los SMD. 

Desde hace tiempo se conoce que las alteraciones morfológicas y genéticas de las células tumorales 

de pacientes con SMD, con relativa frecuencia muestran además un amplio abanico de aberraciones 

fenotípicas367-369. La estrecha asociación existente entre dichas aberraciones fenotípicas y los SMD, ha 

llevado a que los estudios fenotípicos por CMF hayan adquirido una relevancia creciente en el diagnóstico 

de la enfermedad319,370-372. 

Al igual que ocurre con las alteraciones morfológicas y citogenéticas/moleculares, se han descrito 

un gran número de alteraciones fenotípicas asociadas a SMD. Dichas aberraciones afectan tanto a los 

compartimentos de células hematopoyéticas más representados (Tabla 5) como a poblaciones celulares 

minoritarias de SP y/o MO que con frecuencia pasan desapercibidas en los análisis citomorfológicos 

convencionales132,372,373. Esta diversidad de alteraciones fenotípicas, unida a la escasa estandarización 

metodológica en lo que a su detección (e interpretación de los resultados) se refiere, han contribuido sin 

duda a retrasar la incorporación del inmunofenotipo a la rutina diagnóstica de los SMD. Ante esta situación, 

en los últimos años se ha realizado un importante esfuerzo en la estandarización metodológica, en especial 

en lo que se refiere a los protocolos de marcaje celular, los clones de anticuerpos y los conjugados de 
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fluorocromos empleados, las condiciones de los equipos de medida, e incluso los paneles de combinaciones 

de anticuerpos utilizados121,122,374,375 y las aproximaciones empleadas para el análisis e interpretación de 

los datos fenotípicos121. Todo ello ha llevado al reconocimiento de la utilidad de los estudios 

inmunofenotípicos por CMF en el diagnóstico y estratificación pronóstica de los SMD, aunque queda por 

definir con mayor precisión cómo debe incorporarse esta información en las clasificaciones ya 

establecidas27,83-85. En paralelo se han establecido sistemas (simples) de puntuación que aunque han 

demostrado una elevada especificidad, tienen una sensibilidad diagnóstica relativamente limitada entre los 

SMD de bajo riesgo376-378 

 En términos generales, la identificación de aberraciones fenotípicas asociadas a SMD requiere de 

un conocimiento del fenotipo de la CSH normal y de su progenie de MO (sección 1.5 de esta introducción). 

Sólo de esta forma podemos identificar aquellas desviaciones de la normalidad que son características de 

los SMD, y, por lo tanto, con impacto diagnóstico. En general, las aberraciones fenotípicas presentes en SMD 

incluyen: i) bloqueos madurativos (p.ej. alteraciones del porcentaje de células en distintos estadios 

madurativos asociados a un incremento de formas inmaduras, dentro de una o más líneas celulares 

hematopoyéticas, incluidos los precursores CD34+); ii) asincronismos madurativos asociados a expresión 

temprana de marcadores característicos de estadios avanzados de diferenciación o viceversa; iii) niveles 

alterados de expresión (hiper o hipo expresión) de un antígeno (p.ej. células de línea de granulocito 

neutrófilo CD10+ con expresión intensa de CD64 o monocitos HLADR-, entre otros) y; iv) patrones de 

expresión de marcadores asociados a una o más líneas de células hematopoyéticas, en otra línea donde 

habitualmente no se expresan dichos marcadores (p.ej. células mieloides que expresan marcadores 

asociados a línea linfoide como la expresión aberrante de CD56, CD7 o CD19 en precursores de granulocito 

neutrófilo y/o monocito)371,372,379-381 (Tabla 5). Al igual que ocurre con las alteraciones 

genéticas/moleculares de los SMD y la morfología de las células tumorales, se han descrito también algunas 

asociaciones entre alteraciones inmunofenotípicas concretas y los patrones citogenéticos específicos de la 

enfermedad376,382,383,384. Así, a modo de ejemplo, se ha referido que los pacientes con SMD y alteraciones 

citogenéticas de pronóstico intermedio o adverso como del(7q)/-7, presentan un mayor número de 

alteraciones inmunofenotípicas, mientras que los pacientes con alteraciones citogenéticas favorables, 
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como la +8, del(20q) o nulisomía Y habitualmente muestran un menor número de aberraciones 

inmunofenotípicas en MO376,382,383,384.  

Tabla 5. Alteraciones fenotípicas características de los SMD. 

Precursores mieloides CD34+ Precursores de 
granulocito neutrófilo 

Precursores 
monocíticos 

Precursores 
eritroides 

Precursores 
linfoides B 

DISTRIBUCIÓN CELULAR ALTERADA 
 o  ratio mieloide / linfoide  o   o    o  
PATRONES MADURATIVOS ALTERADOS 
SSC SSC SSC SSC SSC
 o  CD45 CD45 anormal CD45  CD45
 o CD13+ homogéneo células inmaduras  células inmaduras CD71

 o CD33+ homogéneo  o CD33 homogéneo  o CD33 heterogéneo Patrón CD71/CD235a  
alterado 

CD34+ homogéneo Patrón CD11b/CD13
alterado

Patrón CD11b/HLA-
DR  alterado  o CD34+ homogéneo

CD117+ homogéneo Patrón CD16/CD13
alterado HLADR CD117+ 

EXPRESIÓN ASINCRÓNICA DE MARCADORES 
CD11b+ CD34+ CD34+ H-ferritina anormal
CD15– CD15-/+débil CD15+ homogéneo M-ferritina anormal
HLA-DR+ homogéneo HLA-DR+  o CD13–  o CD105 
CD36+ homogéneo CD36+  o CD36–  o CD36–/heterogéneo

TdT+ CD10+/CD16–  o CD14–  o CD71–/heterogéneo

CD41/CD42b/CD61+ CD64+ homogéneo  o CD64– 
CD38 CD66c  o CD11c– 
CD4+ homogéneo  o CD300e– 
EXPRESIÓN DE MARCADORES DE MARCADORES ASOCIADOS A LÍNEA LINFOIDE 
CD2+ CD2+ CD2+ 
CD5+ CD5+ CD5+ 
CD7+ (>15% de las células   CD34+) CD7+ CD7+ 
CD19+ CD19+ CD19+ 
CD56+ CD56+ CD56+ 

SSC: side scatter o dispersion lateral de luz (complejidad interna de la célula). Modificado de Westers et al 2012153 y Porwit 2014 et 
al371  

Además, no sólo desde un punto de vista diagnóstico, sino que también desde un punto de vista 

pronóstico, la CMF también ha mostrado ser una técnica útil para la evaluación y estratificación pronóstica 

de los SMD, especialmente en la última década385-388. En este sentido, desde hace más de una década se ha 

tratado de establecer la posible relación existente entre el número de alteraciones fenotípicas detectadas 

y el pronóstico de los SMD, mediante la elaboración de diferentes sistemas de puntuación 

inmunofenotípica84,93,98,99,102. En general los diferentes sistemas de puntuación muestran que los pacientes 

con SMD de alto riesgo presentan un número de alteraciones inmunofenotípicas significativamente mayor 

que los pacientes con SMD de bajo riesgo387-389 independientemente de la clasificación pronóstica (p.ej. el 

índice pronóstico internacional –abreviado del inglés como ”IPSS”–, el índice pronóstico basado en la 
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clasificación de la OMS –abreviado del inglés como “WPSS”132 o el IPSS revisado -IPSS-R389,390). Sin embargo, 

estos sistemas de puntuación se basan con frecuencia en la evaluación de múltiples alteraciones fenotípicas 

distintas, por lo cual requieren de la aplicación de paneles amplios de anticuerpos, lo que puede limitar su 

eficiencia y aplicabilidad en la rutina diagnóstica132,384,388,389,391. En este sentido, cabe señalar que estudios 

recientes han podido identificar alteraciones inmunofenotípicas con valor pronóstico independiente a la 

hora de predecir la supervivencia de los pacientes con SMD390, reduciendo así el número de marcadores 

fenotípicos requeridos para la estratificación pronóstica de los pacientes y facilitando la aplicabilidad de 

los estudios inmunofenotípicos para la estratificación pronóstica de los SMD. Entre otros parámetros 

con valor pronóstico independiente merece destacar: 1) el porcentaje de precursores 

linfoides B (hematogonias)132; 2) la pérdida de intensidad de expresión de CD45 en precursores 

mieloides132, 3) la disminución anormal de granularidad en los precursores de granulocito 

neutrófilo132,370,377; 4) la existencia de una expresión alterada de CD36 en los precursores eritroides132; 5) 

la disminución de la positividad para CD13 en las células monocíticas de MO, junto con la sobrexpresión 

de CD117 en progenitores mieloides y la disminución de su granularidad390. Por otra parte, la presencia 

de alteraciones fenotípicas en pacientes con SMD de bajo riesgo y alteraciones displásicas leves se ha 

asociado también con una mayor probabilidad de progresión de la enfermedad y un peor 

pronóstico132,379-381,385,387. En este sentido, además de predecir la evolución clínica de los pacientes, los 

sistemas de puntuación inmunofenotípica han demostrado ser de utilidad en el seguimiento de los 

SMD385,388, asociándose en general un mayor número de alteraciones fenotípicas en los precursores de 

las líneas de granulocito neutrófilo y de monocito con un mayor grado de displasia morfológica, mayor 

dependencia transfusional, un riesgo incrementado de progresión a LMA y una peor respuesta al 

tratamiento con G-SCF392 , azacitidina393 y TPH243,244.

2.2.1.1.4.-Diagnóstico de los SMD. 

A pesar de lo descrito anteriormente, las características clínicas y la (cito)morfología siguen 

constituyendo los parámetros con mayor peso en el diagnóstico de los SMD271,276. Por el contrario, las 

características genéticas/moleculares e inmunofenotípicas de la célula patológica, aunque se considera que 

son muy relevantes, siguen ocupando un papel secundario (pero cada vez más importante) en el 
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diagnóstico, y son claves, sobre todo la citogenética, en la clasificación pronóstica de los 

SMD276,316,317,337,347,371,390. Así, en la actualidad, para el diagnóstico de los SMD se requieren criterios 

mínimos, agrupados en criterios esenciales, decisivos y co-criterios (Tabla 6). Mientras que los criterios 

esenciales y decisivos asientan fundamentalmente en la presencia de citopenias periféricas, los criterios 

decisivos incluyen además alteraciones cuantitativas y cualitativas de la morfología y/o alteraciones 

genéticas (Tabla 6). En este contexto, un fenotipo alterado constituye un co-criterio diagnóstico (Tabla 6). 

Así, sólo en aquellos casos en los que pese a cumplir los criterios esenciales, no se cumplen los 

criterios decisivos, se recomienda el empleo de técnicas complementarias como el inmunofenotipo, las 

Tabla 6. Criterios propuestos por la SEHH337, la OMS 2008319 y la OMS2016276 para el diagnóstico de los SMD 

CRITERIOS MÍNIMOS PARA DIAGNÓSTICO DE SMD 
CRITERIOS 
ESENCIALES 

Citopenia mantenida para ≥1 línea celular –eritroide (Hb < 11dL), de granulocito neutrófio 
(< 1,5 x 109L) y megacariocítica (plaquetas < 100x 109L)– en ausencia de enfermedades 
hematológicas y no hematológicas causantes de citopenia/displasia. 

CRITERIOS  
DECISIVOS 

1) Displasia en ≥ 10% de las células de ≥1 línea mieloide de MO. 
2) 5-19% de blastos en MO. 
3) Anomalías cromosómicas típicas de SMD (+8, −7, 5q−, 20q−, otras) detectadas por 
citogenética convencional o FISH.

CO-CRITERIOS  
(aplicables a casos con 
criterios esenciales+  
criterios decisivos–  
y clínica compatible: p.ej. 
anemia macrocítica con 
requerimiento 
transfusional) 

1) Fenotipo atípico en MO que indica población monoclonal. 
2) Datos moleculares de clonalidad: HUMARA, perfil génico, mutaciones puntuales (RAS). 
3) Disminución de la capacidad de formación de colonias  en MO y SP. 

CITOPENIA IDIOPÁTICA 
DE SIGNIFICADO 
INDETERMINADO (ICUS) 

Citopenia persistente (>6 meses) que afecta a ≥1 línea mieloide, en ausencia de criterios 
diagnósticos de SMD y de otras causas de citopenia. 

CRITERIOS DE LA OMS 2016 PARA DIAGNÓSTICO DE SMD 
Número de citopenias 

(criterio obligatorio) 
Hemoglobina <10g/dL y/o neutrófilos <1.8x109/L y/o plaquetas <100x109/L. 
Cifras superiores a las anteriores no invalidan SMD si existen alteraciones morfológicas o 
citogenéticas. 

Tipo y grado de displasia 
(criterio obligatorio) 

Displasia en ≥ 10% de las células de ≥1 línea mieloide (evaluado sobre ≥ 100 eritroblastos, 
≥ 100 granulocitos y ≥ 30 megacariocitos de MO).  

% de blastos en sangre y 
médula ósea 0-19% de blastos en MO y/o SP.  (≥20% de blastos se considera LMA). 

% de sideroblastos en 
anillo 

Eritroblastos con ≥ 1/3 de su núcleo rodeado por ≥ 10 gránulos de siderina (OMS). 

Cariotipo de médula ósea  
*La presencia aislada de

estas alteraciones
citogenéticas en ausencia
de criterios morfológicos de 
displasia no es suficiente
para el diagnóstico de SMD. 

Presencia de alteraciones cromosómicas no balanceadas como +8*; -7/del(7q), -5/del(5q), 
del(20q)*,–Y*, i(17q)/t(17p),-13/del(13q), del(11q), del(12p)/t(12p), del(9q), idic(X)(q13). 

Presencia de alteraciones cromosómicas balanceadas como: t(11;16)(q23;p13.3), 
t(3;21)(q26.2;q22.1), t(1;3)(p36.3;q21.2), t(2;11)(p21;q23), inv(3)(q21q26.2), 
t(6;9)(p23;q34).  
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técnicas moleculares (p.ej. test de HUMARA) y de cultivo celular, que puedan contribuir a confirmar el 

diagnóstico de clonalidad mieloide compatible con SMD270 –co-criterios diagnósticos–. Si tras su aplicación 

se demuestra la ausencia simultanea de criterios decisivos y co-criterios, asociados a citopenia(s) 

persistente(s) en ausencia de SMD u otra causa que la(s) justifique(n), se establecería el diagnóstico de 

ICUS. 

2.2.1.1.5.-Clasificación (pronóstica) de los SMD. 

La primera clasificación de los SMD fue propuesta por el grupo Franco-Americano-Británico (FAB) 

en 1982, siguiendo criterios estrictamente morfológicos y hematimétricos basados en la 

presencia/ausencia y el número de citopenias periféricas y el porcentaje de blastos265. Las clasificaciones 

posteriores propuestas por la OMS han resultado en la clasificación de la OMS de 2016 en la que se 

distinguen siete categorías de SMD según los recuentos celulares periféricos y las características 

morfológicas (p.ej. presencia de sideroblastos en anillo y displasia en una o más líneas celulares 

hematopoyéticas) de las células de las líneas eritroide, de granulocito neutrófilo y megacariocítica de MO 

(Tabla7)394-396.  

En la clasificación OMS de los SMD, las variantes más indolentes de la enfermedad, como las 

citopenias refractarias unilineales, corresponden con pacientes que presentan niveles de blastos en MO 

<5%, asociados a citopenias restringidas a una o dos líneas celulares hematopoyéticas y ligeros rasgos 

displásicos. Entre estos pacientes con SMD más indolentes se incluye también la anemia refractaria con 

(>15%) sideroblastos en anillo (o SMD con sideroblastos en anillo y displasia unilineal) asociada o no a 

mutación del gen SF3B1 y el SMD con del(5q) aislada sensible a tratamiento con lenalidomida. Por el 

contrario, los SMD más severos se caracterizan por presentar >5% blastos y mayor probabilidad de 

progresión a LMA –SMD con exceso de blastos–. Clínicamente, estos SMD suelen tener un curso más 

agresivo y peor pronóstico, presentando de forma característica afectación simultánea de las principales 

líneas celulares hematopoyéticas (eritropoyesis, mielopoyesis y megacariopoyesis); además, las células 

mieloides de estos SMD suelen presentar un mayor grado de displasia y un mayor número de alteraciones 
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citogenéticas,	asociadas	a	bloqueos	madurativos	tempranos	y	acúmulo	de	blastos.	La	última	revisión	de	la	

clasificación	de	la	OMS	de	este	mismo	año	hace	especial	hincapié	en	la	nomenclatura,	evitando	la	referencia	

a	 la	 línea	 hematopoyética	 displásica	 o	 a	 su	 consecuencia	 clínica	 (p.ej.	 propone	 sustituir	 los	 términos	

“citopenia”	y	“anemia”	por	el	de	“SMD”)	a	la	vez	que	resalta	la	importancia	de	las	alteraciones	moleculares;	

además	revisa	los	criterios	diagnósticos	para	displasia,	sideroblasto	en	anillo	y	propone	una	cuantificación	

más	exacta	de	los	blastos	en	lugar	de	un	rango.	En	la	Tabla	7	se	recogen	de	forma	resumida	las	principales	

modificaciones	introducidas	en	2016	sobre	la	clasificación	OMS	2008	de	los	SMD.	

Aunque	tanto	la	clasificación	FAB	como	las	distintas	revisiones	de	la	clasificación	OMS	de	los	SMD	

mostraban	una	importante	asociación	con	el	pronóstico,	su	utilidad	predictiva	es	claramente	insuficiente.	

Tabla 7. Clasificación	diagnóstica	de	los	SMD	propuesta	por	la	OMS	en	2008394 	con	las	modificaciones	más	relevantes	propuestas	en	
2016 

OMS 2008 OMS 2016 Citopenias* 
% de blastos y  

Nº de monocitos en SP  
% de blastos  

en MO  
% de SA  
en MO 

Displasia 
morfológica 

CRDU 
    AR	
				NR	
				TR 

SMD con DU 1ó	2	 <1%**	 <5%**	 <15%	 1	línea	

ARSA 
SMD con SA+ y DU 
(+/‐	mutación	de	SF3B1)	

Anemia	 0%**	 <5%**	 >15%	 Eritroide	

CRDM SMD con DM	

Citopenia/s	
<1**	

Bastones	Auer–	
	<	1x109	monocitos/L	

<5%**	
Bastones	Auer–	

<15%		

>	2	líneas	

CRDM‐SA 
SMD con SA  
SMD con SA y SF3B1‐ 
SMD con SA y SF3B1+	

>15%	
≥15%	
≥5%	

AREB‐1 SMD con exceso de blastos tipo 1	 Citopenia/s	
<5%**	

Bastones	Auer–	
	<	1x109	monocitos/L	

5‐9%	
Bastones	Auer–	 Indistinto	 Indistinto	

AREB‐2 SMD con exceso de blastos tipo 2	 Citopenia/s	
5‐19%	

Bastones	Auer–/+	
	<	1x109	monocitos/L	

10‐19%	
Bastones	Auer–/+	 Indistinto	 Indistinto	

SMD con del(5q) 
aislada 

SMD 5q‐	sin exceso de blastos en SP/MO  
sin displasia granulocítica 
Puede	 coexistir	 una	 segunda	 alteración	
citogenética	de	bajo	riesgo	
Recomendado estudio de TP53 
TP53+		riesgo.							respuesta	a	Lenalidomida	
TP53‐			riesgo							respuesta	a	Lenalidomida	

Anemia	 <1%**	
<5%**	

Bastones	Auer–/+	
Indistinto	

Megacariocitos	
con	núcleo	
hipolobulado	

SMD inclasificable 

CRDU con pancitopenia Las	citopenias	deben	
ser	<IPSS:NA<1.8	x	109/L,	Hb<10	g/dL,	PLT<100	
x	109/L 

Citopenias	 <1%**	 <5%**	

<	10%	en		
>	1	línea	
mieloide
+	alteración	
citogenética	
compatible	

CRDU/CRDM con 1% de blastos en SP		
(En	≥2	determinaciones	diferentes) 

SMD sin exceso de blastos o displasia–

pero con citogenética  SMD+ 
ARS:	 anemia	 refractaria	 con	 sideroblastos	 en	 anillo;	AREB:	 AR	 con	 exceso	 de	 blastos; CRDU: citopenia	 refractaria	 con	 displasia	
unilineal; CRDM: citopenia	refractaria	con	displasia	multilínea;	DM:	displasia	multilineal;	DU:	displasia	unilineal;		SA:	sideroblastos	en	
anillo.	*10%	de	displasia	en	línea	megacariocítica	pasaría	a	ser	del	30‐40%	en	la	nueva	clasificación.	**Informar	el	%	exacto	de	blastos	
(no	el	rango),	desaconsejándose	el	uso	de	los	puntos	de	corte	<1%	y	<5%. Modificado de Swerdlow et al (2008)	y	de	Alhan et al (2016)	
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Por este motivo, además de la clasificación diagnóstica de los SMD, desde 1997 se han propuesto 

clasificaciones pronósticas complementarias para pacientes con SMD, resultando especialmente útiles el 

IPSS397 vigente prácticamente hasta el día de hoy y el IPSS-R. En el IPSS, para la clasificación pronóstica de 

los SMD se toma en consideración el porcentaje de blastos en MO, el número de citopenias periféricas y la 

presencia de 6 patrones citogenéticos diferentes definidos en base a la combinación de 4 alteraciones 

citogenéticas concretas que incluyen -Y, del(5q), del(20q) y anomalías del cromosoma 7, de manera aislada 

o en combinación con otras alteraciones citogenéticas menos frecuentes397. En base a estos parámetros se

definen 4 subgrupos de riesgo bajo, intermedio-1, intermedio-2 y alto riesgo. Más recientemente, el IPSS-

R318 propone una revisión de la clasificación IPSS en la que se confiere mayor relevancia a las alteraciones 

citogenéticas, definiendo un total de 5 subgrupos pronósticos basados en 16 patrones citogenéticos 

distintos (Tabla 8). El IPSS-R además modifica el umbral del porcentaje de blastos, incluyendo por primera 

vez el grado de severidad de las citopenias. Finalmente, el IPSS-R introduce algunos parámetros nuevos en 

la estratificación pronóstica de los SMD como son la edad, el estado general e indicadores bioquímicos, 

como el nivel de LDH, ferritina y ß2-microglobulina318 (Tabla 8).  

En resumen, aunque los SMD son entidades clínico-biológicas heterogéneas, se cree que tienen un 

origen común en la expansión de una célula CSH clonal en la que ocurren y progresivamente se acumulan 

nuevas alteraciones genéticas y/o moleculares que van a condicionar el comportamiento clínico-biológico 

de la enfermedad y que con frecuencia tienen consecuencias también, tanto en los perfiles de expresión 

proteica, como en la morfología de las células patológicas y de su progenie. El acúmulo progresivo de dichas 

alteraciones, así como el orden de aparición de las mismas, condicionarían en gran medida las citopenias 

periféricas, el acúmulo de blastos y el riesgo de progresión de la enfermedad. De este modo, además de 

adquirir rasgos displásicos, la célula clonal y su progenie pueden adquirir una ventaja proliferativa 

respecto a los distintos compartimientos de células residuales de MO que no presentan las mismas 

alteraciones genéticas y/o moleculares (hematopoyesis residual), pudiendo incluso sustituir el patrón 

citopénico típico por un patrón más mieloproliferativo, o acumulativo debido a un bloqueo madurativo 
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temprano similar al observado por ejemplo en los SMD/NMP, las neoplasias mieloproliferativas (NMP) y 

LMA, entidades a las que nos referiremos en los apartados siguientes de esta introducción. 

2.2.1.2.- Neoplasias Mieloproliferativas (NMP). 

Las NMP son hemopatías malignas que se caracterizan por la expansión de los compartimientos 

periféricos de una o más líneas celulares hematopoyéticas como consecuencia de mutaciones u otras 

alteraciones genéticas a nivel de los precursores hematopoyéticos, que involucran la CSH y cuyos efectos 

se transmiten a la progenie mieloide321,398. Dependiendo de las mutaciones iniciadoras y el subsiguiente 

patrón de evolución clonal, el curso clínico de los NMP varía de forma significativa321. Así se distinguen 

Tabla 8.Clasificación pronóstica de los SMD: análisis comparativo de las clasificaciones IPSS e IPSS-R. 
FACTORES PRONÓSTICOS IPSS (n=812) IPSS-R (n=7012) 
CARIOTIPO Bueno: Normal, -Y, del(5q), del(20q) como 

anomalías únicas. 
Intermedio: otras anomalías únicas o dobles. 
Pobre: Cariotipo complejo (≥ 3 anomalías) o 
anomalías del cromosoma 7. 

Muy bueno: -Y, del(11q) aisladas. 
Bueno: Normal, del(5q), del(12p) y del(20q) aisladas y 
anomalías dobles que incluyen del(5q). 
Intermedio: del(7q), +8, +19, i(17q) aislada y cualquier 
otra anomalía única o doble independiente. 
Pobre: -7 e inv(3)/t(3q)/del(3q) aisladas, anomalías 
dobles que incluyen-7/del(7q) y anomalías complejas con 
3 anomalías. 
Muy pobre: Anomalías complejas con >3 anomalías. 

% de blastos en MO <5% 
5-10% 
11-20% 
21-30% 

≤2% 
>2% ≥5% 
5-10% 
>11-20% 

Evaluación de las citopenias Cualitativas (si/no) y número Grado de afectación (cuantitativa) 
    Hb g/dL: ≥10;    8-10;    <8 
    Plaquetas x109 L: ≥100;  50-99;   <50 
    Neutrófilos x109 L: ≥0.8;    <0.8 

Otros factores de riesgo* Ninguno  Edad: ≤60; 60-69; 70-79; >80.  70 años se utiliza para 
ajustar el riesgo a través de la fórmula:    
(años–70 X [0.05–(IPSS-R X 0.005) 
Estado general y comorbilidades:  ECOG 0, ECOG 1, 
ECOG 2  
 Ferritina sérica 
 LDH 
 ß2-microglobulina sérica 

Grupos de riesgo Bajo: 0 
Intermedio-1: 0.5-1 puntos 
Intermedio-2: 1.5-2 puntos 
Alto: >2.5 puntos 

Muy bajo: 0–1.5 puntos. 
Bajo:  >1.5–3 puntos. 
Intermedio: >3–4.5 puntos. 
Alto: >4.5–6 puntos. 
Muy Alto. >6 puntos. 

Hb: hemoglobina; IPSS: índice pronóstico internacional; IPSS-R: índice pronóstico internacional revisado; LDH: lactato deshidrogenasa Modificado 
de Greenberg et al318 y de la Guía española para el diagnóstico y tratamiento de los SMD337 *En la clasificación IPSS-R la edad, el estado general y las 
comorbilidades, el incremento de ferritina sérica, LDH y  ß2-microglobulina sérica tienen impacto en la supervivencia global pero no afectan (de 
forma independiente) al riesgo de transformación a LMA. 
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cuatro grupos mayoritarios de pacientes con NMP: i) leucemia mieloide crónica (LMC), ii) policitemia vera, 

iii) trombocitemia esencial (TE) y, iv) mielofibrosis primaria (MFP). Además se reconocen tres entidades

adicionales menos frecuentes: la leucemia crónica de neutrófilos (LCN), y la leucemia crónica de eosinófilos 

(LCE). La mastocitosis sistémica (MS)276,395 a la que nos referiremos de forma más detallada más adelante 

en esta introducción, también se incluía como un grupo poco frecuente de NMP dentro de la clasificación 

OMS; sin embargo en la última revisión de 2016, debido a sus particularidades clínico y biológicas, se le 

considera como una entidad diferente276. En general, estas enfermedades presentan un curso clínico 

heterogéneo caracterizado por una primera fase indolente, seguida de una fase de aceleración, como 

consecuencia de la acumulación secuencial de distintas alteraciones genéticas que pueden desembocar en 

la transformación a LMA y en menor medida también, a LLA.  

2.2.1.2.1.-Caracteristicas genéticas y moleculares de las células tumorales de 

las NMP.  

Al diagnóstico, la gran mayoría de los pacientes con NMP presentan una expansión anormalmente 

elevada de uno o más compartimientos periféricos de células hematopoyéticas, con frecuencia en ausencia 

de alteraciones morfológicas destacables, y asociada a la presencia de anomalías moleculares 

características276,321. Así, dependiendo del subtipo concreto de NMP del que se trate, se puede observar 

reordenamiento de los genes BCR/ABL-1 asociado a t(9;22) en la LMC, y mutación V617F de JAK2 (Janus 

kinasa-2 en el locus 9p24) en la PV y en menor medida también en la TE y MFP; además, la afectación de 

los genes MPL (en el locus 1p34) y CALR (calreticulina; en el locus 19p13.12) es típica también de la TE y 

la MFP JAK2–, estando presentes, junto con JAK2 en la gran mayoría de los pacientes (≈90%)399,400,401. 

Además, los pacientes con NMP suelen presentar también con relativa frecuencia, alteraciones 

genéticas asociadas a SMD, y que de forma específica afectan a genes relacionados con el control 

epigenético, (p.ej. ASXL1, TET2, EZH2, IDH1, IDH2, DNMT3A), el “splicing” del ARN (p.ej. SRSF2, U2AF1, 

SF3B1) o la regulación de la transcripción (p.ej. TP53, IKZF1, NF-E2, CUX1)402. Aunque el significado clínico 

y biológico de estas anomalías sigue siendo en gran medida desconocido, algunas de estas mutaciones se 

han relacionado con un pronóstico adverso; tal es el caso de las mutaciones de ASXL1, SRSF2, EZH2, IDH1/2 
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y U2AF1 en la MFP403,404.  De forma similar se ha descrito que las mutaciones de TP53, IDH2, SRSF2 y SH2B3 

podrían ocurrir con mayor frecuencia durante las fases de progresión de la enfermedad, especialmente 

durante la fase de crisis blástica404,405. 

2.2.1.2.2-Características fenotípicas de las células tumorales de las NMP. 

En la LMC con t(9;22) y reordenamiento BCR/ABL1, las alteraciones fenotípicas presentes en las 

células tumorales (p.ej. el granulocito neutrófilo) suelen ser leves (p.ej. expresión anormalmente baja de 

cyMPO) y habitualmente en ausencia de bloqueos madurativos y de expresión de marcadores de infidelidad 

de línea406-408. De forma similar, los pacientes con TE y PV u otras NMP también suelen mostrar inicialmente 

cambios fenotípicos leves262,409. No obstante, es característico de los pacientes con NMP en general, la 

presencia de asincronismos madurativos (leves) que sin ser específicos de la enfermedad, denotan su 

carácter neoplásico, habiendo relacionado algunos estudios la presencia de un mayor número de 

alteraciones fenotípicas con un comportamiento más agresivo de la enfermedad399,410,411. Esto estaría de 

acuerdo con el incremento de las anomalías fenotípicas a medida que avanza la enfermedad, especialmente 

durante la crisis blástica y la transformación a leucemia aguda, donde el fenotipo juega un papel clave a la 

hora de definir la línea y estadio madurativo de los blastos398,406-408,412-415. 

2.2.1.3.- Síndromes mielodisplásicos/mieloproliferativos (SMD/NMP). 

Los SMD/NMP constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades que aúnan características 

displásicas y mieloproliferativas. Dentro de esta categoría se incluye la leucemia mielomonocítica crónica 

(LMMC), la leucemia mielomonocítica juvenil (LMMJ), la leucemia mieloide crónica atípica BCR/ABL1 

negativa (LMCa), la anemia refractaria con sideroblastos en anillo y trombocitosis (ARSA-T) y aquellos 

SMD/NMP que no cumplen los criterios diagnósticos para las categorías anteriores, denominados 

SMD/NMP no clasificables276,398. En adultos, la LMMC representa el tipo de NMP más frecuente321. 
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2.2.1.3.1.- Caracteristicas morfológicas de las células tumorales de la LMMC. 

Los pacientes con SMD/NMP suelen presentar hiperplasia monocítica en todos sus estadios 

madurativos (monoblastos, promonocitos y monocitos maduros) junto a rasgos displásicos en una o varias 

líneas hematopoyéticas, asociados o no a un incremento de blastos mieloides que, en cualquier caso, y junto 

con los promonocitos, no debe superar el 20% de la celularidad global de la médula276.  

2.2.1.3.2.- Caracteristicas genéticas y moleculares de las células tumorales de 

la LMMC. 

En la actualidad, la etiología de la LMMC  sigue siendo desconocida, aunque esta enfermedad 

comparte  muchos de los factores de riesgo asociados al desarrollo de los SMD321,398. A su vez, la presencia 

de anomalías cromosómicas es relativamente baja; por el contrario, la mayoría de los pacientes presentan 

mutaciones genéticas que afectan a los genes TET2, ASXL1, CBL, IDH, NRAS, KRAS, RUNX1, UTX, EZH2, 

DNMT3 y/o JAK2, entre otros, y cuya implicación en la patogenia y el comportamiento pronóstico de la 

enfermedad sigue siendo controvertido416-423. En este sentido, merece destacar que estudios recientes 

ponen de manifiesto que las mutaciones somáticas de los genes TET2, SRSF2 y ASXL1 ocurrirían de forma 

secuencial en etapas tempranas de la enfermedad, mientras que otras alteraciones en la vía de señalización 

intracelular de RAS aparecerían posteriormente, en fases más avanzadas de la misma424. De acuerdo con 

estas observaciones, en la actualidad se cree que el desarrollo de la LMMC podría estar dirigido por las 

mutaciones del gen TET2 que actuarían como mutaciones iniciadoras en los precursores mieloides 

inmaduros, favoreciendo su diferenciación hacia la estirpe granulomonocítica424. 

2.2.1.3.3.- Características fenotípicas de las células tumorales de la LMMC. 

Los monocitos patológicos de la LMMC muestran patrones de expresión alterada para distintos 

marcadores, de entre los que merece destacar: la expresión heterogénea de CD38, HLADR, CD117, CD45, 

CD13, CD11b, y la positividad anormalmente débil para CD35, CD64, CD14, CD33, CD300e425. Con relativa 

frecuencia, se observa reactividad para antígenos asociados a línea linfoide como CD2, CD5, CD7 y/o CD19, 
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siendo el rasgo fenotípico aberrante más característico, la expresión de CD56 372,387,426. Estas alteraciones 

fenotípicas también se observan con relativa frecuencia en los SMD e incluso, aunque con una frecuencia 

mucho menor, en individuos aparentemente sanos, sobre todo en sujetos de edad avanzada229,309,310,427, 

además de pacientes que han recibido quimioterapia y tras la movilización de células CD34+ para 

trasplante428-431. Por todo ello, la expresión de CD56 en monocitos debe ser interpretada con cautela y 

siempre en el contexto de otras posibles alteraciones fenotípicas, además del cuadro clínico del sujeto en 

el momento del estudio428-430. 

En este sentido, a nivel fenotípico, el compartimento de progenitores hematopoyéticos CD34+ (e 

incluso la CSH) suele expresar también alteraciones fenotípicas asociadas a disminución de los precursores 

linfoides B CD34+432 y/o un incremento destacable de los precursores monocíticos 

CD34+/CD64+/HLADR+/CD15+372,433. Especialmente frecuente resulta la expresión porcentualmente 

incrementada del antígeno CD7 en los precursores CD34+ (≥20%) de estos pacientes434-437.  

En este ámbito, merece destacar que el inmunofenotipo juega un papel clave en la cuantificación 

precisa del número de blastos leucémicos y el diagnóstico diferencial entre la LMA monocítica y 

monoblástica y la LMMC, a través de una definición objetiva del estadio madurativo exacto de los 

precursores monocíticos321,398,438,439.  

2.2.1.4.- Leucemia mieloide aguda (LMA). 

La leucemia aguda de estirpe mieloide se considera constituye también una neoplasia de la CSH 

asociada a la expansión de células hematopoyéticas (patológicas) inmaduras, boqueadas en fases 

tempranas de la diferenciación321. Se trata de un grupo muy heterogéneo de enfermedades relativamente 

poco frecuentes, con mayor prevalencia en individuos de edad avanzada (>60 años) y una incidencia 

aproximada en el mundo occidental de 10.000 casos nuevos al año276,291,440-444. No obstante lo anterior, la 

LMA representa el 90% de las leucemias agudas del adulto, siendo excepcionales en niños445.  
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Con alguna frecuencia la etiopatogenia de la LMA se asocia a múltiples factores ambientales, la 

exposición a sustancias químicas y radiaciones ionizantes, agentes infecciosos, procesos autoinmunes e 

iatrogénicos (p.ej. agentes alquilantes, antraciclinas y fármacos antitumorales)291,440. Además, con relativa 

frecuencia, el debut de una LMA se asocia con la transformación de un proceso clonal preexistente, 

especialmente de un SMD, una NMP o un SMD/NMP291,293,321,446. 

2.2.1.4.1.- Características morfológicas de las células tumorales de la LMA. 

Por definición, la LMA se caracteriza por la presencia de células inmaduras mieloides de naturaleza 

clonal (“blasto”)276,321. Desde el punto de vista (cito)morfológico los blastos muestran características 

heterogéneas en lo que se refiere a su tamaño, complejidad citoplasmática y nuclear, relación 

núcleo/citoplasma, granulación y marcadores citoquímicos, lo cual permite, además de sospechar su 

naturaleza patológica/leucémica, identificar la presencia o ausencia de cierto grado (variable) de 

diferenciación a una o más líneas mieloides, aspecto que ha sido clave para el diagnóstico y clasificación de 

la LMA447-449, como veremos más adelante en este apartado de la introducción.  

2.2.1.4.2.- Características genéticas y moleculares de las células tumorales de 

la LMA 

En los últimos años, con la incorporación de las técnicas de secuenciación masiva se han 

identificado un número importante de genes (≈40) que, además de las traslocaciones y otras alteraciones 

cromosómicas conocidas, están implicados en la etiopatogenia de la LMA y en algunos casos también en 

su comportamiento pronóstico y respuesta al tratamiento293,439,450. Así, en la clasificación OMS de 2016, 

se reconocen diferentes alteraciones genéticas y/o moleculares características en la LMA276; En esta 

línea, recientemente algunos autores definen hasta tres perfiles genéticos distintos en la LMA: i) la LMA 

“de novo”; ii) la LMA secundaria, y; iii) la LMA con mutación de TP53 (Figura 9). La LMA “de novo” se 

caracteriza por una mayor frecuencia de mutaciones del gen NPM1, de reordenamientos recurrentes en 

MLL/11q23 y otros genes y/o de mutaciones de los factores de transcripción conocidos como “core 

binding factors" (CBF). A su vez, la LMA secundaria presenta con mayor frecuencia mutaciones somáticas 
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que afectan a los genes SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2, ASXL1, EZH2, BCOR y STAG2, característicos también 

de los SMD, NMP y SMD/NMP293,451. Por último, la LMA con mutación en TP53 se asocia a cariotipos 

complejos y pronóstico adverso, siendo con frecuencia refractaria al tratamiento, con una supervivencia 

sensiblemente inferior (≈5 meses) a la de las demás LMA293,439 (Figura 9). 

Figura 9. Perfiles genéticos de LMA definidos por el tipo de mutaciones 
somáticas subyacentes. Las mutaciones somáticas en DNMT3A y NRAS se 
observan en todos los subtipos de LMA. Por el contrario, la mutación de TP53 se 
asocia a un subtipo de LMA con cariotipo complejo y pronóstico muy adverso. Así 
mismo, la LMA “de novo” y la LMA secundaria, a pesar de compartir algunas 
mutaciones somáticas con los demás grupos (como FLT3), generalmente muestran 
patrones genotípicos característicos, como se refleja en el esquema. 

La importante heterogeneidad genética de la LMA se manifiesta no sólo al comparar distintos 

pacientes, sino incluso al comparar las células tumorales de un mismo paciente, lo cual sugiere la posible 

coexistencia en el mismo de varios clones de células neoplásicas distintas, que pudieran asociarse 

también a un comportamiento clínico y biológico diferente y a un grado de resistencia a tratamiento 

variable452,453. En este sentido, hoy se considera que al menos en un subgrupo de pacientes con LMA, la 

diversidad clonal de los blastos leucémicos descrita, podría coexistir con células “preleucémicas” que 

presentan mutaciones somáticas en genes implicados en la regulación epigenética como DNMT3A, ASXL1, 

IDH2 y TET2, sugiriendo que posiblemente estas mutaciones podrían surgir en estadios iniciales de la 

enfermedad, incluso en individuos sanos de edad avanzada, a los que podrían conferir un riesgo 

incrementado de desarrollar LMA229,292,454,455. Así, en términos generales, la LMA presenta mutaciones de 

genes asociados a SMD, SMD/NMP y NMP que incluyen, por orden de frecuencia, mutaciones de los 

genes NPM1 (25-35%), DNMT3A (18-22%), FLT3-ITD (≈20%), TET2 (7-25%), IDH1/IDH2 (7-19%), 

ASXL1 (5-17%), NRAS (≈15%), RUNX1 (5-15%), CEBPA (6-10%), TP53 (8%), KMT2APTD (5%) y KIT 

(<5%)439 (Figura 10). En LMA, estas mutaciones se ha visto que se asocian además con distinto 

impacto pronóstico (Tabla 9)439, incluyendo mutaciones genéticas asociadas a un pronóstico favorable456
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(p.ej. las mutaciones de NPM1, CEBPA), mutaciones de pronóstico intermedio (p.ej. las mutaciones 

de FLT3–ITD) o mutaciones asociadas a pronóstico desfavorable (p.ej. mutaciones de RUNX1 y 

ASXL1)439. 

Tabla 9. Estratificación de riesgo pronóstico de la LMA según las alteraciones genéticas y moleculares conforme 
a las recomendaciones de la European Leukemia Net (ELN)* 

Perfil de riesgo Subtipos 

Favorable t(8;21) (q22;q22); RUNX1-RUNX1T1 

inv(16) (p13.1q22) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11 

NPM1 mutado sin FLT3-ITD (cariotipo normal) 

Mutación bialélica de CEBPA (cariotipo normal) 

Intermedio I† NPM1 mutado y FLT3-ITD mutado (cariotipo normal) 

NPM1 germinal y FLT3-ITD mutado (cariotipo normal) 

NPM1 germinal  y FLT3-ITD no mutado (cariotipo normal) 

Intermedio II t(9;11) (p22;q23); MLLT3-KMT2A 

Otras anomalías citogenéticas no clasificadas como favorables ni adversas‡ 

Adverso inv(3)(q21q26.2) o t(3;3)(q21;q26.2); GATA2–MECOM (EVI1) 

t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214 

t(v;11)(v;q23); reordenamiento de KMT2A 

−5 o del(5q); −7; alteraciones de 17p; cariotipo complejo§ 

Mutaciones en los genes ASXL1, DNMT3A, MLL–PTD y RUNX1 

t(9;22)(q34;q11); BCR-ABL1 

*Respecto a las recomendaciones originales propuestas en 2010, recientemente se han introducido tres cambios: i) la LMA con 
mutación en CEBPA y pronóstico favorable se restringe ahora a los casos con mutaciones bialélicas; ii) la nomenclatura de la 
inv(3)(q21q26.2) o t(3;3)(q21;q26.2) se sustituye  por GATA2–MECOM (EVI1), y; iii) finalmente, se sustituye la nomenclatura
MLL por KMT2A –lisina (K) específica metil transferasa 2A–. 
† Esta categoría incluye todos los casos de LMA con cariotipo normal excepto aquellos incluidos en el subgrupo favorable; la
mayoría de los casos se asocia a pronóstico desfavorable; aun así, deben informarse de manera separada por posibles
diferencias en la respuesta al tratamiento
‡ El número de casos analizados para la mayoría de las anomalías es insuficiente como para extraer conclusiones sólidas 
respecto al pronóstico. 
§ El cariotipo complejo se define como ≥3 anomalías cromosómicas en ausencia de una de las alteraciones recurrentes o
inversiones definidas por la OMS – t(8;21), inv(16) o t(16;16), t(9;11), t(v;11) (v;q23), t(6;9) e inv(3)/t(3;3)–. Alrededor de 2/3 
de los pacientes con LMA y cariotipo complejo tienen mutación de TP53, deleción de TP53 o ambas. Las alteraciones de TP53
son muy poco frecuentes fuera del contexto de un cariotipo complejo. Modificado de Döhner et al291 y de Bret el al457
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Figura 10. Categoría funcional de los genes frecuentemente mutados en LMA. Entre otras alteraciones, se incluyen: 1) 
mutaciones en genes de señalización como el receptor tirosín quinasa de clase III (FLT3) que confiere una ventaja proliferativa a 
las células afectadas mediante activación de vías de señalización como RAS-RAF, JAK-STAT y PI3K-AKT (arriba, a la izquierda); 2) 
mutaciones en factores de transcripción como RUNX1 y genes de fusión de factores de transcripción debidos a reordenamientos 
cromosómicos como ocurre en la t(8;21) y que conducen a una desregulación de la transcripción (en el centro, a la izquierda); 3) 
mutaciones del gen de la nucleofosmina1 (NPM1), una proteína transportadora núcleo-citoplasmática multifuncional (abajo, a la 
izquierda); 4) mutaciones en genes de complejos de ensamblaje como SRSF2, SF3B1, U2AF1 y ZRSR2 involucrados en el 
procesamiento del ARN (abajo, a la derecha); 5) mutaciones en genes del complejo de la cohesina como STAG2 y RAD21, implicados 
en los procesos de segregación cromosómica y regulación de la transcripción (centro de la imagen); 6) mutaciones en genes que 
intervienen en: i) la regulación epigenética como ASXL1, EZH2, DOT1L, KMT2A y MLLT3, ii) genes relacionados con la alteración del 
empaquetamiento de la cromatina (centro a la derecha) como DNMT3A, TET2 e IDH1/IDH2, iii) genes involucrados en la metilación 
del ADN (arriba a la derecha) y iv), mutaciones en genes supresores de tumores como TP53 que intervienen en los procesos de 
regulación de la transcripción y degradación de los transcritos defectuosos.  Modificado de Döhner et al.291. 

Cofactores 

MODIFICACIÓN DE LA CROMATINA 

DESREGULACIÓN 
DEL ENSAMBLAJE 
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2.2.1.4.3.-Características inmunofenotípicas de la LMA. 

Históricamente, el inmunofenotipado y en especial el inmunofenotipado por CMF, ha sido de gran 

relevancia en el diagnóstico, clasificación y monitorización de la LMA, proporcionando información 

complementaria a la de la citomorfología y citogenética convencional321,458,459. Esto se debe, al menos en 

parte, a la elevada sensibilidad y objetividad de la CMF a la hora de identificar el compromiso madurativo 

de los precursores leucémicos a distintas líneas mieloides, y de caracterizar su grado de diferenciación en 

el momento del diagnóstico, además de permitir identificar aberraciones fenotípicas asociadas a leucemia 

y que son útiles para la evaluación de la posible persistencia de enfermedad mínima residual tras 

tratamiento458-460. 

En términos generales, el inmunofenotipo muestra una importante correlación con la morfología461,462. 

Así, los subtipos morfológicos de LMA suelen mostrar patrones fenotípicos característicos y congruentes 

con su grado de diferenciación. A modo de ejemplo, la LMA indiferenciada suele mostrar características de 

un precursor hematopoyético fenotípicamente muy inmaduro, con ausencia de expresión de cyMPO y de 

otros marcadores mieloides específicos de línea463. Por el contrario, la LMA mínimamente diferenciada y la 

LMA con diferenciación presentan una proporción variable de células con rasgos de diferenciación a línea 

de granulocito neutrófilo, mientras que la leucemia promielociítica aguda (LPA) se caracteriza por un 

patrón fenotípico típico de un promielocito (CD34– y CD13 heterogéneo, en ausencia de HLADR) patológico 

(CD15–)464, y la LMA mielomonocítica se presenta con frecuencia coexistencia de blastos con expresión de 

antígenos de línea de granulocito neutrófilo (cyMPO, SSCelevado, HLA-DRheterogéneo ) y marcadores típicos de 

línea monocítica (p.ej. CD64++, SSCint, HLADR++)465-467. Las leucemias con diferenciación megacariocítica y 

eritroide son menos frecuentes y suelen  expresar otros marcadores característicos (aunque no exclusivos) 

de ambas líneas celulares como CD36 (receptor de la trombospondina) asociado a glicoproteínas como 

CD42a, CD42b, CD61,CD41 y/o CD9 (tetraspanina 29)o CD71 (receptor de la transferrina) y/o CD105 

(endoglina), respectivamente121,468,469.  

Con frecuencia (≈85% de los casos), los blastos leucémicos muestran además fenotipos aberrantes, a 

veces directamente relacionados con las alteraciones genéticas subyacentes121,291. Así, la expresión de CD19 

en LMA se asocia a la presencia de t(8;21)470,471, la reactividad para la proteína de fusión NG2 está 
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relacionada con reordenamientos del gen MLL a nivel del cromosoma 11q23472-474; la expresión intensa de 

MPO con positividad heterogénea para CD13 en ausencia de reactividad para CD34 y CD15 se asocia a la 

t(15;17) típica de la leucemia promielocítica464 y el asincronismo madurativo de CD14 y CD300e en la 

diferenciación monocítica es típico de mutaciones de NPM1475-477. De igual modo, la expresión aberrante de 

MPO en los eosinófilos y de CD2 en los blastos, se ha relacionado con la presencia de inv(16) y t(16;16)478-

480.  

2.2.1.4.4.- Clasificación de la LMA 

La primera clasificación de la LMA que tuvo amplia aceptación fue la clasificación FAB de 1976449, 

revisada por última vez en 1985481; en esta clasificación, la LMA se agrupaba en 8 subtipos diferentes 

(desde la  LMA M0 hasta la LMA M7) según criterios estrictamente (cito)morfológicos y citoquímicos para 

la definición del linaje y grado de diferenciación de los blastos (Tabla 10)449.  

Según la clasificación FAB, los blastos de la LMA M0 muestran morfología inmadura sin compromiso 

de línea definible, por lo que se denominan también como leucemias indiferenciadas. Esto hace que incluso 

en ocasiones, sea difícil establecer si se trata de una leucemia de línea mieloide indiferenciada, linfoide o 

de precursor de célula dendrítica482, por lo que el estudio del inmunofenotipo de los blastos mediante CMF 

Tabla 10 Clasificación Franco-Américo-Británica (FAB) de la LMA.  
Subtipo 
de LMA Denominación Alteraciones citogenéticas 

asociadas % de la LMA del adulto 

M0 LMA mínimamente diferenciada 5% 

M1 LMA sin maduración 15% 

M2 LMA con maduración granulocítica t(8;21)(q22;q22), t(6;9) 25% 

M3 LMA promielocítica (APL) t(15;17) 10% 

M4 Leucemia mielomonocítica aguda (LMMA) inv(16)(p13q22), del(16q) 20% 

M4Eo LMMA con eosinofilia medular inv(16), t(16;16) 5% 

M5 Leucemia monoblástica (M5a) 
Leucemia monocítica      (M5b) del (11q), t(9;11), t(11;19) 10% 

M6 Eritroleucemia 5% 

M7 LA megacarioblástica t(1;22) 5% 

Modificado de Bennett et al449 y de Bennet et al481 



68 2.- Hematopoyesis clonal. 

resulta fundamental en estos casos319. A su vez, los blastos de los subtipos de LMA M1 y M2, habitualmente 

muestran evidencias morfológicas e inmunofenotípicas de compromiso mieloide, incluyendo expresión de 

MPO en un porcentaje variable, generalmente bajo, de los blastos (<10% y ≥10% de los blastos, 

respectivamente).  

El subtipo M3 o LPA, destaca por sus características clínico-biológicas particulares y únicas. Por una 

lado, la maduración de los blastos mieloides se encuentra bloqueada a nivel del estadio de promielocito, 

existiendo dos variantes morfológicas: la variante típica o hipergranular, definida por la complejidad 

morfológica de los blastos que con frecuencia presentan bastones de Auer asociada a leucopenia, y la 

variante atípica o microgranular que cursa con leucocitosis y un comportamiento clínico más 

agresivo319,483-486 asociado con relativa frecuencia a coagulopatía y riesgo hemorrágico, que puede llegar a 

poner en riesgo la vida del paciente486,487. A nivel genético, la LPA se caracteriza por la presencia de la 

t(15;17), que tiene como consecuencia la traducción de una proteína de fusión tumoral (PML-RARA), 

responsable del bloqueo madurativo de los blastos y también de la respuesta al tratamiento con ácido 

trans-retinoico (ATRA), capaz de inducir la diferenciación de los blastos y la remisión completa de la 

enfermedad en alrededor del 95% de los casos488-491.  

Los blastos del subtipo de LMA M4 muestran mayor grado de diferenciación que la LMA M0–M1, 

asociado a un compromiso madurativo mixto granulomonocítico (>20% de los blastos comprometidos con 

línea monocítica), mientras que los blastos de las variantes de LMA M5a y M5b maduran mayoritariamente 

a línea monocítica (>80% de los blastos), mostrando distinto grado de diferenciación: i) en la LMA M5a o 

leucemia monoblástica, predominan blastos con características de precursores monocíticos inmaduros 

(>80% monoblastos) y, ii) en la LMA M5b o leucemia monocítica, predominan blastos monocíticos más 

diferenciados, con presencia de promonocitos y monocitos maduros319.  

Las otras variantes FAB de LMA (M6 y M7) presentan muy baja incidencia, y muestran blastos con 

diferenciación: i) a línea eritroide (LMA M6) de forma exclusiva (≥80% de los blastos) como en el subtipo 

M6 en el que predominan blastos de línea eritroide –leucemia eritroide pura– o blastos eritroides (≥50%) 

que coexisten con mieloblastos (≥20%) –eritroleucemia–; o ii) a línea megacariocítica (LMA M7), 

respectivamente. De forma anecdótica, en 1999 se propone un nuevo subtipo de LMA M8 con blastos con 
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diferenciación a línea de granulocito basófilo492, si bien esta entidad nunca llegó a establecerse de forma 

definitiva.  

Aunque la clasificación FAB de la LMA no incluía criterios genéticos ni moleculares para la 

clasificación de la enfermedad, si establecía ya algunas correlaciones evidentes entre la morfología de los 

blastos y sus perfiles citogenéticos. Así, a modo de ejemplo, la variante de LMA M4 con eosinofilia, se 

asociaba  a la presencia de inversión del cromosoma 16 –inv(16)–477,478, la variante de LMA M2 con o sin 

basofilia se asociaba a t(8;21)469,470,, y la leucemia promielocítica M3 a t(15;17)478,479,493-499.  Por otra parte, 

la clasificación FAB tampoco hacía distinción entre LMA de novo y LMA secundaria. 

Debido a lo anteriormente expuesto, la OMS propone en 2001 una clasificación que incorpora la 

información fenotípica y genética/molecular para redefinir las distintas categorías FAB de LMA, incluyendo 

además la distinción entre LMA “de novo” y LMA secundaria a quimioterapia o a la transformación 

leucémica de otras neoplasias previas396,500 Esta clasificación de la LMA de la OMS ha sido revisada y 

refinada en dos ocasiones, en 2008319 y más recientemente en 2016276, con la inclusión de un número 

creciente de subtipos genéticos/moleculares de la enfermedad (Tabla 11). Así, la clasificación actual de la 

LMA permite una mejor estratificación pronóstica de los pacientes, además de un diagnóstico más preciso 

de la enfermedad (Tabla 11).  

En esta última revisión de 2016 de la clasificación OMS de la LMA se refina la definición de algunas 

entidades –p.ej. la LMA con CEBPA mutado se define exclusivamente cuando la mutación es bialélica, la 

leucemia promielocítica con reordenamiento PML-RARA sólo incluye casos con t(15;17)(q24.1;q21.2), 

diferenciándola de otras LPA y la LMA con KMT2A sustituye a la previamente denominada LMA con 

reordenamientos del gen MLL–276. Además, en la LMA con alteraciones genéticas recurrentes, se incorpora 

la categoría de LMA “de novo” con mutación de RUNX1 asociada a pronóstico adverso501-505. Por otra parte, 

en el grupo de LMA con cambios relacionados con mielodisplasia (del inglés, MRC) establecido en 2001, se 

adoptan modificaciones menores en los criterios diagnósticos (p.ej. se considera displasia multilínea la 

presencia de ≥50% de células displásicas en ≥2 líneas celulares), y se excluyen de este grupo la LMA con 

mutación de NPM1 y la LMA con mutación bialélica de CEBPA, aunque morfológicamente exista displasia 

en varias líneas hematopoyéticas en estos pacientes, pasando a pertenecer ambos subtipos de LMA, al 
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grupo de LMA con alteraciones genéticas recurrentes276. Por el mismo motivo, se excluyen de las LMA sin 

otra especificación, la LMA con mutaciones de NPM1 y la LMA con mutación bialélica de CEBPA276. Por otra 

parte, en la clasificación OMS 2016 de la LMA desaparece la categoría de leucemia eritroide con blastos 

mieloides, debiendo realizarse en general, y en particular en estos casos, el recuento de blastos sobre el 

total de las células nucleadas de la MO, incluidos los eritroblastos. Con ello, muchas de las leucemias 

eritroides con blastos mieloides de la clasificación OMS 2008, pasan ahora a considerarse SMD con displasia 

eritroide, cuando el porcentaje de blastos es ≤20%; por el contrario, cuando el recuento de blastos en MO 

supera ≥20% se cumplirían los criterios para LMA con MRC276,506,507. 

Un mayor cambio supone en la revisión de la clasificación de la OMS de 2016, la redefinición de la 

LMA relacionada con tratamientos previos, al incluir a este tipo de LMA como un subtipo de neoplasia 

mieloide asociada a (quimio)terapia (NM–t), e incluir en él también a pacientes con síndromes 

mielodisplásicos relacionados con (quimio)terapia (SMD-t), además de la LMA relacionada con 

(quimio)terapia (LMA-t). Finalmente, en la clasificación OMS 2016 se define un nuevo grupo de neoplasias 

mieloides asociadas a mutaciones germinales y predisposición familiar a padecer otras neoplasias 

(hematológicas o no)508, en el que se incluyen un subgrupo de LMA que puede acompañarse o no de otra 

hemopatía, caracterizado por la presencia de mutaciones germinales en genes relacionados con neoplasias 

hematológicas, incluido el síndrome de Down (“neoplasias mieloides con mutaciones con predisposición 

germinal”). Entre estos pacientes se definen tres subgrupos principales de entidades que incluyen 10 

enfermedades distintas, definidas por la alteración genética heredada y la presencia o no de otra 

enfermedad relacionada y/o disfunción orgánica evidente: i) SMD/LMA familiar en ausencia de otra 

enfermedad manifiesta y sin disfunciones orgánicas evidentes, ii) neoplasias hematológicas familiares 

asociadas a trombopatía, y; iii) SMD/LMA asociada a disfunción orgánica (trastornos asociados a fracaso 

de MO como neutropenia congénita severa y anemia de Fanconi, entre otros)276. Esta nueva categoría pone 

de manifiesto la importancia de la predisposición genética a la hora de desarrollar una hemopatía maligna, 

en consonancia también con lo expuesto anteriormente en el presente trabajo en relación con la presencia 

de hematopoyesis clonal en sujetos aparentemente sanos (CHIP, CHEP) y su potencial de transformación 

(o evolución) a diferentes hemopatías malignas.
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Tabla 11. Clasificación diagnóstica de la LMA propuesta por la OMS en 2008 con las modificaciones más relevantes 
propuestas en 2016. 

Clasificación OMS 2008 Clasificación OMS 2016 

LMA 
con alteraciones 

genéticas 
recurrentes 

• LMA con t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1. LMA “de novo” con mutación de RUNX1. 

• LMA con inv(16)(p13.1q22) o t(16;16)(p13.1;q22); CBEB-MYH11. 

• LA promielocítica (LAP) con t(15;17)(q22;q12); PML-RARA. LMA con PML–RARA. 

• LMA con t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL. LMA con mutación de KMT2A.  

• LMA con t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214.

• LMA con inv(3)(q21q26.2) o t(3;3)(q21;q26.2); RPN1-EVI1. LMA con activación de MECOM y GATA2. 

• LMA (megacarioblástica) con t(1;22)(p13;q13); RBM15-MKL1.

• Entidad provisional: LMA con NPM1 mutado. LMA con NPM1 mutado. 

• Entidad provisional: LMA con CEBPA mutado. LMA con mutación bialélica de CEBPA. 

Entidad provisional:  
LMA “de novo” con mutación de BCR–ABL1 

LMA con cambios 
relacionados 
con displasia 
(LMA–MRC) 

• LMA secundaria a SMD.

• LMA sin antecedentes de mielodisplasia.

Criterio de DISPLASIA MULTILINEAL:  
(≥50% de células displásicas en ≥2 líneas 
hematopoyéticas). 

LMA con del(9q) en ausencia de mutación de 
NPM1. 

LMA sin mutación de NPM1 ni mutación 
bialélica de CEBPA. 

LMA secundaria a 
tratamientos 

previos 

• LMA secundaria a tratamientos con inhibidores de la topoisomerasa II

• LMA secundaria a tratamientos con agentes alquilantes

Considerada como una subcategoría de NMP 
asociada a terapia.  
Considerar la presencia de mutaciones 
germinales en pacientes con predisposición 
(genética) familiar. 

LMA sin otra 
especificación 

• LMA indiferenciada.

LMA sin displasia multilineal,  sin mutación en 
NPM1 ni mutación bialélica en CEBPA. 

• LMA mínimamente diferenciada.

• LMA con maduración. 

• LMA mielomonocítica.

• LMA monoblástica/monocítica.
• LA eritroide.

– LA eritroide pura .

– Eritroleucemia eritroide/mieloide. 

≥50% de blastos eritroides del conjunto de 
células hematopoyéticas nucleada en MO y, 
además: 

1) SMD con displasia eritroide si < 20% de
mieloblastos del global de las células de MO
o ≥20% de mieloblastos del total de las células
no-eritroides de MO 

2) LMA–MRC si ≥20% de mieloblastos del 
global de las células nucleadas de MO. 

• LA megacarioblástica.
LMA sin displasia multilineal, sin mutación en 
NPM1 ni mutación bialélica en CEBPA. 

• Leucemia aguda de basófilos.

• Panmielosis aguda con mielofibrosis.

Sarcoma mieloide 

Proliferación 
mieloide 

relacionada con 
Síndrome de Down

• Mielopoyesis anormal transitoria.
• LMA asociada a Síndrome de Down.

Característicamente, ambas categorías se 
asocian a mutación en GATA1 y JAK–STAT entre 
otras mutaciones comunes a otras LMA509 y 
pasan al subtipo de neoplasia mieloide con 
predisposición germinal. 
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3.- Mastocitosis sistémica. 

La mastocitosis constituye una enfermedad caracterizada por un acúmulo anormal de mastocitos 

patológicos en la piel, la MO y otros órganos y tejidos512-515. Clínicamente, la mastocitosis se caracteriza por 

la presencia de síntomas locales y/o sistémicos debidos fundamentalmente a la liberación de mediadores 

mastocitarios como la histamina y la triptasa, y al aumento del número de mastocitos en los tejidos 

infiltrados, sobre todo en la piel, donde dan lugar a las lesiones cutáneas típicas de la enfermedad512-515. La 

prevalencia de la enfermedad es de alrededor de 1 caso/10.000 habitantes514,516-518 por lo que se incluye 

dentro del grupo de enfermedades raras (<5 casos/10.000 habitantes), y puede afectar tanto a niños 

(formas pediátricas) como a adultos512-515. De forma característica, el mastocito patológico presenta 

mutaciones en el gen KIT, especialmente la mutación D816V de KIT (≈94% de los casos)519,520. No obstante, 

tanto desde el punto de vista clínico como biológico, la mastocitosis constituye una enfermedad 

heterogénea, que incluye tanto formas localizadas (p.ej. mastocitosis cutáneas) como sistémicas 

(mastocitosis sistémicas), y variantes de comportamiento indolente –mastocitosis sistémica indolente 

(MSI)– vs. agresivo –mastocitosis sistémica agresiva (MSA) y leucemia de mastocitos (abreviado del inglés 

como “MCL”)–.  

La clasificación reciente de la OMS distingue 9 subtipos de mastocitosis512. Éstos incluyen 3 

variantes de mastocitosis cutánea (MC) –i) urticaria pigmentosa (UP) o mastocitosis cutánea 

maculopapular (MCMP), ii) mastocitosis cutánea difusa (MCD) y, iii) mastocitoma cutáneo–, 5 subtipos de 

Tabla 11.(Continuación) Clasificación diagnóstica de la LMA propuesta por la OMS en 2008 con las modificaciones más relevantes propuestas 
en 2016. 

Neoplasia de 
células dendríticas 

plasmocitoides 

Leucemia aguda de 
linaje ambiguo  

(del inglés, MPAL) 

• LA indiferenciada. 
• LA de fenotipo mixto

–LA de fenotipo mixto BCR–ABL1
–LA de fenotipo mixto con reordenamiento de MLL
–LA de fenotipo mixto sin especificar 

Aunque los resultados se consideran aun 
preliminares, la MPAL con t(9;22) parece 
responder mejor a terapia con inhibidores de 
tirosín kinasa (TKI)510,511 

Modificado a partir de  Vardiman et al 395 y de Arber et al276 
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mastocitosis sistémicas (MS): –i) mastocitosis sistémica indolente, con o sin lesión cutánea (abreviado del 

inglés como “MSIs+” y “MSIs-“ respectivamente); ii) mastocitosis quiescente o “smoldering”, una variante 

de MSI de pronóstico intermedio; iii) mastocitosis sistémica agresiva, iv) mastocitosis sistémica asociada a 

otra hemopatía que afecta a células diferentes del mastocito (abreviado del inglés como “MS–AHNMD” o 

“MS–AHN”) y; v) leucemia de mastocitos (abreviado del inglés como “MCL”) en la que clínicamente se 

diferencian 2 variedades (MCL aguda de carácter agresivo y mal pronóstico y MCL crónica, de curso más 

indolente y mejor pronóstico)– y el sarcoma de mastocitos. En esta nueva clasificación de la OMS de 2016, 

la mastocitosis sistémica extracutánea521 deja de considerarse como un subtipo de mastocitosis debido a 

su extraordinariamente baja prevalencia512. Además, dependiendo las características morfológicas, 

fenotípicas y moleculares del mastocito patológico, en la clasificación de la OMS de 2016, cada uno de estos 

subtipos de mastocitosis pueden subdividirse en variantes de mastocitosis típica y de mastocitosis bien 

diferenciada41,42. 

3.1.- Diagnóstico de mastocitosis sistémica. 

El diagnóstico de MS se establece mediante la demostración de la presencia de infiltrados densos 

multifocales de mastocitos (agregados de ≥ 15 mastocitos) en MO u otros tejidos (criterio diagnóstico 

mayor), asociados habitualmente a atipias morfológicas, inmunofenotípicas y/o genéticas (criterios 

diagnósticos menores); con relativa frecuencia, la enfermedad se acompaña también de niveles basales de 

triptasa sérica aumentados (≥ 20ng/mL) de forma persistente, lo cual se valora como criterio menor 

acompañante, excepto en aquellos casos de MS en los que se asocia una neoplasia mieloide (Tabla 

12)512,513,515,522,523. Para el diagnóstico definitivo de MS se requiere de la coexistencia del criterio mayor y

de al menos uno de los cuatro criterios menores o, en ausencia de agregados mastocitarios, de al menos 3 

criterios menores (Tabla 12)512,515. 
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Tabla 12. Criterios OMS 2016 para el diagnóstico de mastocitosis sistémica. 

CRITERIO MAYOR 

1. Presencia de infiltrados densos multifocales de mastocitos (agregados de ≥ 15
mastocitos) en MO y/o en otros tejidos extracutaneos.

 CRITERIOS  MENORES 

1. Morfología atípica en > 25% de los mastocitos de los agregados multifocales o, en ausencia 
de agregados, morfología atípica o inmadura en más del 25% de los mastocitos de MO. 

2. Presencia de mutación en el codón 816 del gen KIT . 

3. Expresión aberrante de los marcadores CD25 y/o CD2 en mastocitos de MO. 

4. Niveles basales de triptasa sérica aumentados (>20ng/mL)  de forma persistente1. 

1Este criterio no sería valorable en presencia de neoplasia mieloide asociada. (adaptado de Horny et al.524) 

3.2.- Variantes de mastocitosis sistémica. 

3.2.1.- Mastocitosis sistémica indolente (MSI). 

La MSI constituye el subtipo más frecuente de MS512,513,515. Habitualmente se caracteriza por la 

presencia de agregados de mastocitos con morfología atípica y expresión aberrante de CD2 y/o CD25 en 

los mastocitos de MO y/u otros tejidos extracutáneos. Además, los mastocitos suelen presentar la mutación 

D816V de KIT en más del 90% de los pacientes525,526, asociada en más de la mitad de los casos a niveles 

séricos basales de triptasa superiores a 20ng/mL526. De entre las MSI, el subtipo más frecuente es la MSI 

con lesión cutánea (MSIs+), en la que la mutación D816V de KIT está presente en los mastocitos de la 

práctica totalidad de los pacientes, asociada a afectación de otras líneas hematopoyéticas en 

aproximadamente un tercio de los casos526,527. En la MSIs+ típica no se observan hallazgos B o C, ni rasgos 

que sugieran la presencia de otra hemopatía asociada (Tabla 13)512. 

Además de las formas típicas de MSIs+, en la última década se ha identificado un nuevo subtipo de 

MSI sin lesión cutánea (MSIs-)524. En este subgrupo de MSIs- se incluyen sujetos que además de no 

presentar lesión cutánea, suelen mostrar niveles basales de triptasa sérica generalmente normales, 

asociados a manifestaciones clínicas relacionadas con la liberación de mediadores mastocitarios, 
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principalmente anafilaxia528,529. La gran mayoría de estos pacientes (>90%) presenta la mutación D816V 

de KIT, casi de forma sistemática restringida al mastocito524,526.  

Un tercer subtipo de MSI menos habitual es la mastocitosis quiescente o “smoldering” 

(MSS)512,530,531. Los pacientes con MSS suelen presentar un mayor grado de infiltración mastocitaria en MO, 

asociado a ≥2 características clínicas que reflejan mayor afectación orgánica (hallazgos de tipo B) (Tabla 

13) en ausencia de afectación funcional del (de los) órgano(s) involucrado(s)512. Estos casos no reúnen

criterios para MSA, precisamente por la ausencia de afectación funcional de dichos tejidos (hallazgos de 

tipo C negativos) (Tabla 13); sin embargo, pueden presentar síntomas constitucionales como astenia 

crónica o pérdida de peso. A diferencia de las demás MSI, y al igual que ocurre en la MSA, la mutación D816V 

de KIT suele ser multilineal, detectándose tanto en mastocitos como en otras células hematopoyéticas 

mieloides e incluso linfoides de MO512,513,515,523,532-536; además, con relativa frecuencia, en estos casos los 

niveles de triptasa sérica suelen superar los 200 ng/ml537. Por todo lo anterior, en la última revisión de la 

clasificación de la mastocitosis propuesta por la OMS en 2016, la MSS se considera por primera vez como 

una categoría independiente y bien definida de MS512. 

Tabla 13.  Hallazgos de tipo B y C definidos por la OMS como relevantes a la hora de distinguir entre formas indolentes vs. 
agresivas de MS. 

HALLAZGOS DE TIPO B 

1. Infiltración de MO por >30% de mastocitos y/o niveles de triptasa sérica aumentados (>20ng/mL).

2. Presencia de síntomas de displasia/mieloproliferación en líneas celulares hematopoyéticas distintas de la línea
mastocitaria (pero insuficientes para diagnóstico de otra hemopatía) asociados a recuentos sanguíneos normales. 

3. Hepatomegalia sin daño funcional hepático, esplenomegalia sin hiperesplenismo o linfadenopatías detectables por 
palpación y/o mediante técnicas de imagen. 

HALLAZGOS DE TIPO C 

1. Presencia de citopenias que evidencien un mal funcionamiento medular. 

2. Hepatomegalia con disfunción hepática. 

3. Evidencia de afectación ósea debido a la presencia de lesiones osteolíticas o de fracturas patológicas. 

4. Esplenomegalia con hiperesplenismo. 

5. Malabsorción con pérdida de peso. 

Adaptado de Horny et al.524 
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3.2.2.- Mastocitosis sistémica agresiva (MSA). 

La MSA representa alrededor del 10% de todas las MS  y se caracteriza por presentar habitualmente 

valores de triptasa sérica basal superiores a 200ng/mL, junto con sintomatología aguda, generalmente 

asociada a organomegalias y afectación ósea, además de afectación funcional de distintos órganos y tejidos 

(hallazgos de tipo C)524,526,537-540 . En casi la totalidad de las MSA, la mutación D816V de KIT es multilineal 

con afectación de toda la hematopoyesis, detectándose en ocasiones la mutación también en células stem 

mesenquimales  de MO541-544. 

3.2.3.- Mastocitosis sistémica asociada a otra hemopatía (MS-AHN). 

La MS–AHN constituye un subgrupo muy heterogéneo de MS, tanto desde el punto de vista clínico 

como biológico, al estar condicionada su definición por el subtipo de MS (p.ej. MSI vs. MSA vs. MCL) y por 

la hemopatía clonal coexistente524,526 (p.ej. LLC vs. LMMC vs. SMD)59,78. En aproximadamente 85% de estos 

pacientes, la hemopatía clonal que coexiste con la MS es de origen mieloide, principalmente de tipo 

SMD/NMP y LMA545-549, y sólo en una minoría de los casos, es de origen linfoide526,549,550. Casi la mitad de los 

pacientes muestran una MSI y la otra mitad una MSA, siendo raros los pacientes que presentan 

MCL512,515,545,550. A pesar de que pueda resultar difícil, el diagnóstico de MS–AHN sobre todo en pacientes 

con MS indolente sin lesión cutánea o con lesiones cutáneas muy poco evidentes, la MS–AHN se considera 

como el segundo subtipo de MS más frecuente, después de la MSI512,515,549. 

Cabe señalar que en las MS–AHN en las que la AHN es de componente mieloide, la mutación de KIT 

suele ser multilineal, mientras que las MS–AHN de componente linfoide, la mutación de KIT suele estar 

restringida a mastocito512,520,523,532,541,545. No obstante, existe una proporción significativa de casos en los 

que esta regla no se cumple de forma estricta551. Así, el conocimiento del perfil genético de los pacientes 

con MS–AHN no siempre es fácil de definir, ya que por ejemplo, en pacientes con MS con SMD o SMD/NMP, 

el cariotipo puede ser normal en más de la mitad de los casos y las alteraciones citogenéticas estudiadas 

por FISH son (en número) relativamente limitadas, analizándose generalmente sobre la muestra total de 
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células hematopoyéticas de MO del paciente y no sobre los distintos compartimientos de células tumorales 

(SM y AHN) purificados545,552.  

A pesar de esta limitación, en los últimos años la aplicación de técnicas de secuenciación masiva ha 

permitido conocer mejor el perfil genético de los pacientes con MS–AHN, habiéndose detectado un número 

relativamente importante de mutaciones somáticas (además de las mutaciones de KIT) en la MO de estos 

sujetos532,552-555. Así se ha podido identificar la presencia de mutaciones en los genes TET2, SRSF2, ASXL1, 

CBL, RUNX1 y RAS532,552, y en menor frecuencia también, en los genes JAK2, V617F, AML1–ETO y FIP1L1–

PDGRFA531,551. Aunque la mayoría de estos estudios se han realizado sobre muestras de MO total, en algunos 

casos se llevaron a cabo sobre muestras enriquecidas mediante técnicas de microdisección545 o sobre 

células cultivadas a partir de la MO de pacientes con MS–AHN552. Precisamente, los estudios realizados 

sobre distintos compartimientos celulares de MO de pacientes con MS–AHN sugieren la existencia de 

diferentes patrones genéticos de afectación y evolución clonal en los pacientes con MS–AHN, en los que la 

aparición de KIT podría constituir un evento relativamente tardío (posterior a la aparición de alguna de las 

otras mutaciones típicas de la AHN)552. Sin embargo, hasta la fecha no se ha determinado el posible impacto 

de los diferentes patrones genéticos encontrados, en el comportamiento clínico y el pronóstico de los 

pacientes con MS–AHN, comportamiento que hoy se cree que depende sobre todo de los diferentes subtipos 

de MS y AHN que coexisten en el mismo paciente513. 

3.2.4.- Leucemia de mastocitos (MCL). 

La MCL constituye una de las variantes menos frecuentes de MS (<2% de los casos) y a la vez la más 

agresiva523,556. En general, la MCL suele mostrar infiltración medular por mastocitos fenotípicamente 

inmaduros524,526,539 que superan el 20% de la celularidad global de la MO; habitualmente se acompaña de 

organomegalias con afectación funcional del tejido infiltrado530. Las lesiones cutáneas pueden estar 

presentes o no y los mastocitos, aunque fenotípicamente aberrantes (CD25+) suelen ser negativos para 

CD2, siendo la frecuencia de la mutación D816V de KIT variable523,556. Debido a la gran heterogeneidad de 

la enfermedad, recientemente se han definido nuevos subtipos diagnósticos de MCL, distinguiéndose 6 
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variantes según la forma de presentación de la enfermedad: i) MCL aleucémica, (infiltración <10% de MC 

aberrantes en SP), ii) MCL típica con >10% de MC aberrantes en SP; iii) MCL “de novo”, y iv;) MCL 

secundaria; v) MCL crónica, y; vi) MCL aguda557. La nueva clasificación de la OMS de 2016 adopta estos 

criterios para la subclasificación de la MCL, haciendo especial hincapié en las dos categorías de MCL que 

según el comportamiento clínico y pronóstico de la enfermedad hacen que ésta se comporte como una MCL 

crónica vs una MCL aguda512. 

3.2.5.- Variantes de mastocitosis sistémica bien diferenciada (WDSM). 

Recientemente se ha descrito una nueva variante de MS conocida como MS bien diferenciada 

(abreviado del inglés como WDSM), caracterizada por la aparición en edades pediátricas, sobre todo en 

mujeres, asociada a mastocitos hipergranulados, de morfología redondeada, habitualmente en ausencia de 

fenotipo aberrante (CD25– y CD2–) y de la mutación D816V de KIT512,515,558; esto hace que con relativa 

frecuencia (en ausencia de niveles basales de triptasa sérica elevados) estos pacientes, aun presentando 

lesiones cutáneas típicas y agregados de mastocitos en MO, no alcancen a cumplir los criterios diagnósticos 

de la OMS para MS526. Por este motivo, se ha propuesto que además del criterio mayor (basado en la 

presencia de agregados compactos de mastocitos en MO), se empleen dos nuevos criterios diagnósticos 

menores complementarios para definir con mayor precisión este subgrupo de MS559: i) expresión aberrante 

de CD30 y/o sobreexpresión de carboxipeptidasa A y/o triptasa, detectada por CMF, y; ii) presencia de 

mastocitos clonales con o sin mutación de KIT. Actualmente, la WDSM no constituye una variante de MS 

reconocida como tal en la clasificación de la OMS; sin embargo, se recomienda en dicha clasificación la 

anotación dentro de cada variante de mastocitosis (MC, MSI, MSA, MCL) de si se trata de formas típicas, o 

de la variante bien diferenciada512,556,558,560.  

3.2.6.- Sarcoma de mastocitos y mastocitoma extracutáneo. 

El sarcoma de mastocitos y el mastocitoma extracutáneo constituyen dos variantes de mastocitosis 

extremadamente raras y poco documentadas512,513,515. Si bien ambas entidades representan tumores bien 
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localizados, a diferencia del mastocitoma extracutáneo, de localización característicamente pulmonar y 

generalmente de carácter no invasivo524, el sarcoma tiene características invasivas (aunque de crecimiento 

lento)524. Debido a que se trata de una variante extremadamente rara, se pone en duda la definición del 

mastocitoma extracutáneo como una verdadera subcategoría de mastocitosis (en los últimos 20 años tan 

sólo se ha documentado un caso512). 

3.3.- Evolución clínica y pronóstico de la mastocitosis sistémica. 

En términos generales, la clasificación diagnóstica de la OMS de la mastocitosis tiene ya de por si 

un importante impacto pronóstico512,517,561. Así, las formas localizadas (p.ej. MC) y las MSI se asocian en 

general a muy buen pronóstico512,513,515,522,556, mientras que las MSA, la MS–AHN y la MCL se consideran 

formas avanzadas de la enfermedad, asociadas a mal pronóstico y requieren de tratamiento 

citostático512,556; dentro de estas últimas, la MCL aguda constituye una entidad especialmente agresiva con 

una mediana de supervivencia global inferior a 12 meses512,556. Asimismo, cabe señalar que dentro de las 

MS–AHN, el pronóstico de la enfermedad estaría determinado principalmente por el subtipo diagnóstico 

concreto de MS y de AHN que coexisten en el mismo paciente549,550, y que determinan también la estrategia 

terapéutica a seguir515,522,562. 

Asimismo, estudios recientes sugieren que la presencia de mutaciones de KIT diferentes de la 

mutación D816V563,564 o de mutaciones de otros genes asociados a neoplasias mieloides (entre las que 

merece destacar mutaciones de los genes ASXL1, CBL, IDH1/2,  JAK2, KRAS, MLL-PTD, NPM1, NRAS, TP53, 

SRSF2, SF3B1, SETBP1, U2AF1, EZH2, ETV6, RUNX1 y TET2) y especialmente el número de estas mutaciones 

(superior en MSA vs MSI)565 se asociarían también a un peor pronóstico552,554,565. Así, en alrededor de 80% de 

las MS avanzadas, se detectan ≥3 mutaciones de los genes antes mencionados, y cerca de la mitad de los 

pacientes presentan ≥5 mutaciones565. En consecuencia, todo parece indicar que el número de mutaciones 

detectadas en pacientes con MS estaría directamente relacionado también con el pronóstico de la 

enfermedad562. Por otra parte, estudios recientes en los que se emplean técnicas de secuenciación masiva 

han permitido conocer mejor también el perfil genético de las MS–AHN532,552-555, habiéndose sugerido que 
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las mutaciones de los genes ASXL1, SRSF2 y RUNX1 podrían conferir un peor pronóstico de forma específica 

a pacientes con MS–AHN portadores de estas alteraciones552, mientras que las mutaciones del gen TET2 no 

mostrarían un impacto pronóstico significativo554. Por el momento seguimos careciendo de estudios en los 

que se analiza el impacto pronóstico de estas anomalías en pacientes con MSI. 

Aunque se trata de subtipos diagnósticos bien definidos, y disponemos de criterios que permiten 

clasificar de forma inequívoca la casi totalidad de los pacientes con mastocitosis, a lo largo de la evolución 

de la enfermedad esta puede progresar desde formas indolentes (p.ej. MSI) a variantes más agresivas de 

MS como MSA, MS–AHN y MCL512-515,535,549,556. Sin embargo, esto sólo ocurre en una minoría de las MSI, 

mostrando habitualmente la enfermedad un curso indolente. De hecho, algunos estudios muestran tasas 

de progresión de MSI a formas agresivas de la enfermedad de tan sólo un 3%527. 

Desde el punto de vista pronóstico, estudios preliminares sugieren que niveles séricos de ß2 

microglobulina elevados, junto con la mutación multilineal de KIT en las líneas hematopoyéticas de MO 

constituirían los factores de riesgo con mayor valor a la hora de predecir progresión en pacientes con 

MSI527. Si bien en los casos que progresaban se observaba con más frecuencia niveles de triptasa sérica 

>200 ng/mL y presencia de órganomegalias y osteoporosis, estos parámetros no mostraron valor

predictivo independiente527. Aunque en otros trabajos se ha asociado un pronóstico adverso de la 

enfermedad con la presencia de anemia, el incremento de los niveles de fosfatasa alcalina sérica (FA) y del 

número de mastocitos que infiltran la MO566, edad avanzada, pérdida de peso, trombocitopenia, 

hipoalbuminemia y exceso de blastos en la MO549, en ellos no se ha analizado de forma específica el impacto 

de esos parámetros sobre la progresión de formas indolentes a formas agresivas de la enfermedad. Así, de 

todos los factores de riesgo propuestos hasta la fecha, el grado de afectación de la hematopoyesis por la 

mutación D816V de KIT520 constituye el parámetro de mayor valor predictivo para la supervivencia libre 

de progresión de pacientes con MSI. Los pacientes con MSI que presentan mutación de KIT D816V 

restringida a mastocito tienen una supervivencia libre de progresión y una supervivencia global similar a 

la de la población general513,527,549. Por el contrario, las MSA en las que dicha mutación no está restringida 

al mastocito, sino que se detecta en otras poblaciones de células mieloides además del mastocito, presentan 
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una supervivencia global y una supervivencia libre de progresión significativamente acortadas y, por lo 

tanto, un peor pronóstico513,520,527,549.  

Además se ha referido que dentro de la MSI, aquellos casos en los que la mutación afecta, además 

de al mastocito y las células mieloides, a las células linfoides y las células mesenquimales541, y los pacientes 

que muestran niveles séricos elevados de IL6 asociados a la mutación multilineal de KIT, tendrían una 

supervivencia libre de progresión especialmente disminuida a corto y medio plazo567.  





CAPÍTULO II. 
Hipótesis de trabajo y 

objetivos.
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La hematopoyesis tiene como finalidad la producción a lo largo de la vida del individuo, de un 

número relativamente estable de elementos celulares maduros y funcionales de cada una de las distintas 

líneas de células mieloides y linfoides, a partir de un número relativamente reducido de células stem 

hematopoyéticas31,568-570. La célula stem hematopoyética se caracteriza por ser una célula indiferenciada 

capaz de multiplicarse y diferenciarse mediante mecanismos de división asimétrica84,571-576. Estos 

mecanismos aseguran por un lado, mantener un nivel constante de células stem, y por otra parte, producir 

un número adecuado de precursores y de células maduras de las diferentes líneas hematopoyéticas 

mieloides y linfoides7,31,568-570. En este proceso intervienen múltiples vías de señalización celular, 

habitualmente moduladas por interacciones entre la célula stem hematopoyética y la matriz extracelular, 

los elementos celulares del microambiente medular y sus productos1-5. 

En la clasificación actual de la OMS de las neoplasias hematológicas se definen siete grandes grupos 

de hemopatías mieloides entre las que se incluyen las leucemias mieloides agudas, los síndromes 

mielodisplásicos, las neoplasias mieloproliferativas, los SMD/NMP y las mastocitosis321. En común, en estas 

neoplasias se observa afectación en grado variable de la célula stem hematopoyética, requiriéndose 

habitualmente para su desarrollo de la coexistencia de dos o más alteraciones genéticas y/o 

moleculares229,291,293,323,324,423,446,454,577. En este sentido, las características biológicas y el comportamiento 

clínico de las hemopatías malignas mieloides dependería en gran medida de las alteraciones genéticas 

subyacentes presentes en la célula stem hematopoyética de cada paciente321,578-587. Ante esta hipótesis, cabe 

sospechar que, aunque la mayoría de las LMA surgen aparentemente “de novo”, en realidad podrían 

originarse sobre una hematopoyesis ya alterada (p.ej. genéticamente)291,293,453,454; dicha alteración puede 

haberse manifestado como un déficit o un exceso en la producción de uno o más tipos de células 

hematopoyéticas, lo cual conllevaría a un comportamiento clínico característico de por ejemplo, un SMD o 

una NMP291,293,446, respectivamente. Si, por el contrario, dicha alteración no se ve reflejada en una alteración 

del número de células hematopoyéticas maduras y/o en cambios morfológicos importantes, podría abocar 

a una hematopoyesis clonal de pronóstico indeterminado (CHIP), objetivable únicamente a nivel genético, 
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en ausencia de consecuencias clínicas y biológicas inmediatas224,229,230,235,309,310. En cualquier caso, la 

progresión desde la primera alteración genética, a una hemopatía clonal –ya sea un SMD, una NMP y/o una 

LMA– iría asociado a un acúmulo progresivo de alteraciones genéticas y moleculares asociado a la aparición 

de distintos patrones de evolución clonal en las células stem afectadas y su progenie224,230,235,291,293,298,446. 

Por otro lado, dichas alteraciones se traducirían además en cambios fenotípicos asociados a una tasa de 

proliferación y/o supervivencia celular alterada, junto a cambios madurativos que terminan por afectar la 

producción normal de las diferentes líneas hematopoyéticas con las correspondientes citopenias (o 

expansiones) periféricas de una o más líneas celulares, y las manifestaciones clínicas asociadas a las 

mismas (p. ej. anemia, alteraciones hemorrágicas y/o infecciones)343,588-590.  En este sentido, en la actualidad 

seguimos sin conocer si la transformación neoplásica de una célula stem hematopoyética normal y su 

evolución a LMA sigue un proceso de evolución (clonal) lineal o si por el contrario, existen múltiples vías 

de evolución clonal que terminan originando diferentes enfermedades, parcialmente solapadas entre sí. En 

este contexto, la mastocitosis sistémica (MS) constituye un modelo idóneo para el estudio de la progresión 

neoplásica y la transformación maligna de las hemopatías mieloides clonales. Por un lado, se trata de una 

enfermedad con una alteración molecular adquirida (somática) y universal: la mutación de KIT y en 

especial la mutación de D816V de KIT534,563,564,591,592. Por otra parte, el diagnóstico de la enfermedad, con 

frecuencia se lleva a cabo en una etapa relativamente temprana de la misma (p.ej. inmediatamente tras el 

nacimiento), aunque clínicamente los pacientes terminan por mostrar un comportamiento heterogéneo 

que incluye desde formas indolentes (las más habituales, como la MSI) asociadas o no a la presencia de 

lesiones cutáneas, a formas agresivas que en un porcentaje significativo (5–10%) de los casos están 

asociadas a transformación (a medio y largo plazo) a SMD, SMD/NMP o LMA514,515,520,523,527,549. 

Ante estos antecedentes, en este trabajo doctoral nos planteamos como objetivo general 

profundizar en el conocimiento de los mecanismos y vías que intervienen en el desarrollo y progresión de 

las hemopatías malignas mieloides, a través del estudio de los patrones de evolución clonal subyacentes, y 

las alteraciones proliferativas y madurativas asociadas a los mismos. Para ello, definimos cuatro objetivos 

específicos:
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- Analizar la tasa proliferativa de distintos compartimientos celulares de MO normal y de MO 

reactiva de pacientes con citopenias no clonales, con el fin de establecer un marco de referencia del índice 

proliferativo normal de los precursores CD34+ mieloides y de los distintos compartimientos madurativos 

de MO de las líneas celulares de granulocito neutrófilo, monocito y eritroide.  

- Definir las posibles alteraciones existentes en la tasa proliferativa de diferentes 

compartimientos celulares de MO de pacientes con LMA y SMD en distintos estadios de la enfermedad, 

respecto a su contrapartida normal, con el fin de identificar posibles asociaciones entre el patrón de 

alteración encontrado, y el comportamiento clínico y biológico de la enfermedad. 

- Identificar patrones de evolución clonal presentes en distintos compartimientos celulares 

de MO de pacientes con LMA y determinar su posible relación con la existencia de una hematopoyesis clonal 

residual y de alteraciones fenotípicas que pudieran contribuir al diagnóstico temprano de la enfermedad, 

incluso de forma previa a su transformación maligna; y, 

- Analizar los patrones de alteraciones genéticas y moleculares acumuladas en los distintos 

compartimientos de células hematopoyéticas de MO afectados, de pacientes con mastocitosis sistémica 

asociada a otras hemopatías mieloides y/o linfoides, con el fin de identificar distintas vías de evolución 

clonal que pudieran contribuir a explicar el comportamiento clínico y biológico heterogéneo de este 

subtipo de mastocitosis.



 

-  

  



CAPÍTULO III. 
 Material, métodos y 

resultados. 
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En esta sección de la memoria se describen los pacientes, los materiales y los métodos empleados 

en este trabajo, así como los principales resultados obtenidos en relación con cada uno de los objetivos 

planteados, mediante la inclusión de los artículos científicos originales publicados como consecuencia del 

trabajo realizado. Cada uno de los artículos referidos está precedido de un breve resumen en castellano 

que facilita una revisión rápida de la información contenida en los mismos.  

 

ARTÍCULO 1:  

“Distribución de los diferentes compartimentos celulares de médula ósea normal versus 

reactiva a lo largo de las distintas fases del ciclo celular: un marco de referencia para el estudio de 

la hematopoyesis displásica.” 

Objetivos. Pese a los importantes avances alcanzados en el conocimiento de la etiopatogenia de las 

hemopatías mieloides y en especial de los SMD y la LMA, la información disponible acerca de las 

alteraciones que ocurren en la tasa de proliferación celular de las células hematopoyéticas de estos 

pacientes, sigue siendo muy limitada. En este trabajo realizamos un análisis comparativo del índice de 

proliferación de los principales compartimentos celulares de médula ósea de individuos sanos con respecto 

al de los mismos compartimentos celulares de pacientes con citopenias persistentes de origen no clonal, 

con el fin de establecer valores de referencia que pudieran ser de utilidad en el estudio de la proliferación 

celular de la hematopoyesis displásica. 

Materiales y métodos. En conjunto, estudiamos un total de 94 muestras de médula ósea de 47 

donantes sanos sometidos a cirugía ortopédica y 47 individuos con citopenias reactivas en los que se 

descartó clonalidad mediante citomorfología, inmunofenotipo y técnicas de FISH y/o HUMARA. En todos 

los casos se combinó el estudio del índice de proliferación celular mediante el fluorocromo DRAQ5, con 

marcajes inmunofenotípicos específicos para la identificación de las distintas poblaciones celulares de MO 
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estudiadas. Para el análisis de la distribución en las diferentes fases del ciclo celular, de las distintas 

poblaciones de células hematopoyéticas de MO identificadas mediante las distintas combinaciones de 

marcadores inmunofenotípicos empleados (progenitores/precursores hematopoyéticos CD34+, 

precursores de línea de granulocito neutrófilo, línea monocítica, eritroide, de granulocito eosinófilo, y 

linfocitos) utilizamos técnicas de citometría de flujo. 

Resultados. En términos globales, las células de MO normal y de MO de pacientes con citopenias no 

clonales, mostraron índices de proliferación similares. No obstante, existían importantes diferencias en 

ambos tipos de muestras, entre los distintos compartimientos celulares analizados. Así, en ambos 

grupos, los precursores eritroides constituyeron la población celular que mostró mayor tasa 

proliferativa, seguida de los precursores no linfoides CD34+ y los estadios iniciales (CD11b–) de 

diferenciación a línea de granulocito neutrófilo, siendo la fase proliferativa de los demás 

compartimientos celulares de MO analizados significativamente menor. Al comparar de forma 

específica la tasa proliferativa de cada compartimiento celular estudiado en MO normal y MO reactiva, 

las únicas diferencias encontradas se restringían a: i) las poblaciones más maduras (CD13++/CD11b+) de 

granulocito neutrófilo y de monocito, que mostraban una mayor tasa proliferativa entre los pacientes 

con citopenias no clonales, y ii) los precursores CD34+ no linfoides, que por el contrario, mostraban una 

mayor tasa proliferativa en MO normal. 

Conclusiones. Nuestros resultados muestran que los pacientes con citopenias no clonales 

presentan ligeros cambios en el índice de proliferación de algunos compartimentos celulares 

hematopoyéticos de médula ósea que podrían reflejar una tendencia compensatoria hacia la producción 

de formas maduras y funcionales de monocitos y granulocitos neutrófilos, en detrimento de una 

menor expansión de los progenitores hematopoyéticos CD34+ más inmaduros. 
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Cell cycle plays a crucial role in the biology of both pro-
karyotes and eukaryotes (1–4). In human embrionic stages
and early ages after birth, cell proliferation is a key func-
tion for the development of adult tissues (5,6); later on, it
is crucial in fundamental life processes such as cell differ-
entiation and apoptosis, and other relevant biologic mech-
anisms related to cell development, tissue maintenance,
regeneration, and repair (6–11). Within the hematopoietic
system, deregulation of the cell cycle has been associated
with bone marrow (BM) failure (12–14) and prognosis of
several hematological malignancies such as acute myelo-
blastic leukemia (AML) and multiple myeloma, among
others (15,16). Despite this, a careful analysis of the litera-
ture shows that limited information has been reported
(17) about the proliferation activity and cell-cycle distribu-
tion of different compartments of BM cells defined accord-
ing to their lineage and maturation stage in normal versus
cytopenia-associated reactive BM samples.

Flow cytometry immunophenotyping provides a
unique tool to assess the distribution of different lineage-
and maturation-associated cell compartments in normal
versus reactive BM (18,19). At the same time, the prolif-
eration index (PI) of each cellular compartment may be
determined in primary samples using supravital DNA
dyes such as DRAQ5, in combination with multiple cell
surface stainings (20,21). Although such approaches
have been applied to the analysis of the PI of normal
versus neoplastic B-cells, (17), to the best of our knowl-
edge, no study has been reported so far in which this
has been assessed for other BM cell populations in nor-
mal versus cytopenia-associated reactive BM samples.

In the present study, we used a three-color flow
cytometry approach to investigate the cell-cycle distribu-
tion of different BM cell compartments—CD34þ hemato-
poietic progenitor and precursor cells (HPC), maturing
neutrophils and monocytic cells, mature lymphocytes,
eosinophils, and nucleated red blood cell precursors
(NRBC)—in normal (n ¼ 47) versus cytopenia-associated
reactive (n ¼ 47) BM samples, as a frame of reference
for the evaluation of cell-cycle alterations in dysplastic
BM samples from patients with malignant myeloid disor-
ders—for example, myelodysplastic syndromes (MDS),
AML, or myeloproliferative neoplasms.

MATERIALS AND METHODS

BM Samples

A total of 94 freshly obtained, EDTA-anticoagulated
normal (n ¼ 47) and reactive (n ¼ 47) BM samples
from an identical number of individuals (46 men and 48
women; mean age of 67 years, ranging from 47 to 79
years) were collected at the University Hospital of Sala-
manca (Spain). Normal BM samples were obtained from
healthy volunteer donors and during routine surgical
procedures from individuals undergoing orthopaedic sur-
gery—both groups of subjects had normal blood cell
counts—while reactive samples corresponded to
patients with iron and/or vitamin B12/folic acid defi-
ciency associated with anemia and other toxic (e.g.,

drug-induced) or reactive (e.g., idiopathic) cytopenias,
including infection-associated leukopenias. None of the
reactive samples showed clonal hematopoiesis, based on
the absence of cytogenetic abnormalities, as assessed by
fluorescence in situ hybridization (FISH) and/or a poly-
clonal pattern of inactivation of chromosome X, as spe-
cifically evaluated in females by the human androgen
receptor assay (HUMARA) test. All BM samples were
obtained after informed consent was given by each sub-
ject according to the recommendations of the local
Ethics Committee, and samples were systematically stud-
ied within the first 18 h after they were obtained.

Cell-Cycle Analysis

Analysis of the distribution of different compartments
of BM cells along the G0/G1, S, and G2/M cell cycle phases
was performed immediately after samples were obtained
using triple-stainings for nuclear DNA and two cell surface
antigens. Briefly, EDTA-anticoagulated whole BM sam-
ples—cell concentration adjusted with phosphate buf-
fered saline (PBS; pH ¼ 7.4) to 106 cells in 100 ll/tube—
were incubated in two separate aliquots for 10 min in the
dark at room temperature (RT) with saturating amounts
(10 ll of each reagent) of the following combinations of
fluorescein isothiocyanate-/phycoerythrin-conjugated
monoclonal antibodies purchased from Becton Dickinson
Biosciences (BDB; San Jose, CA): CD45/CD34, CD11b/
CD13. Once the incubation period was completed, 2 ml
of FACS lysing solution (BDB) diluted 1/10 (vol/vol) in dis-
tilled water was added to each tube and another incuba-
tion performed for 5 min in the dark (RT). Afterward,
cells were washed with 2 ml of PBS and the cell pellet
resuspended in 0.5 ml PBS. Then, 3 ll of DRAQ5TM (Vitro
SA, Madrid, Spain) was added to each tube, and another
incubation was performed for 10 min in the dark at RT.
Immediately after this incubation, sample aliquots were
measured in a FACSCanto IITM flow cytometer (BDB)
using the FACSDiva software program (BDB). For each
sample aliquot, information about >1 � 105 cells corre-
sponding to the whole BM cellularity was measured and
stored; for each cell population, information on >1 � 103

cells was collected for cell-cycle analysis purposes. For
data analysis, the INFINICYTTM software program (Cytog-
nos SL, Salamanca, Spain) was used. The overall percent-
age of proliferating cells, including those cells within the
S plus G2/M cell-cycle phases, was identified as those cells
showing a brighter staining of DRAQ5 than those
included in the G0/G1 peak (Fig. 1A) (17,20).

For each sample, the following cell populations were
identified after excluding dead cells and cell doublets in
a sideward light scatter (SSC) versus DRAQ5-fluores-
cence area and a DRAQ5-fluorescence area versus
DRAQ5-fluorescence width bivariate dot plot (Fig. 1A):
total CD34þ HPC (CD45lo/CD34þ events), (22) CD34þ

myeloid HPC (SSCint/CD34þ), CD34þ lymphoid HPC
(SSClo/CD34þ cells), nucleated red cell precursors
(SSClo/very-lo/CD45� events), monocytic cells (SSCint/
CD45int/hi/CD11bhi/CD13hi cells), eosinophils (SSChi/
autofluorescent cells), mature lymphocytes (CD45hi/
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FIG. 1. Representative bivariate dot plots of a normal bone marrow (BM) sample, illustrating the gating strategy used for the immunophenotypic
identification of the different populations of BM cells analyzed (excluding neutrophils and mature lymphocytes) (rows B–E) and the analysis of their
cell-cycle distribution according to their DNA cell content (right column); S þ G2/M phase cells within each BM cell population are depicted in
black. Panel A depicts the strategy used to discard dead cells and doublets. [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at
wileyonlinelibrary.com.]
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SSClo), and maturing neutrophils (CD45lo/SSCint/hi); in
addition, these later cells (neutrophils) were further sub-
divided into four maturation-associated cells subsets:
CD13hi/CD11b�, CD13lo/int/CD11b�, CD13lo/int/CD11bþ,
and CD13hi/CD11bþ maturing neutrophils (Fig. 2) (19).
The specific immunophenotypic characteristics of
mature lymphocytes were taken as a standard to define
the relative position of the different compartments of BM
precursors in a CD45 versus SSC bivariate dot plot. For
each of the above-listed cell populations, the distribution

along the G0/G1, S, and G2/M cell-cycle phases was calcu-
lated as previously described (Figs. 1B–1E and 2C–2F)
(15). Mean coefficient of variation for the G0/G1 peak of
the different cell populations was of 6.3% � 1.5%.

Conventional Karyotyping, FISH, and HUMARA Studies

Cytogenetic analysis of BM samples was performed
according to standard procedures (23) and interpreted
using the International System for Cytogenetic Nomencla-
ture criteria (24). In addition, double-staining interphase

FIG. 2. Bivariate SSC versus CD45 and CD13 versus CD11b dot plot histograms of a normal bone marrow (BM) sample depicting the population of
gated CD34� maturing neutrophils (panel A) and their different maturation stages—stage I, CD13hi/CD11b�; stage II, CD13lo/int/CD11b�; stage III,
CD13lo/int/CD11bþ, and; stage IV, CD13hi/CD11bþ (panel B). In panels C–F, the analysis of the proliferation index (PI) of the different maturation-
associated compartments of BM neutrophils defined in panel B is displayed (black dots correspond to S þ G2/M phase maturing neutrophils).
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fluorescence in situ hybridization (iFISH) studies were
systematically performed on each BM sample, as previ-
ously reported, (25) with the following chromosome
probes (all purchased from Vysis, Downers Grove, IL) for
the detection of the most frequent recurrent abnormal-
ities in patients with MDS: (1) LSI D5S23, D5S71 Spec-
trum Green (SG)/LSI EGFR Spectrum Orange (SO) probe
combination for chromosome 5; (2) LSI D7S486 (7q31)
SO/CEP 7 SG probes for chromosome 7; (3) CEP 8
(D8Z2) SO/CEP Y (DYZ1) SG probes for chromosomes 8
and Y, respectively; and (4) LSI D20S108 (20q12) SO
probe for chromosome 20. Because the iFISH-searched
chromosomal alterations are only present in between 35
and 50% of all MDS cases, investigation of the pattern of
inactivation of a chromosome X (HUMARA assay) was an-
alyzed in parallel in FACS-purified BM cell populations
(FACSARIA, BDB) (purity � 97%) from female individuals,
including maturing neutrophils, monocytic cells, NRBC,
CD34þ HPC, and mature lymphocytes (identified as
described earlier) as described elsewhere (26). Detection
of clonality through the HUMARA test is based on the
pattern of inactivation of chromosome X in cells from
individuals having two X chromosomes.

Statistical Methods

For all variables under study, their mean values and
standard deviation, median, and range were calculated
using the SPSS software (SPSS 10.0, Chicago, IL). For
continuous variables, the Student’s t test (parametric
data) and either the Mann–Whitney U or the Kruskal–
Wallis tests (nonparametric data) were used in order to
investigate the statistical significance of the differences
observed among two or more groups, respectively.
P values < 0.05 were considered to be associated with
statistical significance.

RESULTS

An overall similar distribution of the different com-
partments of cells investigated was found in normal ver-
sus reactive BM samples (P � 0.05, Table 1). Despite
this, detailed analysis of maturing neutrophils showed a
significant increase of more immature CD13lo/int/
CD11bþ cells (the phenotypic counterpart of myelo-
cytes and metamyelocytes) in reactive versus normal BM
(P ¼ 0.004) (Table 1). In turn, a similar (P > 0.05) over-
all PI was also found in normal (7% � 3.6%) versus reac-
tive BM (7.4% � 3.6%). In addition, no significant
differences were found between both groups of BM sam-
ples as regards the percentage of S þ G2 � M phase
cells among the different BM cell compartments investi-
gated, except for the nonlymphoid CD34þ HPC and
monocytic cells, which displayed significantly lower per-
centage of S þ G2 � M cells in reactive (P ¼ 0.02) and
normal (P � 0.03) BM samples, respectively. Notewor-
thy, NRBC precursors (PI of 28.6% � 5% vs. 27% � 6%;
P > 0.05) followed by the nonlymphoid CD34þ HPC
(17% � 5% vs. 14% � 5%; P < 0.03) displayed signifi-
cantly higher (P < 0.001) percentages of S þ G2 � M

cells versus all other BM cell compartments (Table 2) in
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both normal and reactive BM, respectively. Conversely,
intermediate PI was found for the overall population of
maturing neutrophils (5% � 2.5% vs. 6% � 3%; P >
0.05), monocytic cells (4.6% � 4.5% vs. 6% � 3%; P ¼
0.03), and eosinophils (4% � 4% vs. 5% � 3%; P > 0.05)
in normal versus reactive BM, respectively; by contrast,
mature lymphocytes systematically corresponded to rest-
ing cells and showed no S þ G2 � M cells (PI ¼ 0.0% �
0.0%; P > 0.05; Table 2).

Detailed analysis of the different maturation-associated
compartments of neutrophil lineage cells, defined by the
pattern of expression of CD11b and CD13 (Fig. 2) (27),
revealed that CD13hi/CD11b� (e.g., mainly correspond-
ing to myeloblasts) and CD13lo/int/CD11b� (e.g., pro-
myelocytes) precursors were those neutrophil-lineage
subsets with the highest PI in both normal (22% � 5%
and 21% � 5%, respectively; P > 0.05) and reactive BM
(20% � 6% and 21% � 5%, respectively; P > 0.05)
(Table 3). Conversely, the more mature compartments of
CD13lo/int/CD11bþ myelocytes and metamyelocytes and
CD13hi/CD11bþ bands/mature neutrophils showed sig-
nificantly lower (P < 0.001) percentages of S þ G2 � M

cells in both groups of BM samples (Table 3). Interest-
ingly, however, the more mature bands/neutrophils
(CD13hi/CD11bþ cells) displayed a greater PI (P ¼ 0.03)
in reactive (0.9% � 0.8%) versus normal (0.6% � 0.5%)
BM, in association with increased overall proportion of
CD13lo/int/CD11bþ cells (Tables 1 and 3).

DISCUSSION

Assessment of the distribution of hematopoietic cells
within a specific cell subset along the G0/G1 versus S

plus G2/M cell-cycle phases provides relevant informa-
tion to monitor growth of normal and leukemic cells
(20). Previous studies have shown that the PI of tumor
cells is of prognostic value in patients with acute lym-
phoblastic leukemia, multiple myeloma, B-cell chronic
lymphoproliferative disorders, and AML (16,17,28–30).
Despite this, a comparison of the PI of distinct BM cell
populations in normal versus reactive BM has not been
previously reported.

In the present work, we used DRAQ5 to analyze the
PI of different BM hematopoietic cell compartments in a
relatively large series of normal versus cytopenia-associ-
ated reactive BM, as a frame of reference for the defini-
tion of altered PI in MDS patients. To discard or include
subjects in the reactive BM cohort, we assessed the
methylation patterns of the androgen-receptor gene
(HUMARA), which has been widely used to determine
clonality of cell populations in different types of neo-
plastic cells (31). Overall, our results confirm and
expand on previous observations, (17) which show that
among the different compartments of normal BM cells,
NRBC, and CD34þ HPC are those cell populations con-
taining the highest number of proliferating cells, while
normal mature lymphocytes are typically resting, nondi-
viding cells (17). Interestingly, very similar results were
obtained in our and other reports although a slight devi-
ation of PI values in some normal BM cell compartments
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was observed with respect to those reported by Primo
et al. (17), which might derive from the low number of
cases analyzed in this latter study. In addition, we
extend on previous observations by showing similar PI
profiles in normal versus cytopenia-associated reactive
BM. Noteworthy, monocytic cells and maturing neutro-
phils showed intermediate PI in both normal and reac-
tive BM but with higher PI among monocytic cells from
reactive versus normal BM. Moreover, despite the overall
similar PI of maturing neutrophils in normal versus reac-
tive BM, a more detailed analysis of the different matura-
tion-associated compartments of BM neutrophils also
shows a greater PI for the more mature cell compart-
ments. Altogether, our results suggest that a slight shift of
proliferation from the early precursors to the more mature
granulomonocytic compartment occurs in reactive BM,
which could reflect an attempt of the hematopoietic sys-
tem to rapidly produce functional neutrophils and mono-
cytes, at the expense of a lower expansion of the minor
compartments of CD34þ HPC. Similarly, such attempt for
myeloid expansion has been recently reported by our
group to be frequently observed in low-risk MDS in which
production of neutrophil lineage cells is essential to coun-
teract the peripheral cytopenias (18,19).

In summary, these results show that in reactive BM,
the proliferative index of most BM cell lineages remains
unaltered when compared with normal BM, except for a
slightly increased PI among monocytic cells and the
more mature neutrophil precursors, at the expense of a
lower proliferative activity of CD34þ HPC. Therefore, an
altered PI of specific BM cell populations with respect
to those values here reported might contribute (in com-
bination with other phenotypic alterations) to a better
diagnostic characterization and classification of clonal
myeloid disorders (e.g., MDS) versus reactive BM. Fur-
ther studies focused on the PI of BM cells from subjects
with clonal hematological malignancies at different
stages of the disease are necessary to determine the
potential utility of cell-cycle studies in the diagnostic
and prognostic evaluation of these diseases.
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ARTÍCULO 2: 

“El índice de proliferación de algunos compartimientos celulares de médula ósea de pacientes 

con síndrome mielodisplásico se asocia con el subtipo diagnóstico y la evolución de la enfermedad.” 

Objetivos. Los SMD constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades clonales de la célula stem 

hematopoyética, caracterizados por la presencia de displasia morfológica y citopenias periféricas, a pesar 

de que con frecuencia se observa una celularidad medular incrementada. Estos hallazgos reflejan una 

hematopoyesis ineficaz asociada a un incremento de la apoptosis intramedular y a distintos bloqueos 

madurativos. Pese a que la capacidad de diferenciación celular está íntimamente relacionada con la 

capacidad de proliferación, los estudios en los que se investiga la posible existencia de alteraciones en el 

índice de proliferación celular de los distintos compartimentos hematopoyéticos de MO de pacientes con 

SMD, y su posible relevancia en el desarrollo y evolución de la enfermedad, siguen siendo relativamente 

limitados. En este trabajo analizamos la posible existencia de alteraciones en la tasa proliferativa de 

distintas poblaciones celulares hematopoyéticas de MO de pacientes con SMD y LMA, respecto a los mismos 

compartimientos celulares de MO normal y reactiva, empleando citometría de flujo. 

Materiales y métodos. En conjunto analizamos 106 muestras de MO de pacientes con SMD y 30 

pacientes con LMA, que fueron comparadas con un grupo control de 94 muestras de MO normal y reactiva 

(sin evidencia de clonalidad por FISH y/o HUMARA). El estudio del ciclo celular se realizó mediante 

citometría de flujo sobre precursores CD34+, precursores de línea de granulocito neutrófilo, eosinófilo, 

basófilo y monocito y células nucleadas de línea eritroide. En todos los casos, para cada una de estas 

poblaciones celulares se analizó su índice de proliferación mediante el uso combinado del fluorocromo 

DRAQ5 (para el análisis de su distribución a lo largo de las distintas fases del ciclo celular), y de marcadores 

fenotípicos concretos para la identificación específica de cada una de las poblaciones celulares 

hematopoyéticas anteriormente mencionadas.  

Resultados. Nuestros resultados mostraron la existencia de un incremento global del índice de 

proliferación de las células hematopoyéticas de médula ósea de pacientes con SMD, con respecto a MO 

normal/reactiva. Además, el índice de proliferación celular de MO de pacientes con SMD de bajo riesgo 
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difería significativamente del observado entre los SMD de alto riesgo. Así, los SMD de bajo riesgo mostraron 

un aumento del índice proliferativo de los precursores CD34+ no linfoides y de los precursores de las líneas 

de granulocito neutrófilo y eritroide. Por el contrario, los SMD de alto riesgo y las LMA mostraron índices 

de proliferación progresivamente menores para estas poblaciones celulares, inferiores incluso a los 

observados en MO normal/reactiva. Merece destacar que el descenso de la proliferación celular por debajo 

de niveles normales entre los precursores CD34+ no linfoides y/o los precursores de línea eritroide, se 

asoció a características adversas de la enfermedad, una supervivencia global significativamente más corta 

y un mayor riesgo de transformación a leucemia aguda, tanto cuando consideramos la serie global de 

pacientes con SMD, como al analizar de forma separada los SMD de bajo riesgo y los SMD de alto riesgo. 

Finalmente, cabe señalar que, en la serie de pacientes analizados, el índice de proliferación de la línea 

eritroide constituía el factor pronóstico independiente con mayor valor predictivo en cuanto a la 

supervivencia global de los pacientes con SMD, y a su riesgo de transformación a leucemia aguda.  

Conclusiones. Nuestros hallazgos sugieren que el estudio del índice de proliferación celular de la línea 

eritroide (y potencialmente también el de otros compartimientos celulares de médula ósea como los 

precursores hematopoyéticos CD34+) podría contribuir a una mejor estratificación pronóstica de los SMD.  
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Abstract

Myelodysplastic syndromes (MDS) are clonal stem cell disorders which frequently show a hypercellular dysplastic bone
marrow (BM) associated with inefficient hematopoiesis and peripheral cytopenias due to increased apoptosis and
maturation blockades. Currently, little is known about the role of cell proliferation in compensating for the BM failure
syndrome and in determining patient outcome. Here, we analyzed the proliferation index (PI) of different compartments of
BM hematopoietic cells in 106 MDS patients compared to both normal/reactive BM (n = 94) and acute myeloid leukemia
(AML; n = 30 cases) using multiparameter flow cytometry. Our results show abnormally increased overall BM proliferation
profiles in MDS which significantly differ between early/low-risk and advanced/high-risk cases. Early/low-risk patients
showed increased proliferation of non-lymphoid CD34+ precursors, maturing neutrophils and nucleated red blood cells
(NRBC), while the PI of these compartments of BM precursors progressively fell below normal values towards AML levels in
advanced/high-risk MDS. Decreased proliferation of non-lymphoid CD34+ and NRBC precursors was significantly associated
with adverse disease features, shorter overall survival (OS) and transformation to AML, both in the whole series and when
low- and high-risk MDS patients were separately considered, the PI of NRBC emerging as the most powerful independent
predictor for OS and progression to AML. In conclusion, assessment of the PI of NRBC, and potentially also of other
compartments of BM precursors (e.g.: myeloid CD34+ HPC), could significantly contribute to a better management of MDS.
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Introduction

Myelodysplastic syndromes (MDS) are heterogeneous clonal

stem cell disorders characterized by dysplastic hematopoiesis

leading to bone marrow (BM) failure and an increased risk of

transformation into acute myeloid leukemia (AML). Typically, the

disease is associated with impaired maturation and defective

production of myeloid cells, which translates into dysplastic

features, cytopenias and a remarkable negative impact on patient

survival [1]. Current prognostic stratification of MDS is mainly

based on the percentage of BM blast cells, the number of

cytopenias and cytogenetics [2], together with hemoglobin levels

and/or other more dynamic variables (e.g.: transfusion depen-

dency) [1,3]. However, currently used prognostic models based on

these variables remain relatively limited, particularly for predicting

the outcome of low risk MDS. Consequently, the search for

additional prognostic factors allowing for more precise prognostic

stratification and treatment selection of these patients remains a

challenge. Other parameters such as a poor performance status

together with an older age, leukocytosis, increased LDH serum

levels and the number and severity of comorbidities [4,5] have also

been associated with a poor outcome in low-risk MDS, but their

contribution to the prognostic models proposed so far still shows

important limitations, as discussed elsewhere [6,7].

The proliferation index (PI) of specific compartments of BM

cells is a dynamic parameter that reflects the ongoing rate of

production of hematopoietic cells in MDS, which can be easily

assessed at any time during the course of the disease [8]. In

addition, the PI is also directly related to the maturation-associated

alterations of distinct subtypes of hematopoietic cells in individual
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patients [8]. In this regard, early studies already showed epigenetic

repression of specific genes involved in the cell cycle and decreased

numbers of S-phase cells in association with BM failure among

advanced MDS and AML patients [9,10,11,12,13,14], suggesting

that assessment of the PI of BM cells in MDS may be of potential

relevance for prognostic stratification and monitoring of the

disease [15]. Despite this, information currently available about

the PI of BM cells in MDS remains very limited and controversial,

preliminary data in the literature suggesting that disease progres-

sion could be associated with both proliferation arrest and

enhanced expansion of clonal cells [9,14,16,17,18]. However,

careful analysis of these studies shows that many of them have

focused on the assessment of the proliferation rate of the overall

BM cellularity, which largely depends on the relative composition

of the sample in distinct cell compartments; moreover, these

studies are restricted to the analysis of a few BM cell compartments

in relatively small and unstratified cohorts of MDS patients,

without investigating its potential impact on the outcome of the

disease [9,11,19].

In this study, we analyzed for the first time the cell cycle

distribution of different compartments of BM hematopoietic cells –

e.g.: CD34+ hematopoietic progenitor and precursor cells,

maturing neutrophils and monocytic cells, mature lymphocytes,

eosinophils and nucleated red blood cell precursors (NRBC)- in a

relatively large cohort of 230 BM samples including 106 MDS

patients, 30 AML and 94 normal/reactive BM samples. Overall,

our results show altered BM proliferation profiles in MDS, which

significantly differ in early/low-risk vs. advanced/high-risk sub-

types of the disease: increased proliferation of myeloid CD34+

precursors, maturing neutrophils and NRBC in early phases of the

disease, and progressively decreased PI in advanced MDS and

AML. Noteworthy, a higher PI of non-lymphoid CD34+ cells and

NRBC were both associated with a significantly longer overall

survival (OS) and decreased risk of AML transformation, even

among patients within the low and intermediate-1 IPSS risk

categories, the PI of NRBC emerging as the most powerful

prognostic factor for both OS and progression-free survival in

MDS, independently of the haemoglobin levels and other classical

prognostic variables.

Materials and Methods

Bone Marrow Samples
A total of 136 untreated patients (78 men and 58 women; mean

age of 73 years, ranging from 38 to 87 years) with newly diagnosed

MDS (n = 106) and AML not otherwise specified (NOS; n = 30),

were included in the present study. According to the World Health

Organization (WHO) criteria [20], MDS patients were classified

as follows: RA, 7 patients; RA with ringed sideroblasts (-RS), 3;

RCMD, 31; RCMD-RS, 7; RAEB-1, 20; RAEB-2, 30; myelo-

dysplastic/myeloproliferative neoplasms (MD/MPN), 8 cases.

According to the International Prognostic Scoring System (IPSS)

[2], 25% of cases were classified as low-risk MDS, 41% as

intermediate-1, 18% as intermediate-2 and 16% as high-risk

MDS. Distribution of AML NOS cases, according to the WHO

2008 was as follows: AML with minimal differentiation, 3 patients;

AML without maturation, 4; AML with maturation, 8; AML with

myelodysplasia-related changes, 6; AML with myelomonocytic/

monocytic maturation, 5. The other 4 cases were classified as

mixed phenotype AL (T/myeloid, NOS). For multiparameter flow

cytometry immunophenotypic studies, EDTA-anticoagulated BM

samples were obtained at diagnosis from all MDS and AML cases.

Moreover, an additional validation cohort of 11 MDS patients was

analyzed both at diagnosis and at the last follow-up BM (mean

follow-up time of 1169 months; range: 4 to 36 months). Five of

these 11 patients (RCMD, 3; RAEB-1, 1; RAEB-2, 1) had the

same WHO diagnostic subtype at diagnosis and follow-up, while 4

(RCMD, 2; RAEB-1, 1; RAEB-2, 1) presented with more

advanced disease than at diagnosis (AML, RAEB-1, AML and

AML respectively). The remaining two patients (RCMD, 1;

RAEB-1, 1) were studied both at diagnosis and after treatment

when they had achieved morphological and cytogenetic remission

at the time of follow-up.

In parallel, 94 freshly obtained EDTA-anticoagulated normal

(n = 47) and reactive (n = 47) BM samples from an identical

Table 1. Proliferation index (percentage of S+G2M cells) of different BM cell compartments in MDS vs. both AML and normal/
reactive BM.

BM cell compartment Proliferation index of BM cell populations

Normal/reactive BM
(N = 94) P-value{ MDS (N = 106) P-value¥ AML (N = 30) P-value*

Whole BM 7% (1–17.5%) ,0.001 9% (2–27%) 0.008 7% (0.3–17%) NS

Non-lymphoid CD34+ precursors 15% (6–28%) 0.05 13% (0.6–36%) ,0.001 6% (0.07–19%) ,0.001

Maturing neutrophils 5% (0.5–12%) ,0.001 7% (2–26%) NS 7% (0.3–17%) 0.02

CD13hi/CD11b2 cells 21% (4–37%) 0.01 19% (6–51%) NS 17.5% (2–54%) NS

CD13lo/int/CD11b2 cells 21% (12–36%) NS 21% (5–46%) NS 17% (3–41%) NS

CD13lo/int/CD11b+ cells 4 (0.8–12%) 0.002 5% (1–23%) NS 7% (1–43%) 0.001

CD13hi/CD11b+ cells 0.5% (0.1–4%) ,0.001 2% (0.3–12%) 0.007 2% (0.2–36%) ,0.001

Monocytic cells 4.5% (0.1–21%) NS 4% (0–16%) NS 7% (0–10%) NS

Nucleated red blood cell precursors 28% (11–45%) NS 26% (2–48%) 0.01 21% (2–37%) ,0.001

Eosinophils 4% (0–13%) 0.01 7% (0–21%) NS 5.5% (1.5–16%) NS

Results expressed as median percentage of S+G2/M cells and range between brackets. AML, acute myeloid leukemia; MDS, myelodysplastic syndrome; BM, bone
marrow; NS, statistically not significantly different;
{, MDS vs. normal/reactive BM;
¥, MDS vs. AML;
*, AML vs. normal/reactive BM.
doi:10.1371/journal.pone.0044321.t001

Proliferation Index in Myelodysplastic Syndromes
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number of individuals (46 men and 48 women; mean age of 67

years; range, 47 to 79 years) were collected at the University

Hospital of Salamanca (Spain). Normal BM samples were

obtained from healthy donors and individuals undergoing

orthopedic surgery, while reactive samples corresponded to

patients with carential and megaloblastic anemias and other toxic

(e.g.: drug-induced) or reactive cytopenias, including infection-

associated leukopenias. None of the reactive samples showed

clonal hematopoiesis, based on the absence of cytogenetic

abnormalities –e.g., trisomy 8, 27/7q2, 25/5q2, del(20q) or

2Y- as assessed by fluorescence in situ hybridization (FISH) and/

or a polyclonal pattern of inactivation of chromosome X in

females, evaluated by the human androgen receptor assay

(HUMARA) in FACS-purified ($97% purity) maturing neutro-

phils, monocytic cells, NRBC, CD34+ hematopoietic progenitor

and precursor cells (HPC) and mature lymphocytes.

All BM samples were systematically studied within the first 18

hours after they were drawn, after written informed consent was

given by each subject according to the recommendations of the

local Ethics Committee -Comisión de Bioética of Centro de

Investigación del Cáncer-IBMCC (USAL-CSIC)-, which ap-

proved the study, and to the principles expressed in the

Declaration of Helsinki.

Cell Cycle Analyses
Analysis of the distribution of different compartments of BM

cells along the G0/G1 and S plus G2/M cell cycle phases (PI) was

performed immediately after samples were obtained using triple-

stainings for nuclear DNA and two cell surface markers. Briefly,

whole BM samples –cell concentration adjusted with phosphate

buffered saline containing 0.5% bovine serum albumin (PBS/BSA;

pH = 7.4) to 106 cells in 100 mL/tube- were incubated in two

separate aliquots for 10 min in the dark at room temperature (RT)

with saturating amounts of the following combinations of

fluorescein isothiocyanate (FITC)2/phycoerythrin (PE)-conjugat-

ed monoclonal antibodies (MAb) purchased from Becton Dick-

inson Biosciences (BD, San Jose, CA, USA): CD45/CD34 and

CD11b/CD13. In order to control for unspecific binding of

antibodies mature lymphocytes and neutrophils were used as an

internal reference. [21] After lysing non-NRBC, nucleated cells

Table 2. Proliferation index (percentage of S+G2M cells) of different compartments of bone marrow (BM) cells in MDS patients
grouped according to the World Health Organization (WHO) classification and the International Prognostic Scoring System (IPSS).

BM cell compartment Proliferation index of BM cell populations

WHO Subtype (n = 106)

RA (N = 10) RCMD (N = 38) RAEB-1 (N = 20) RAEB-2 (N = 30) MD/MPN (N = 8) P-value

Whole BM 13%{{ (6–27%) 9%{{ (2–21%) 9.5%{{ (3–22%) 8% (3–21%) 9.5%{ (4–14%) 0.01

Non-lymphoid CD34+ precursors 21%{{ (8–36) 17% (3–28%) 13.5% (2–30%) 7%{{ (0.6–24%) 18% (4–26%) ,0.001

Maturing neutrophils 8%{{ (6–26%) 6% (2–13%) 7%{{ (2–18%) 7%{{ (2–17%) 9%{{ (4–11%) 0.001

CD13hi/CD11b2 cells 21% (19–51%) 19% (7–35%) 18%{ (9–35%) 15%{{ (6–33%) 25% (15–30%) 0.001

CD13lo/int/CD11b2 cells 27%{ (15–46%) 23% (5–35%) 21% (10–39%) 14.5%{{ (6.5–30%) 22% (10–29%) 0.003

CD13lo/int/CD11b+ cells 8%{{ (3–12%) 5%{{ (0.6–14%) 4% (2–14%) 3.5% (0.6–23%) 9%{{ (3–11%) 0.03

CD13hi/CD11b+ cells 1%{{ (0.4–12%) 1%{{ (0.3–7%) 2%{{ (0.3–12%) 2.5%{{ (0.3–7%) 2%{{ (1–3%) ,0.001

Monocytic cells 5% (1.4–9%) 5.5% (0–16%) 1%{{ (0–11%) 2.7%{ (0–6%) 6% (2–13%) 0.05

Nucleated red blood cell
precursors

31% (24–48%) 28.5% (2–44%) 27% (12–42%) 18%{{ (4.5–42%) 29% (16–40%) 0.001

Eosinophils 3% (1–12%) 7% (0–21%) 5.5% (2–17%) 4% (0–14%) 4.5% (0–16%) NS

BM cell compartment IPSS category (n = 85)

Low risk (N = 21) INT-1 (N = 35) INT-2 (N = 15) High risk (N = 14) P-value

Whole BM 9%{{ (5–27%) 8% (2–22.5%) 11%{{ (3.5–21%) 8% (3–12.5%) 0.007

Non-lymphoid CD34+ precursors 22.5%{{ (4–36%) 13% (2–30%) 12%{{ (0.6–24%) 7%{{ (1–11%) ,0.001

Maturing neutrophils 8%{{ (3–26%) 6% (2–14%) 6.5%{ (2.5–18%) 7%{{ (3.5–12%) 0.005

CD13hi/CD11b2 cells 25% (7–51%) 18%{{ (6–35%) 18%{{ (6–29%) 13%{{ (8–25%) 0.001

CD13lo/int/CD11b2 cells 25%{{ (10–46%) 21% (5–39%) 17%{{ (7–27%) 15% (6.5–30%) 0.005

CD13lo/int/CD11b+ cells 7%{ (2–12%) 5%{{ (0.6–14%) 3.5% (1.5–15.5%) 4% (2–10%) NS

CD13hi/CD11b+ cells 1.5%{{ (0.3–12%) 1%{{ (0.3–7%) 2%{{ (0.3–12%) 3%{{ (0.3–7.5%) ,0.001

Monocytic cells 5% (0–13%) 2%{{ (0–11%) 6% (1–16%) 3.5% (0–5%) NS

Nucleated red blood cell
precursors

29% (16–48%) 28% (2–44%) 27%{ (4.5–39%) 18%{{ (7–42%) 0.007

Eosinophils 4.5% (1–12%) 6% (0–21%) 6% (0–14%) 4% (0–10%) NS

Results expressed as median percentage of S+G2 M cells and range between brackets. RA, refractory anemia; RCMD, refractory cytopenia with multilineage dysplasia;
RAEB, RA with excess of blasts; MD/MPN, myelodysplastic/myeloproliferative neoplasms; INT, intermediate risk; NS, statistically not significantly different.
{, p,0.05 and
{{, p,0.03 vs. normal/reactive BM.
doi:10.1371/journal.pone.0044321.t002

Proliferation Index in Myelodysplastic Syndromes
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were washed and resuspended in 0.5 mL PBS/BSA. Then, 3 ml of

DRAQ5TM (Vitro SA, Madrid, Spain) was added to each tube,

another incubation performed for 10 min in the dark (RT) and the

sample aliquots were immediately run in a FACSCanto IITM flow

cytometer (BDB) using the FACSDiva software program (BD). For

each sample aliquot, information about .16105 cells correspond-

ing to the whole BM cellularity was measured and stored. For data

analysis, the INFINICYTTM software program (Cytognos SL,

Salamanca, Spain) was used. The overall percentage of prolifer-

ating cells, including those cells within the S plus G2/M cell cycle

phases (PI), was defined as those cells showing a brighter staining

of DRAQ5 than those included in the G0/G1 peak, as described

elsewhere [22,23].

In every sample, the following cell populations were identified

after excluding dead cells and cell doublets in a sideward light

scatter (SSC) versus DRAQ5-fluorescence area and a DRAQ5-

fluorescence area versus DRAQ5-fluorescence width bivariate dot

plot, respectively: total CD34+ HPC (CD45lo CD34+ events),

CD34+ non-lymphoid (e.g.: myeloid) HPC (SSCint CD34+),

CD34+ lymphoid HPC (SSClo CD34+ cells), nucleated red cell

precursors (SSClo/very2lo CD452 events), monocytic cells (SSCint

CD45int/hi CD11bhi CD13hi cells), eosinophils (SSChi autofluor-

escent cells), mature lymphocytes (CD45hi SSClo) and maturing

neutrophils (CD45lo SSCint/hi); in addition, maturing neutrophils

were further subdivided into four maturation-associated cell

subsets, as previously described: [24] CD13hi CD11b2, CD13lo/

int CD11b2, CD13lo/int CD11b+ and CD13hi CD11b+ neutrophil

precursors. The specific immunophenotypic characteristics of

mature lymphocytes were taken as a standard to define the

relative position of the different compartments of BM precursors in

a CD45 versus SSC bivariate dot plot. For each of the above listed

cell populations, the distribution along the G0/G1 and S plus G2/M

cell cycle phases (proliferation index) was calculated, as described

above.

Conventional Karyotyping, Fluorescence in situ
Hybridization (FISH) and HUMARA Studies

Cytogenetic analysis of BM samples was performed according to

standard procedures [25] and interpreted using the International

System for Cytogenetic Nomenclature criteria [26]. In addition,

multicolor interphase FISH (iFISH) [27] was systematically

performed for the detection of the most frequent recurrent

cytogenetic abnormalities in MDS, using the following chromo-

somal probes (all purchased from Vysis Inc, Downers Grove, IL,

USA): 1) LSI D5S23, D5S71 Spectrum Green (SG)/LSI EGFR

Spectrum Orange (SO) probe combination for chromosome 5; 2)

LSI D7S486 (7q31) SO/CEP 7 SG probes for chromosome 7; 3)

CEP 8 (D8Z2) SO/CEP Y (DYZ1) SG probes for chromosomes 8

and Y, respectively, and; 4) LSI D20S108 (20q12) SO probe for

chromosome 20. Investigation of the pattern of inactivation of

chromosome X was analyzed in FACS-purified (FACSAria, BDB)

(purity$97%) maturing neutrophils, monocytic cells, NRBC,

CD34+ HPC and mature lymphocytes, as previously reported.

[28].

Statistical Methods
For continuous variables, mean values and standard deviation

(SD), median and range were calculated using the SPSS software

(SPSS 10.0, Chicago, IL); for categorical variables, frequencies

were used (SPSS software). Parametric vs. non-parametric data

distribution was assessed by the Kolmogorov-Smirnov (K-S) test.

For categorical and continuous variables, comparisons between

two or more groups were made using the x2, and either the

Student T (for parametric data) or the Mann-Whitney U and the

Kruskal-Wallis tests (for non-parametric data), respectively.

Receiver operating characteristic (ROC) curves were applied for

the definition of PI cut-off values for association with e.g.

cytopenias and survival. Survival curves were plotted according

to the method of Kaplan and Meier [29] and compared by the log-

Table 3. Proliferation index (percentage of S+G2M cells) of different BM cell compartments in normal/reactive BM (n = 94) and
MDS patients (n = 106) with normal/favourable (n = 83) versus intermediate/poor (n = 23) cytogenetics.

Bone marrow cell subsets MDS

Normal/reactive bone marrow Normal/favourable cytogenetics Intermediate/poor cytogenetics

(n = 94) (n = 83) (n = 23)

Whole BM 7% (1–17.5%) 9%** (2–27%) 9%** (3–22%)

Non-lymphoid CD34+ precursors 15% (6–28%) 14% (0.6–36%) 8%**{{ (1–30%)

Maturing neutrophils 5% (0.5–12%) 7%** (2–26%) 6.5%** (3.5–18%)

CD13hi/CD11b2 cells 21% (4–37%) 19%* (6–51%) 18%** (7–50%)

CD13lo/int/CD11b2 cells 21% (12–36%) 22% (5–46%) 20% (6.5–41%)

CD13lo/int/CD11b+ cells 4% (0.8–12%) 5%** (0.6–16%) 4% (2–23%)

CD13hi/CD11b+ cells 0.5% (0.1–4%) 2%** (0.3–12%) 3%**{{ (0.4–12%)

Monocytic cells 4.5% (0.1–21%) 3.5% (0–11%) 2.5% (0–16%)

Nucleated red blood cell precursors 28% (11–45%) 28% (2–48%) 22%**{{ (4–39%)

Eosinophils 4% (0–13%) 6.5%** (0–21%) 5.5% (0–17%)

Mature lymphocytes 0.060.0% 0.060.0% 0.060.0%

Results expressed as median percentage of cells and range between brackets.
*, p,0.05 and
**, p,0.03 vs. normal/reactive BM; and;
{{, p,0.03 vs. normal/favourable karyotype. Normal/favourable cytogenetics includes cases with a normal karyotype, -Y, del(5q) or isolated del(7q); poor cytogenetics
includes cases with complex ($3 chromosomal abnormalities) karyotypes and alterations of chromosome 7, except isolated del(7q), and; intermediate cytogenetics:
other karyotypic abnormalities.
doi:10.1371/journal.pone.0044321.t003
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rank test. Based on those variables showing a significant effect on

overall survival in the univariate analysis, a multivariate Cox

proportional-hazards model was constructed with those parame-

ters showing independent predictive value; inclusion in the final

model was determined by a backward stepwise approach. P values

,0.05 were considered to be associated with statistical signif-

icance.

Results

Proliferation of Hematopoietic Cells in Normal/reactive
BM

We have recently shown that similar PI are found in normal vs.

reactive BM [8], as confirmed here (Table 1) for the overall BM

cellularity and the distinct compartments of maturing hematopoi-

etic cells, except for non-lymphoid (myeloid plus immature)

CD34+ HPC (1664% vs. 1465%, p = 0.01) and monocytic cells

(4.664.5% vs. 663.5%, p = 0.03). Therefore, from now on normal

and reactive BM samples will be considered together (n = 94) for

further evaluation of potential alterations in the PI of BM cells in

MDS.

Overall Proliferation of Hematopoietic Cells in MDS vs
Normal/reactive and AML BM

Overall, significantly increased numbers of S+G2 M phase cells

(PI) were detected in whole BM of MDS patients vs. controls

(median PI of 9% vs. 7%, p,0.001). Such increased proliferation

was due to increased PI of maturing neutrophils (p,0.001) at the

expense of the more mature CD11b+ granulocytes (p#0.002)

(Table 1). By contrast, both non-lymphoid CD34+ HPC and the

more immature CD13hi/CD11b2 neutrophil precursors showed

significantly lower PI in MDS vs. normal/reactive BM (p#0.05)

(Table 1).

In turn, AML NOS cases showed an overall BM proliferation

rate similar to normal/reactive BM, but significantly lower than

that of MDS (PI of 7% vs. 9%, respectively; p = 0.008) (Table 1). In

detail, AML showed a pronounced decrease of the PI of non-

lymphoid CD34+ cells (p,0.001) and NRBC (p#0.01) vs. both

normal/reactive BM and MDS. In turn, a marked increased

proliferation was detected in AML patients among the CD13lo/int/

CD11b+ and CD13hi/CD11b+ subsets of maturing neutrophils vs.

normal/reactive BM (p#0.001), the latter subset also showing an

increased PI vs. MDS (p = 0.007) (Table 1).

Proliferation of BM Cells in Different Diagnostic Subtypes
of MDS

Despite the increased overall BM proliferation detected in MDS

vs. both AML and normal/reactive BM, distinct proliferation

profiles were observed for the different BM cell compartments

among the diagnostic and prognostic subgroups of MDS (Table 2),

except for RA and RCMD patients with vs. without ring

sideroblasts; therefore, these two WHO subtypes of MDS were

grouped together.

Overall, the highest BM PI was observed among RA and low-

risk MDS patients (13% and 9% vs. 7%, p#0.006). Such increased

proliferation was associated with a greater PI of non-lymphoid

CD34+ precursors in both subgroups of early MDS patients

(p#0.006). However, the PI of these precursors showed a trend to

decline in high-risk MDS, reaching minimal proliferation values in

RAEB-2, intermediate-2, high-risk IPSS MDS and AML patients

(p#0.01 vs. normal BM, RA and low-risk MDS) (Table 2).

Similarly, despite a significantly enhanced proliferation of

maturing BM neutrophils was found in all diagnostic categories

of MDS but RCMD (p#0.01), as well as in AML (p#0.02), a

more detailed analysis of the neutrophil maturation stages

(Table 2), revealed again significantly different proliferation

profiles in early vs. advanced MDS/AML, particularly among

the more immature neutrophil precursors. Thus, all MDS

diagnostic categories showed a significantly increased PI for the

more mature CD13hi/CD11b+ and/or CD13lo/int/CD11b+ neu-

trophil subsets (p#0.04); by contrast, although a similarly

increased (p#0.03) or stable PI was detected among immature

CD11b2 neutrophil precursors from RA and low-risk IPSS MDS,

decreased PI (vs. normal/reactive BM) were found for these cells

(CD13hi/CD11b2 myeloblasts) in RAEB-1 and both intermedi-

ate-1- and high-risk IPSS MDS (p#0.04) as well as (CD13hi/

Table 4. Relationship between the degree of proliferation of non-lymphoid CD34+ and nucleated red blood cells from patients
with myelodysplastic syndromes (MDS) and other haematological and biochemical characteristics of the disease.

MDS patient subgroups PI of non-lymphoid CD34+ precursors PI of nucleated red blood cells

PI $10% PI ,10% P-value PI $24% PI ,24% P-value

N. of cytopenias ($2) (n = 84) 29/52 (56%) 27/32 (84%) 0.007 28/49 (57%) 28/35 (80%) 0.02

Anemia (,100 g haemoglobin/L) (n = 83) 28/52 (54%) 26/31 (84%) 0.006 26/49 (53%) 28/34 (82%) 0.006

Thrombocytopenia (,1006109 platelets/L)
(n = 84)

19/52 (36.5%) 22/32 (70%) 0.004 17/49 (35%) 24/35 (70%) 0.002

Leukopenia (,56109 leukocytes/L) (n = 84) 26/52 (50%) 18/32 (56%) NS 26/49 (53%) 18/35 (51%) NS

Increased LDH (.400 IU/L) (n = 72) 6/43 (14%) 13/29 (45%) 0.004 7/40 (18%) 12/32 (38%) 0.05

Neutropenia (,1.86109 neutrophils/L) (n = 64) 19/37 (52%) 18/27 (67%) NS 17/35 (48.5%) 20/29 (70%) NS

Transfusion dependency (n = 65) 16/40 (40%) 21/25 (84%) ,0.001 12/36 (33%) 25/29 (86%) ,0.001

Intermediate/poor cytogenetics (n = 98) 6/63 (10%) 16/35 (46%) ,0.001 9/60 (15%) 13/38 (34%) 0.02

Evolution to AL (n = 77) 6/48 (12%) 11/29 (38%) 0.009 5/46 (10%) 12/31 (40%) 0.004

Results expressed as number of cases from all MDS patients analyzed and percentage between brackets.
PI, proliferation index;
LDH, lactate dehydrogenase;
AL, acute leukemia;
NS, statistically not significantly different.
doi:10.1371/journal.pone.0044321.t004
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CD11b2 myeloblasts and CD13lo/int/CD11b2 promyelocytes) in

RAEB-2 and intermediate-2 IPSS MDS cases (p#0.02). Of note,

BM cells from MD/MPN patients showed proliferation patterns

similar to those of early/low-risk MDS cases, while in AML they

resembled those of advanced/high-risk MDS patients (Table 2).

In addition, altered proliferation patterns were also observed

among BM NRBC from both MDS and AML patients: the PI of

NRBC tended to increase in RA patients (p.0.05 vs. normal/

reactive BM) while it significantly declined in intermediate-2-

(p = 0.05), RAEB-2 (p,0.001), high-risk MDS (p,0.001), and in

AML (p,0.001) (Tables 1 and 2). In turn, the cell cycle

distribution of monocytic cells remained at normal/reactive levels

in early MDS and AML, while abnormally lower PI were observed

in RAEB-1, intermediate-1-risk and RAEB-2 patients (p#0.05 vs.

normal/reactive BM); conversely, a tendency towards increased

monocytic proliferation was detected in MD/MPN (p.0.05).

No significant differences were noted in the PI of other BM cell

compartments analyzed (e.g.: B-cell committed CD34+ precursors)

neither in MDS nor in AML; mature lymphocytes systematically

corresponded to resting cells in all groups analyzed.

Although variable results were observed for individual cases,

follow-up studies performed in a group of 11 MDS patients

showed a tendency towards decreased PI of non-lymphoid CD34+

cells –from 5% (0–17%) to 0.9% (0–14%); p = 0.06-, CD11b2

neutrophil precursors –from 30% (8–38%) to 16% (4–28%);

p = 0.02- and NRBC –from 28% (9–32%) to 19% (7–30%);

p = 0.05- vs. those found at diagnosis; such tendency was observed

not only among cases which showed more advanced disease but

also among cases which had the same WHO diagnosis after

follow-up (n = 5, data not shown). The only exception correspond-

ed to those two cases who achieved remission, in which the PI of

the different compartments of BM cells returned to normal BM

values: PI of non-lymphoid CD34+ cells, CD11b2 neutrophil

precursors and NRBC of 6% (3–9%), 11.5% (8–15%) and 19%

(13–25%) vs. 15% (14–16%), 32.5% (22–43%) and 27% (26–

28%), respectively.

Cell Cycle Distribution of BM Cells in Different
Cytogenetic Subgroups of MDS

MDS cases with normal/favourable karyotypes as well as cases

with isolated del(7q) showed similar proliferation profiles consisting

of an enhanced BM proliferation (p = 0.007) due to an increased

PI of the more mature neutrophils (p = 0.01) in the absence of

altered cell cycle profiles among non-lymphoid CD34+ and NRBC

precursors (Table 3). Conversely, patients with intermediate/poor

cytogenetics had decreased PI of non-lymphoid CD34+ and

NRBC vs. both normal/reactive BM (p#0.002) and MDS cases

with normal/favourable cytogenetics (p = 0.01) (Table 3).

Relationship between the PI of BM Cell Compartments in
MDS and other Features of the Disease

Upon grouping MDS patients according to the PI of BM cells

(Table 4), a clear association was observed between a lower PI of

non-lymphoid CD34+ precursors (PI: ,10% vs $10%) and other

relevant features of the disease such as anemia (p = 0.006),

thrombocytopenia (p = 0.004) and multiple ($2) cytopenias

(p = 0.007), transfusion dependency (p,0.001), increased serum

LDH (p = 0.004), intermediate/poor cytogenetics (p,0.001) and

transformation to acute leukemia (AL) (p = 0.009). Likewise, low

NRBC PI (,24% vs $24%) were also associated with a greater

frequency of $2 cytopenias (p = 0.02), anemia (p = 0.006),

thrombocytopenia (p = 0.002), transfusion dependency

(p,0.001), increased LDH (p = 0.05), intermediate/poor karyo-

types (p = 0.02) and transformation to AL (p = 0.004) (Table 4).

Interestingly, a low PI (,12.5% and ,11.7%) of non-lymphoid

CD34+ cells could predict with a great efficiency among MDS

cases for the presence of anemia and thrombocytopenia,

respectively (sensitivity of 63% and specificity of 80% in both

cases; p#0.02); likewise, a PI of NRBC ,24.5% also predicted for

anemia with a high specificity (sensitivity of 49%, specificity of

80%; p = 0.05), while a low PI of CD13hi/CD11b2 maturing

neutrophils efficiently identified patients with neutropenia (sensi-

tivity of 65%, specificity of 70%; p = 0.03).

Impact of Cell Proliferation on the Outcome of MDS
From the prognostic point of view, a significantly shorter

median overall survival (OS) was observed among MDS cases

which displayed lower percentages of proliferating non-lymphoid

CD34+ precursors (p = 0.005) and NRBC (p,0.001), thrombocy-

topenia (p,0.001), $2 cytopenias (p = 0.02), increased serum

LDH (p = 0.004), transfusion dependency (p = 0.01) and higher

IPSS and WPSS scores (p,0.001). In turn, a lower percentage of

proliferating non-lymphoid CD34+ precursors (p = 0.001) and

NRBC (p,0.001), together with the presence of thrombocytope-

nia (p = 0.001), $2 cytopenias (p = 0.01), transfusion dependency

(p = 0.04) and higher IPSS or WPSS scores (p#0.02), were also

associated with a greater risk of transformation to AL (Figure 1

and Table 5). Most interestingly, low- and intermediate-1 risk

MDS patients with abnormally lower PI of non-lymphoid CD34+

precursors and NRBC showed a significantly lower median OS -

16 vs 132 (p = 0.03) and 15 vs 132 months (p = 0.001), respectively-

and a higher risk of transformation to AL –median of 37 vs 135

(p = 0.005) and of 37 vs 135 months (p = 0.002), respectively-

(Figure 2). Meanwhile, intermediate-2 and high-risk MDS with

low PI of NRBC displayed significantly shorter survival rates

(median OS of 9 vs 22 months, respectively; p = 0.03) (Figure 2).

Multivariate analysis of prognostic factors (Table 5) showed that

the combination of the PI of NRBC –hazard ratio (HR) of 3.7;

95% CI of 2–7; p = 0.005) and thrombocytopenia (HR of 2.7; 95%

CI of 1.3–6; p = 0.008), were the only two parameters showing

independent predictive value for OS in MDS, while the PI of

NRBC was the most informative independent predictor for

transformation of MDS to AL both as categorical (HR of 12.3;

95% CI of 1.5–99.5; p = 0.01), and as a continuous variable

(p = 0.01).

Discussion

Prediction of outcome in MDS by conventional prognostic

stratification models remains only partially successful. This is

mainly due to the heterogeneous clinical behaviour and response

to treatment observed, particularly among low-risk cases. Because

of this, an increasing interest exists on the identification of new

prognostic factors that could provide already at diagnosis, a more

Figure 1. Impact of currently used prognostic classifications and other disease features on overall survival and risk of
transformation to acute leukemia (AL) of patients with myelodysplastic syndromes (MDS; n = 106). Overall survival (left column) and
progression-free survival (transformation to AL; right column) curves are plotted for patients with MDS grouped according to the International
Prognostic Scoring System (IPSS; row A), the World Health Organization-based Scoring System (WPSS; row B), the number of peripheral blood
platelets at diagnosis (row C), the presence of multiple cytopenias (row D), transfusion dependency (row E), and serum LDH levels (row F).
doi:10.1371/journal.pone.0044321.g001
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dynamic assessment of the behaviour of the disease and contribute

to refine the currently used classifications to improve the

management of individual patients [6,7]. Although several

parameters related to BM failure (e.g.: hemoglobin levels,

transfusion needs, number of cytopenias) are significantly associ-

ated with the prognosis of the disease, and evidence exists about

the potential involvement of cell proliferation in the pathogenesis

of MDS, to the best of our knowledge, no study has been reported

so far in which the proliferation profile of different compartments

of BM cells is analyzed in MDS, and correlated with disease

outcome.

Here, we investigated for the first time the proliferation rate of

different compartments of BM hematopoietic cells in MDS vs.

both normal/reactive BM and AML. Overall, an increased

proliferation of BM cells was found in MDS vs. the other two

groups, in line with previous observations [30,31]. Specific analysis

of the PI of distinct BM cell compartments revealed that such

increased proliferation was mainly due to a higher PI of CD11b+

maturing neutrophils which could be viewed as an attempt to

compensate for the need to produce mature neutrophils, required

to maintain homeostatic levels of these cells in peripheral blood

(PB). However, more detailed analysis of the PI of these and other

BM cell compartments within the distinct diagnostic and

prognostic subtypes of MDS highlighted the existence of

significantly different proliferation profiles in low- vs. high-risk

cases. Accordingly, early/low-risk MDS patients (RA and low-risk

IPSS MDS) typically showed an overall increased proliferation of

BM cells at the expenses of CD34+ non-lymphoid (myeloid plus

uncommitted) precursors, maturing neutrophils and NRBC;

conversely, advanced/high-risk patients showed progressive col-

lapse of proliferation of these cell compartments, except for the

more mature CD11b+ neutrophil-lineage cells, similarly to what

was found in AML. These observations are in line with the more

severe and numerous cytopenias found among the latter group of

MDS patients, as well as with the hypermethylated status of cell

cycle controlling genes (e.g.: p15INK4b, CDKN2B) reported to be

associated with an enhanced hematopoiesis and neutrophil

differentiation among specific subtypes of low-risk MDS (e.g.:

RA with ringed sideroblasts) [32,33,34]. These differences in the

proliferation rate of early/low-risk vs. advanced/high-risk MDS

patients may be also related to overexpression of cell cycle-

associated genes in precursor cells from early MDS (e.g.: cyclins B,

C, D1 and D2), which would be downregulated or suppressed in

advanced disease [14,31,35]. Similar to reactive BM, the higher

proliferation of the more mature neutrophil lineage cells observed

in MDS probably reflects an attempt to counteract neutropenia

[8] by abnormally enhancing the proliferation capability of more

differentiated cells [36]. In turn, the progressive collapse of cell

proliferation in advanced/high-risk MDS cases could directly or

indirectly be related to the accumulation of secondary genetic

lesions and/or a progressively impaired BM stroma and cytokine

production/response by the dysplastic hematopoietic BM precur-

sors. In line with these observations, we have also recently found

increased numbers of early CD34+/CyMPO+ neutrophil and

CD34+/CD36+/CD123lo erythroid precursors within the BM

CD34+ HPC from early/low-risk MDS, while in advanced/high-

risk MDS neutrophil and erythroid differentiation of CD34+ cells

typically appeared to be blocked [37]. Of note, similar patterns of

evolution were observed when analysis of cell proliferation was

performed in paired diagnostic and follow-up samples from a

subgroup of 11 MDS patients.

Altogether, these findings suggest that an increased proliferation

of neutrophil and erythroid precursors, already detectable among

CD34+ non-lymphoid (uncommitted plus myeloid) HPC in the
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early stages of the disease, could reflect an attempt of the BM to

maintain peripheral counts of mature red cells and neutrophils,

required for the subject to remain alive. Conversely, the impaired

decreased proliferation of early myeloid precursors, particularly of

the neutrophil and erythroid lineage, could represent an early

event during progression of early/low-risk to advanced/high-risk

MDS and a surrogate marker for a progressively increased risk of

transformation to AL, further leading to the worsening of

cytopenias observed in advanced disease. The acquired secondary

genetic alterations and hypermethylation patterns observed among

CD34+ and maturing BM cells from advanced MDS [32,36]

might further lead to abnormal expression of genes associated with

basic cell functions (e.g.: Ankaryn 1 and Tropomodulin in the

erythroid lineage) [38], consequently contributing to a gradual

defective capacity for multilineage proliferation and differentiation

of BM precursors [24,37]. Overall, our findings point to a

potentially altered response of advanced MDS patients to cell cycle

and apoptotic mediators, specially among non-lymphoid (uncom-

mitted plus myeloid) CD34+, NRBC and immature neutrophil

precursors, whereas the more mature neutrophils might retain

residual susceptibility to such proliferation stimuli. Noteworthy,

MD/MPN patients showed a BM proliferation profile similar to

that of early/low-risk cases, except for a slightly increased PI

among monocytic precursors. Overexpression of cell-cycle pro-

teins (e.g.: cyclin D1) specifically found among these patients could

contribute to this unique profile [31]. Of note, our results could be

viewed as apparently controversial since they show a progressively

decreased cell proliferation of CD34+ cells in association with a

higher accumulation of blast cells from low- to high-risk MDS and

AML. However, they probably indicate that despite being highly

proliferative, blast cells from low-risk MDS still retain their

capacity to differentiate into more mature cells and therefore they

do not accumulate at this stage. Conversely, high-risk MDS blast

cells lose their ability to differentiate into more mature cells, such

maturation blockade being associated with a numerical expansion

of cells with increased survival and decreased apoptotic signalling,

which most probably reflects both a decreased ability to maturate

and also to proliferate, as both cell functions are intimately linked

during hematopoiesis.

Based on all the above it could be expected that the impaired

proliferation of distinct BM cell compartments in MDS could also

be associated with individual prognostic factors, as well as with

patient outcome. In detail, a significant association was specifically

found between a low PI of non-lymphoid CD34+ precursors and

NRBC and other adverse features of the disease (e.g.: higher

number of cytopenias, anemia, thrombocytopenia, increased

serum LDH, transfusion requirements and intermediate/poor

cytogenetics) as well as with a worse disease outcome -shorter OS

and progression to AL free survival (PFS)-. Interestingly, the

impact of the degree of impairment of the proliferation of these

two subsets of BM precursors in the outcome of MDS patients was

retained when early/low-risk and advanced/high-risk MDS

patients were separately considered. Even more, multivariate

analysis of prognostic factors showed that a decreased PI of NRBC

was the most powerful independent prognostic factor for both OS

and acute leukemia PFS of MDS patients.

Altogether, these results suggest that assessment of the PI of

NRBC, and potentially also of other compartments of BM

precursors (e.g.: myeloid CD34+ HPC), could significantly

contribute to a better management of MDS patients, potentially

also during monitoring of the effects of new drugs and

therapeutical strategies.

In summary, our results show the existence of altered

proliferation profiles in the BM of MDS patients which are

associated with unique but different patterns in early/low-risk vs.

advanced/high-risk MDS. From the prognostic point of view, an

abnormally low PI of non-lymphoid CD34+ cells and NRBC were

both associated with a significantly longer OS and decreased risk

of transformation to AL, even when early/low-risk and advanced/

high-risk MDS patients were separately considered, the PI of

NRBC emerging as an independent prognostic factor for both OS

and PFS in MDS.
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ARTÍCULO 3:  

“La leucemia mieloide aguda (LMA) “de novo” y la leucemia aguda de fenotipo mixto (MPAL) 

del adulto con frecuencia se asocian a la presencia de una hematopoyesis residual clonal, al 

diagnóstico.” 

Objetivos. La LMA incluye un grupo heterogéneo de enfermedades clonales de la célula stem 

hematopoyética caracterizado por una sustitución progresiva de la hematopoyesis normal por una 

expansión clonal de precursores mieloides bloqueados en estadios iniciales (o intermedios) de 

maduración. Actualmente se considera que esta expansión de células patológicas puede surgir “de novo” 

(LMA “de novo”), o ser secundaria a i) la transformación de una hemopatía preexistente (p.ej. un SMD o una 

NMP) o ii) a tratamientos quimioterápicos previos, asociándose en ambos casos, a un peor pronóstico. El 

objetivo del presente trabajo se centró en determinar la frecuencia con la que pacientes adultos con LMA y 

MPAL “de novo” muestran una hematopoyesis clonal residual, y la posible asociación entre este hallazgo y 

la presencia de fenotipos aberrantes detectables mediante citometría de flujo.  

Materiales y métodos. En conjunto, en este trabajo se estudiaron 53 adultos con LMA y 6 MPAL “de novo”. 

La naturaleza clonal de cada población celular estudiada, se estableció en base a la presencia de 

alteraciones cromosómicas detectadas mediante hibridación in situ fluorescente (FISH), y/o la existencia 

de un patrón clonal de inactivación del cromosoma X (mediante el test HUMARA), tanto en los blastos 

leucémicos como en los distintos compartimientos de células hematopoyéticas residuales de MO 

(precursores CD34+ residuales, células de línea de granulocito neutrófilo, eosinófilo, basófilo y monocito, 

y serie eritroide nucleada) de cada paciente, una vez purificados mediante citometría de flujo (pureza 

≥97%). En todos los casos, se realizó en paralelo un estudio inmunofenotípico de MO empleando 

combinaciones de 4 colores, con el fin de detectar la presencia de patrones inmunofenotípicos aberrantes 

en las poblaciones celulares hematopoyéticas de MO antes mencionadas.  

Resultados. Nuestros resultados demuestran que la mayoría de los pacientes con LMA y MPAL “de novo” 

presentan evidencia genética y molecular de clonalidad en las poblaciones de células residuales de MO, 

incluidos los compartimientos de granulocito neutrófilo, línea monocítica y eritroide, además de la 
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población de blastos leucémicos. Además, los casos que presentaban una hematopoyesis residual clonal, 

mostraron también con mayor frecuencia alteraciones fenotípicas en dichos compartimientos celulares, 

asociadas a un mayor número de aberraciones por paciente, respecto a los pacientes con LMA/MPAL en 

los que la hematopoyesis residual no mostraba rasgos de clonalidad. Estos hallazgos son compatibles con 

la existencia de una hematopoyesis clonal residual de forma previa al desarrollo de la leucemia aguda, en 

la gran mayoría de los adultos que debutan con LMA o MPAL “de novo”. 

Conclusiones. En resumen, nuestros resultados demuestran que en la mayoría de los adultos que debutan 

con LMA y MPAL “de novo”, la hematopoyesis residual presenta rasgos genéticos, moleculares e 

inmunofenotípicos sugerentes de clonalidad, lo cual podría asociarse, además, a un escenario más 

favorable para la expansión de los blastos leucémicos. Asimismo, en estos pacientes, la detección de 

alteraciones fenotípicas al diagnóstico podría poner de manifiesto la posible existencia de una 

hematopoyesis residual clonal, contribuyendo así a un diagnóstico precoz de la enfermedad, y 

potencialmente también, a un tratamiento más adecuado de la misma. 

 



ORIGINAL ARTICLE

Newly diagnosed adult AML and MPAL patients frequently show
clonal residual hematopoiesis
C Fernandez1, MC Santos-Silva2, A López1, S Matarraz1, M Jara-Acevedo1, J Ciudad1, ML Gutierrez1, ML Sánchez1, C Salvador-Osuna3,
MJ Berruezo4, JÁ Dı́az-Arias5, AM Palomo-Hernández6, E Colado7, N González8, D Gallardo9, A Asensio10, R Garcı́a-Sánchez11,
R Saldaña12, C Cerveró13, A Carboné-Bañeres14, O Gutierrez15 and A Orfao1

Adult acute myeloid leukemia (AML) is a highly heterogeneous stem cell malignancy characterized by the clonal expansion of
immature myeloid precursors. AML may emerge de novo, following other hematopoietic malignancies or after cytotoxic therapy for
other disorders. Here, we investigated the clonal vs reactive nature of residual maturing bone marrow cells in 59 newly diagnosed
adult AML and mixed phenotype acute leukemia (MPAL) patients as assessed by interphase fluorescence in situ hybridization
analysis of AML and myelodysplastic syndrome-associated cytogenetic alterations and/or the pattern of chromosome X
inactivation, in females. In addition, we investigated the potential association between the degree of molecular/genetic
involvement of hematopoiesis and coexistence of altered immunophenotypes by flow cytometry. Our results indicate that residual
maturing neutrophils, monocytes and nucleated red cell precursors from the great majority of newly diagnosed AML and MPAL
cases show a clonal pattern of involvement of residual maturing hematopoietic cells, in association with a greater number of
altered immunophenotypes. These findings are consistent with the replacement of normal/reactive hematopoiesis by clonal
myelopoiesis and/or erythropoiesis in most newly diagnosed AML and MPAL cases, supporting the notion that in most adults
presenting with de novo AML, accumulation of blast cells could occur over a pre-existing clonal hematopoiesis.

Leukemia (2013) 27, 2149–2156; doi:10.1038/leu.2013.109

Keywords: de novo AML; clonal hematopoiesis; immunophenotype

INTRODUCTION
The current World Health Organization (WHO) classification of
myeloid neoplasms identifies four major subgroups of hetero-
geneous diseases —acute myeloid leukemia (AML), myelodys-
plastic syndromes (MDS), myeloproliferative neoplasms (MPN) and
mixed myelodysplastic/myeloproliferative neoplasms— with a
significant degree of overlap among them.1 Within AML, disease
heterogeneity translates into six major subgroups, each of which
still contains several specific diagnostic entities. Except for a small
proportion of AML cases, which carry specific recurrent
cytogenetic alterations, diagnostic criteria for AML requires
420% of myeloid lineage blast cells in the bone marrow (BM),
with or without previous cytotoxic therapies or MDS-associated
features.1 Among AML patients, both cases occurring de novo and
secondary to cytotoxic therapies or a prior myeloid neoplasia
(for example, MDS or MPN) are included, their subclassification
being of utmost clinical relevance because of their distinct
prognosis.2–4 In addition, among cases classified as de novo
AML, a significant percentage of patients show AML with
myelodysplasia-related changes, this also represents a unique
poor-prognosis WHO category of the disease, independently of

the lineage and cytogenetic alterations of myeloid blast cells.5

Overall, these criteria confirm the clinical relevance of the
presence of MDS-associated features in AML, for unequivocal
differential diagnosis among de novo AML, secondary AML and
AML with myelodysplasia-related changes, an intermediate
subgroup of AML with dysplastic BM features potentially
reflecting the presence of an underlying clonal disorder of
residual hematopoiesis.

At present, it is well known that neither cytomorphology nor
cytogenetics alone is sensitive enough to assess the potential
clonal nature of residual hematopoietic cells, in every de novo AML
patient.2,3,6,7 To the best of our knowledge, no study has been
reported so far in which the clonal vs reactive nature of residual
mature/maturing BM cells other than blast cells, has been
systematically analyzed in patients presenting with AML, as
currently defined by the WHO 2008 classification. In the present
study, we investigated the clonal vs reactive nature of residual
maturing BM cells in newly diagnosed adult AML and mixed
phenotype acute leukemia (MPAL) patients as assessed by
interphase fluorescence in situ hybridization (iFISH) analysis of
those chromosomal alterations that are frequently observed in
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AML and in MDS1 and/or the pattern of inactivation of the X
chromosome in females.8 In addition, the potential association
between the molecular findings and both dysplastic features by
cytomorphology and altered immunophenotypes by multi-
parameter flow cytometry (FCM) was also investigated. Overall,
our results indicate that residual maturing neutrophils, monocytes
and nucleated red blood cells (NRBC) from the great majority of
the newly diagnosed AML and MPAL cases (mostly including de
novo AML) show a clonal pattern of involvement, in association
with a greater number of altered immunophenotypes. These
findings are consistent with the replacement of normal/reactive
hematopoiesis by clonal myelopoiesis and/or erythropoiesis in
most adults with newly diagnosed AML and support the notion
that in the great majority of these patients, accumulation of blast
cells could occur over a pre-existing clonal (dysplastic or not)
hematopoiesis.

MATERIALS AND METHODS
Patients and samples
A total of 59 adult patients (23 males and 36 females; median age of
61 years) newly diagnosed with either AML (n¼ 53) or MPAL (n¼ 6) were
included in this study. In all cases, diagnosis was established according to
the WHO 2008 criteria1 based on blood counts, clinical findings,
morphological, immunophenotypical and cytogenetic/molecular data
(Supplementary Table 1).

In every case, EDTA-anticoagulated BM samples were collected at
diagnosis, after informed consent was given by each individual; the study
was approved by the local Ethics Committee (Institutional Review Board) of
the University Hospital of Salamanca (Salamanca, Spain).

Immunophenotypic studies
Erythrocyte-lysed, freshly obtained BM samples were analyzed by a panel
of four-color combinations of monoclonal antibodies (MAb) directed
against cell surface membrane markers alone or cell surface membrane
markers in combination with cytoplasmic (Cy) and nuclear (n) antigens,
according to previously described techniques.9–12 The following pairs of
fluorochrome-conjugated MAb—fluorescein isothiocyanate, phycoery-
thrin— were used in combination with CD45-peridinin chlorophyll
protein-cyanin 5.5 (PerCPCy5.5) and CD34-allophycocyanin (APC), (1) nTdT,
CyMPO; (2) CD19, CyCD79a; (3) CyCD3, CD7; (4) CD2, CD56; (5) HLA-DR,
CD117; (6) HLA-DR, CD123; (7) CD11b, CD13; (8) CD15, CD16; (9) CD65, 7.1/
NG2; (10) CD36, CD64 and CD14-APC; (11) CD71, CD235a (or CD105); (12)
CD38, CD203c; (13) CD61, CD25; (14) CD22, CD33 and; (15) CD300e
(IREM-2), CD14. All MAb reagents were purchased from Becton/Dickinson
Biosciences (BD, San Jose, CA, USA), except CD65, 7.1/NG2, CD11b, CD36,
CD64, CD16, CD235a and CD203c, which were obtained from Immunotech
(Marseille, France), CD38, which was purchased from Cytognos SL (Salamanca,
Spain), and CD300e (IREM-2) that was obtained from Immunostep SL
(Salamanca, Spain). Immediately after sample preparation, data acquisition
was performed for X5 � 104 cells per sample aliquot using a FACSCanto II
flow cytometer (BD) equipped with the FACSDiva software program (BD). For
data analysis, the INFINICYT software (Cytognos SL) was used.

Cell purification
Purification of specific BM cell populations was performed using a
FACSAria flow cytometer (BD) equipped with the FACSDiva software.
Before sorting, cells were stained with X4-color combinations of
fluorochrome-conjugated MAb aimed at specific and simultaneous
identification of the different cell populations of interest present in the
sample (for example, blast cells, maturing neutrophils, monocytic cells,
nucleated erythroid precursors and mature lymphocytes). The purity
achieved for the FACS-sorted cell populations was systematically 497%.

iFISH studies
iFISH studies aimed at detection of t(9;22), t(8;21), inv(16), 11q23
abnormalities, -5/del(5q), -7/del(7q), del(20q), trisomy 8 and -Y, were
performed on interphase nuclei from the different FACS-purified cell
populations, after they were fixed in 3/1 (v/v) methanol/acetic. For this
purpose, the following panel of Spectrum Orange (SO) and Spectrum
Green (SO) DNA probes (Vysis Inc, Downers Grove, IL, USA) was used: LSI

BCR/ABL, LSI AML1/ETO, LSI CBFB dual-color breakapart, LSI MLL dual-color
breakapart, LSI EGR1/D5S23, D5S721, LSI D7S486/CEP7, LSI D20S108, CEP8
and CEPY (satellite III) probes. Hybridization with fluorochrome-labeled
FISH probes was performed according to the recommendations of the
manufacturer with slight modifications, as described elsewhere.13

Fluorescence signals were evaluated as previously described13 using a
BX60 fluorescence microscope (Olympus, Hamburg, Germany) equipped
with a � 100 oil objective.

HUMARA assay
Assessment of clonality was performed on FACS-purified cell populations
from female patients (n¼ 36) using the human androgen receptor
X-chromosome inactivation (HUMARA) assay. For that purpose, genomic
DNA was extracted from FACS-purified blast cells, maturing neutrophils,
monocytic cells, NRBC and lymphocytes using the QIAamp mini and micro
DNA extraction kits (Qiagen, Valencia, CA, USA), according to the
instructions of the manufacturer. Extracted DNA (20 ng) was digested
overnight at 37 1C, in the presence vs absence of the HAPII (10 U/ml)
methylation-sensitive restriction endonuclease (GE Healthcare, Little
Chalfont, Buckinghamshire, UK) in a final volume of 50 ml. Afterward,
restriction enzymes were inactivated by heating at 95 1C for 10 min. Both
digested and non-digested DNA was then amplified by PCR using two sets
of primers flanking the trimeric CAG repeat specific for exon 1 of the
HUMARA gene: round-one primer pairs (forward: 50-TGTGGGGCCTCTA
CGATG- 30 ; reverse: 50-TCCAACACCTACCGA-30) were used for 28 cycles
(1 min at 95 1C, 1 min at 55 1C and 45 s at 72 1C, with an initial denaturation
step at 95 1C for 10 min) in a iCycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and
round-two primer pairs (forward: 50-CCGAGGAGCTTTCGAGAATC-30 ;
reverse-FAM50-TACGATGGGCTTGGGGAGAA-30) were used for 20 reaction
cycles (1 min at 95 1C, 1 min at 58 1C and 45 s at 72 1C, with an initial
denaturation at 95 1C for 10 min). Following the second round of
amplification, PCR products were checked to confirm the amplification
of the HUMARA target using 0.8% agarose gel electrophoresis stained with
ethidium bromide (0.5 mg/ml). For fragment analyses, 1 ml of the PCR
product was placed in 12.25 ml of Hi-DiTM formamide (Applied Biosystems)
plus 0.5mL of GENESCAN 400HD (ROX) size standard (Applied Biosystem).
The mixture was sequentially denatured at 95 1C for 5 min and cooled in
ice. The PCR products were examined by fragment analysis in an
automated ABI PRISM 3100 genetic analyzer (Applied Biosystems). Data
was analyzed using the GeneScan software (version 3.1; Applied
Biosystems). Clonality was defined when the corrected ratio (CR) showed
an excess of representation of one of the parental alleles over the other of
X50% (CR p0.33 or X3).8,14–16

KIT mutation studies
Presence of KIT mutation was assessed in DNA samples from FACS-purified
cell fractions, using a previously described PCR-clamping technique.17,18

Statistical methods
To determine the statistical significance of differences observed between
groups, the Chi-square and the Mann–Whitney U tests were used for
categorical and continuous variables, respectively (SPSS software package,
SPSS, Chicago, IL). P-valueso0.05 were considered to be associated with
statistical significance.

RESULTS
Cytogenetic and molecular markers of blast cell clonality
Overall, the clonal nature of blast cells was demonstrated in all
(59/59; 100%) newly diagnosed AML and MPAL patients analyzed
(Table 1). In detail, a clonal pattern of inactivation of chromosome
X was detected in 31/31 (heterozygous) females investigated, one
or more chromosomal alterations were found in 32/48 (69%) cases
analyzed by iFISH and the presence of KIT mutation was detected
in three patients. In six female AML patients, clonality was
confirmed by both the HUMARA test and iFISH, either in the
absence (n¼ 5) or in the presence of the KIT mutation (n¼ 1). The
specific chromosomal alterations detected by iFISH in leukemia
blast cells included: isolated trisomy 8, 5 cases; del (5q31), 3 cases;
del (7q31), 4 cases; monosomy 7, 1 case; nulisomy Y, 2 cases; del
(20q12), 2 cases; t(9;22), 3 cases; t(8;21), 1 case; inv (16), 2 cases; del
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(7q31) in association with del (20q12), 1 case; del (7q31) plus
nulisomy Y, 1 case; del (5q31) associated with trisomy 8, 2 cases;
del (5q31) plus del (20q12), 1 case; del (5q31) associated with both
trisomy 8 and del (7q31), 3 patients and del (5q31), del (20q12)
and trisomy 8, 1 patient (Table 2).

Clonal involvement of residual mature/maturing BM cells
Overall, the clonal nature of residual BM compartments of mature/
maturing neutrophils and monocytic cells and/or NRBC was
confirmed for at least one of these three cell compartments in
most newly diagnosed AML and MPAL cases (49/59; 83%)
(Figure 1, Tables 1 and 2). In the majority of cases showing clonal
residual mature/maturing myeloid and/or erythroid cells (clonal
cases), chromosomal alterations by iFISH and/or the KIT mutation
(31/49; 68%) were detected in their blast cells, while cases carrying
these cytogenetic/molecular alterations represented a lower
fraction (4/10, 40%; P¼ 0.17) among newly diagnosed AML and
MPAL patients in whom the presence of residual clonal maturing
neutrophils, monocytes and/or NRBC could not be demonstrated
(Table 2). Of note, all the later four altered cases, were males: two
showed isolated trisomy 8, one had isolated del(7q31), and one
simultaneously carried del(5q31) and del(20q12) in their blast
cells with apparently normal maturing myeloid and erythroid
precursors (Table 2). Conversely, all cases carrying KIT mutation,
t(8;21), t(9;22) and inv(16) displayed clonal involvement of residual
neutrophils, monocytes and/or NRBC. However, differences in the
frequency of clonal cases in these genetic subgroups vs other AML
and MPAL cases did not reach statistical significance (P40.05) due
to the reduced number of the former AML cases (Table 2).

Frequency of cases with clonal residual hematopoiesis in distinct
WHO 2008 subtypes of AML
Overall, no statistically significant differences were observed as
regards the distribution of cases with clonal vs non-clonal residual
hematopoiesis among the different diagnostic subgroups of newly
diagnosed AML (Table 3). Despite this, it should be noted that all
therapy-related AML patients (secondary AML; 3/3 cases) and CBF
AML cases (5/5 cases), as well as the majority of de novo AML with
myelodysplasia-related changes (AML–MRC; 24/28 cases, 86%)
and MPAL (5/6 patients, 83%) patients had an underlying clonal
residual hematopoiesis. Conversely, the frequency of clonal cases
appeared to be slightly (P40.05) lower among de novo AML
not otherwise specified (NOS; 11/15 cases, 73%) (Table 3 and
Supplementary Table 1).

Immunophenotypic profile of residual BM mature/maturing
granulomonocytic and NRBC
The immunophenotypic profile of residual BM mature/maturing
neutrophils, monocytic cells and NRBC could be analyzed in all
but one AML case (58/59 cases). Overall, immunophenotypic
alterations similar to those recurrently described for MDS9,10,19–22

were found in 52/58 cases (90%). When present, such alterations
typically involved any combination of the three granulomono-

cytic/erythroid cell compartments analyzed. Accordingly, immuno-
phenotypically altered neutrophils, monocytes and NRBC were
found in 51/58 (88%), 38/52 (73%) and 27/45 (60%) patients,
respectively (Table 4). The majority of cases showed altered

Table 1. Frequency of clonality found for different hematopoietic cell populations from patients with newly diagnosed AML and MPAL as detected
by HUMARA, KIT mutation and/or iFISH

Percentage of AML and MPAL cases Clonal by
HUMARA testa

Positive KIT
mutation

Cytogenetic alterations
by iFISH

Total

Percentage of cases with clonal markers on blast cells 31/31 (100%) 3/3 (100%) 32/48 (69%) 59/59(100%)
Percentage of cases with clonal markers on maturing
granulomonocytic and/or NRBC

25/31 (81%) 3/3 (100%) 28/48 (58%) 49/59 (83%)

Abbreviations: AML, acute myeloid leukemia; HUMARA, human androgen receptor assay; iFISH, interphase fluorescence in situ hybridization; MPAL, mixed
phenotype acute leukemia; NRBC, nucleated red blood cells. aOnly heterozygous female cases were analyzed by the HUMARA test.

Table 2. Specific markers of clonality detected in blast cells from
patients with newly diagnosed AML and MPAL classified according to
the clonal nature of residual mature/maturing granulomonocytic cells
and/or nucleated red blood cells

Molecular/genetic marker of
clonality

Newly diagnosed AML
and MPAL

Cases with
non-clonal RH,

n¼ 10

Cases with
clonal RH
n¼ 49

HUMARAa (n¼ 31) 6/31 25/31b

KIT mutation (n¼ 3) 0/3 3/3c

Cytogenetic alterations by iFISH
(n¼ 32)

4/32 28/32b

nuc ish 8q22(RUNX1T1x3),
21q22(RUNX1x3) (RUNX1 with
RUNX1T1)

0 1

nuc ish (ABL1x3), (BCRx3),
(ABL1 con BCRx2)

0 3

nuc ish (CBFBx2), (50CBFB
sep30CBFBx1)

0 2

nuc ish 5q31(EGR1x1) 0 3
nuc ish 7q31(D72486x1) 0 4
nuc ish 8cen (D8Z2x3) 2 3
nuc ish DYZ1- 0 2
nuc ish 20q12(ZNF217x1) 0 2
nuc ish 5q31(EGR1x1), nuc ish
8cen (D8Z2x3)

0 2

nuc ish 5q31(EGR1x1), nuc ish
20q12(ZNF217x1)

1 0

nuc ish 7q31(D72486x1), nuc
ish 7p11.1(D7Z1x1)

1 0

nuc ish 7q31(D72486x1), nuc
ish 20q12(EGR1x1)

0 1

nuc ish 7q31(D72486x1), nuc
ish DYZ1-

0 1

nuc ish 5q31(EGR1x1), nuc ish
7q31(D72486x1), nuc ish 8cen
(D8Z2x3)

0 3

nuc ish 5q31(EGR1x1), nuc ish
20q12(EGR1x1), nuc ish 8cen
(D8Z2x3)

0 1

Total (n¼ 59) 10/59 (17%) 49/59 (85%)

Abbreviations: AML, acute myeloid leukemia; HUMARA, human androgen
receptor assay; iFISH, interphase fluorescence in situ hybridization; MPAL,
mixed phenotype acute leukemia; RH, residual hematopoiesis. aOnly
heterozygous female cases were analyzed by the HUMARA test. bIn five
cases, clonality was simultaneously detected by iFISH and the HUMARA
test. cIn two cases, clonality was detected by the KIT mutation and the
HUMARA test and/or iFISH.
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immunophenotypic profiles in two (16/58 cases; 27%) or three
(29/58; 50%) cell populations, while phenotypic alterations
were restricted to a single maturation–associated cell compart-
ment in 13/58 cases (22%) (Table 4). Once the frequency of

phenotypic alterations in distinct cell populations was compared
between cases with ‘clonal’ vs ‘non-clonal’ residual hemato-
poiesis, the former showed a significantly higher frequency of
aberrant phenotypes among maturing neutrophils (98% vs 50%;

Figure 1. Assessment of clonal residual hematopoiesis based on the HUMARA test, interphase FISH and/or the KIT mutation assays in purified
blast cells as well as purified mature/maturing neutrophils, monocytic and erythroid BM cells. The HUMARA assay results in panels a and b
show two different cases analyzed with the HUMARA test. An AML with (poly)clonal residual hematopoiesis is shown in panel a, where the
blast cell population shows one allele to be markedly reduced in intensity after Hpall digestion compared with the level of this allele found in
normal/polyclonal CD3þ T-lymphocytes, mature/maturing granulomonocytic and erythroid precursors. An AML with clonal residual
hematopoiesis is shown in panel b, where one allele is markedly reduced in intensity after Hpall digestion in each of the purified myeloid
populations (for example, blast cells, neutrophils, monocytes and NRBC) analyzed vs that of CD3+ T-lymphocytes. In panel c, melting curves
positive for the D816V KIT mutation in all purified BM cell populations (blast cells, neutrophils and monocytes) vs the wild-type sequence
with a melting curve at 59 1C is shown. In panel d, iFISH patterns found with the D7S486/CEP7 dual-color probe, in a patient
with AML and clonal residual hematopoiesis is shown. Please note that all populations from this patient, which are displayed in panel d,
show the same aberrant pattern consistent with del(7q) —loss of one red signal in the presence of two green signals is interpreted as
7q- deletion— with a higher frequency of del(7q) in blast cells, neutrophils and monocytes vs erythroid nucleated precursors.
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Po0.001), monocytic cells (83% vs 30%; P¼ 0.003) and NRBC (71%
vs13%; P¼ 0.01) (Table 4). In addition, for each of these three cell
populations, cases with clonal residual hematopoiesis also showed
a higher mean number of phenotypic alterations/case (6.9±3.0 vs
3.7±4.2, Po0.001) as well as greater number of altered cell
populations/case (2.4±0.8 vs 1±1.2, Po0.03), than the other
cases (Tables 4 and 5).

DISCUSSION
AML is a poor-prognosis but still highly heterogeneous disease in
adults, which significantly reduces overall patient survival
rates.23,24 For decades, it is well established that AML may
emerge de novo (de novo AML) or following other hematopoietic
malignancies as well as cytotoxic therapy for other disorders
(secondary AML), the latter two groups being associated with a

particularly unfavorable patient outcome.2–4,25 Because of this, the
distinction between primary de novo and secondary AML represents
a major goal in the classification of the disease.26–29 Differential
diagnosis criteria for primary vs secondary AML have been
traditionally based on the existence of another previously
well-documented myeloid stem cell disorder (for example, MDS or
MPN) and/or concurrence of prior administration of leukemogenic
cytotoxic therapies (associated or not with specific genetic
alterations).4,30–36 More recently, the WHO defined a new
subgroup of AML cases, which have specific myelodysplasia-
related cytogenetic alterations and/or exhibit morphological
dysplasia in X50% of the cells from X2 myeloid lineages.1 Such
AML with MRC cases, also show a worse prognosis vs other de novo
AML cases.5,23,32,37–39 Even though, within those de novo AML
patients who do not meet the criteria for AML–MRC, still a relatively
significant proportion of cases show dysplastic features that
are highly suspicious of an underlying clonal hematopoiesis.40

Despite this, to the best of our knowledge, no study has been
reported so far in which the clonal vs reactive nature of residual
mature/maturing BM hematopoietic cells has been systematically
investigated in AML.

Here, we investigated the presence of markers of clonality in
residual mature/maturing hematopoietic BM cells from a series of
59 newly diagnosed adult AML and MPAL cases. Overall, our
results suggest that the great majority of newly diagnosed AML
cases display an underlying clonal hematopoiesis as defined by
the presence of specific cytogenetic alterations and/or a clonal
pattern of inactivation of chromosome X in residual BM mature/
maturing neutrophils, monocytes and/or NRBC. Interestingly, the
frequency of AML cases with clonal residual hematopoiesis was
invariably high among the different WHO diagnostic subtypes of
the disease. Although a relatively limited number of cases were
included within each specific WHO diagnostic category of AML,
overall our results showed that the great majority of the de novo
AML cases, including de novo AML with MRC and AML with CBF-
associated recurrent genetic alterations, carry an underlying clonal
hematopoiesis. Similarly, the majority of cases with AML NOS also
showed blast cells coexisting with clonal residual mature/
maturing hematopoietic cells in the absence of myelodysplasia-
related changes, suggesting that by adding more AML NOS cases,
significant differences will potentially be detected. Of note, the
frequency of AML cases showing underlying clonal hematopoiesis
within these specific subgroups of de novo AML was also similar to
that of therapy-related AML and MPAL cases.

Table 3. Presence of molecular/genetic markers of clonality in
different bone marrow compartments of mature/maturing
neutrophils, monocytic and nucleated red blood cells from newly
diagnosed AML and MPAL patients grouped according to the
WHO 2008 classification

WHO 2008 subtype of AML Cases with
non-clonal

RH

Cases with
clonal RH

P-value

Therapy-related myeloid
neoplasms (n¼ 3)

0 (0%) 3 (100%) 0.42

AML–MRCa (n¼ 28) 4 (14%) 24 (86%) 0.60
AML with recurrent genetic
abnormalities (n¼ 5)

0 (0%) 5 (100%) 0.29

AML NOS (n¼ 15) 4 (27%) 11 (73%) 0.18
MPALb (n¼ 6) 1 (17%) 5 (83%) 0.94
Otherc (n¼ 2) 1 (50%) 1 (50%) 0.44

Abbreviations: AML, acute myeloid leukemia; AML–MRC, acute myeloid
leukemia with myelodysplasia-related changes; AML NOS, acute myeloid
leukemia not otherwise specified; MPAL, mixed phenotype acute leukemia;
RH, residual hematopoiesis. aDefined by multilineage dysplasia by
morphology and/or MDS-associated cytogenetic alterations. bThree cases
were further classified as mixed phenotype B/myeloid acute leukemia NOS
and the other three as mixed phenotype T/myeloid acute leukemia NOS.
cTwo cases of myeloid proliferation related to Down syndrome.

Table 5. Frequency of immunophenotypic alterations detected by
multiparameter flow cytometry on different populations of
hematopoietic cells from adult patients with newly diagnosed
AML and MPAL classified according to the clonal vs non-clonal
nature of residual mature/maturing granulomonocytic and/or NRBC

No. of cell populations
with an altered
phenotype

Newly diagnosed AML and
MPAL

P-value

Cases with
non-clonal RH

n¼ 10

Cases with
clonal RH
n¼ 48a

0 5/10 (50%) 1/48 (2%) o0.001
1 2/10 (20%) 5/48 (10%) 0.60
X2 3/10 (30%) 42/48 (88%) 0.02
Mean (± one s.d.) 1±1.2 2.4±0.8 0.03

Abbreviations: AML, acute myeloid leukemia; MPAL, mixed phenotype
acute leukemia; RH, residual hematopoiesis. aOne case could not be
properly evaluated due to inadequate sample conditions for flow
cytometry immunophenotyping.

Table 4. Frequency of immunophenotypic alterations on different
bone marrow hematopoietic cell populations from patients with
newly diagnosed AML and MPAL grouped according to the clonal
nature of residual mature/maturing neutrophils, monocytes and NRBC

Cell
subpopulation

Cases with non-clonal RH Cases with clonal RH

No. of
altered

cases (%)

No. of
phenotypic
alterations

No. of
altered

cases (%)

No. of
phenotypic
alterations

Monocytes 3/10 (30%) 1.0±1.2 35/42 (83%)* 2.5±1.3**
Maturing
neutrophils

5/10 (50%) 2.0±2.2 47/48 (98%)** 4.2±1.6**

NRBC 1/8 (13%) 0.9±1.2 26/37 (71%)*** 1.7±0.6**
Total 5/10 (50%) 3.7±4.2 47/48a (98%)** 6.9±3.0**

Abbreviations: AML, acute myeloid leukemia; MPAL, mixed phenotype
acute leukemia; NRBC, nucleated red blood cells; RH, residual hemato-
poiesis.*P¼ 0.003, **Po0.001 and ***P¼ 0.01 vs non-clonal cases. aOne
case could not be properly evaluated due to inadequate sample conditions
for flow cytometry immunophenotypic assessment of residual BM cell
populations.
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Altogether, these results suggest that except for a limited
number of patients, most newly diagnosed adult AML and MPAL
cases develop over a pre-existing clonal hematopoiesis. The
demonstration that all AML and MPAL cases carrying recurrent
genetic abnormalities in their blasts —for example, t(8;21),41–43

inv(16),44–46 BCR/ABL gene rearrangements,47–49 KIT mutation50—
shared these same alterations in their residual mature/maturing
myeloid hematopoietic cell compartments, suggests that such
alterations potentially occur in hematopoietic (myeloid) stem cells
capable of multilineage differentiation at least among the cases
here analyzed, in line with previous observations in some AML and
MPAL,23,25,32,51–53 and also in systemic mastocytosis patients who
progress to AML.53 At the same time, these observations also
indicate that such alterations would not be sufficient for
transformation to acute leukemia, other genetic hits being
potentially required in this process. In line with this hypothesis,
previous studies have shown that most genetic alterations here
investigated are also found in maturing myeloid cells from MDS
and MPN patients.18,23,25,30,32,52,54–60 Of note, we investigated the
presence of KIT mutations in all sorted bone marrow cell
compartments of three patients who were suspected of having
a coexisting systemic mastocytosis; for this purpose, we used a
DNA-based, low-sensitive technique that allowed us to rule out
contamination by other KIT-mutated cell populations. Usage of
similar approaches in future studies for the evaluation of other
AML-associated mutations (for example, FLT3 and NPM1) may
further contribute to increase the frequency of clonal markers in
AML blasts, particularly among males with no other markers of
clonality.

Despite all the above, it should be noted that the presence of an
underlying clonal hematopoiesis in adults with newly diagnosed
AML and MPAL, appears to be independent of the specific
diagnostic subtype of the disease or the presence of myelodys-
plasia-related changes. However, we should be cautious in
deriving such a conclusion, as the specific markers for clonality
used here might have not been informative in specific cases. As an
example, all female cases diagnosed with AML with MRC showed
an underlying clonal hematopoiesis, whereas this was not
detected in 3/14 male patients. These results may indicate that
only the cytogenetic alterations present in the blast cells of the
three male patients with AML with MRC might not represent a
primary but a secondary cytogenetic event, restricted to the blast
cell population, while the primary cytogenetic/molecular event
might have gone undetected with the set of probes used. In line
with this latter hypothesis, all three male AML with MRC patients
who showed no clonal residual hematopoiesis on cytogenetic
grounds carried multilineage morphological dysplasia, which is
highly suggestive of an underlying clonal hematopoiesis.

Based on all the above, new sensitive markers for clonality
directed either at the detection of primary genetic events or their
consequences on the phenotypic and/or morphological appear-
ance of the cells are needed. In this regard, multiparameter flow
cytometry immunophenotyping has emerged as an attractive
approach, as the presence of multiple phenotypic alterations in
different compartments of BM cells have been recurrently
reported in MDS.9,10,19–22,40 Interestingly, our results also showed
that newly diagnosed AML and MPAL patients who showed clonal
hematopoiesis on molecular/cytogenetic grounds, more
frequently displayed aberrant patterns of protein expression by
FCM together with a greater number of aberrant phenotypes on
the different populations of residual mature/maturing BM
hematopoietic cells analyzed vs all other cases. However,
aberrant phenotypes were also detected at lower frequencies
among the latter cases. These results may suggest that in such
cases, the markers used to assess clonality could be not sensitive
enough (for example, assessment of clonality by the HUMARA test
requires that clonally related cells represent X70% of the cells
investigated8); at the same time, they point out the potential

utility of FCM immunophenotyping, in addition to conventional
cytomorphology, for the identification of MRC in the BM of newly
diagnosed AML and MPAL cases presenting as de novo cases.9,20

Of note, three of our AML cases –two males and one female- in
whom clonal hematopoiesis could not be demonstrated by FISH
and/or HUMARA, showed aberrant phenotypes in all residual
hematopoietic lineages investigated (neutrophils, monocytes and
NRBC); interestingly, all these three cases were classified as AML–
MRC based on cytomorphology. Taken together, these results
would support the notion that FCM could contribute to increase
the sensitivity of conventional cytomorphology in those cases
where mild or no dysplastic features are seen in residual mature/
maturing BM cells, or where they are present at relatively low
frequencies among a major population of AML blasts, hampering
adequate morphological assessment. Further prospective studies
are required in this regard to demonstrate the combined utility of
FCM and cytomorphology for the identification of AML with MRC.

In summary, our results indicate that the vast majority of adults
with newly diagnosed AML and MPAL displays an underlying
clonal hematopoiesis, residual mature/maturing granulomono-
cytic and/or erythroid cells displaying chromosomal alterations,
which are frequently shared by the blast cells, in addition to
multiple aberrant phenotypes; noteworthy, this appears to involve
most WHO 2008 diagnostic subtypes of AML and also MPAL.
Whether the presence vs absence of clonal residual hemato-
poiesis contributes to a better prognostic stratification of newly
diagnosed adult AML and MPAL patients deserves further
investigations.

ACKNOWLEDGEMENTS
This work was supported by grants from the Fondo de Investigaciones Sanitarias (FIS)
of the Ministerio de Economı́a y Competitividad, Madrid, Spain (RETICS RD12/0036/
0048-FEDER); Junta de Castilla y León (Ayuda al Grupo GR37 de Excelencia de Castilla
y León). CFG was supported by a grant from the Fondo de Investigaciones Sanitarias
(FIS) of the Ministerio de Economı́a y Competitividad, Madrid, Spain (PI08/90881).
MCS-S was supported by a grant from Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal
de Nı́vel Superior -CAPES (1386/06-9) do Ministério de Educação do Brasil.
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ARTÍCULO 4:  

“Impacto clínico de los perfiles oncogenéticos presentes en mastocitosis sistémica asociada 

a otra hemopatía clonal.” 

Objetivos. En algunos pacientes que presentan mastocitosis sistémica asociada a otra hemopatía (MS–

AHNMD), ambos componentes de la enfermedad (MS y AHNMD) pueden albergar la mutación de KIT, lo 

cual sugiere la posible implicación de una célula stem totipotencial común, en el origen de las dos 

enfermedades. Por el contrario, en otros casos, la mutación de KIT está restringida al compartimento 

mastocitario. Estos hallazgos sugieren la posible existencia de distintas vías etiopatogénicas de la 

enfermedad, cuyo conocimiento podría contribuir a explicar la gran heterogeneidad en el comportamiento 

clínico de este grupo de pacientes. El presente trabajo ha tenido como objetivo identificar y definir las vías 

de evolución clonal asociadas al desarrollo de MS–AHNMD, según la secuencia (hipotética) de adquisición 

de alteraciones genéticas observada en cada paciente; como objetivo secundario, nos propusimos 

determinar la posible asociación entre las distintas vías de evolución clonal identificadas y las 

características clínicas y biológicas de la enfermedad.  

Materiales y métodos. En total se analizaron 65 muestras de MO de pacientes con MS–AHNMD. Para la 

caracterización fenotípica y la separación física (pureza ≥97%) de los distintos compartimentos de células 

de línea de granulocito neutrófilo y monocito, de la serie eritroide y los linfocitos maduros de MO, además 

de las células patológicas correspondientes a la MS y a la AHNMD, empleamos técnicas de citometría de 

flujo multiparamétrica, basadas en combinaciones de 4 (n=30) y 8 colores (n=35). Sobre las poblaciones 

celulares purificadas mediante citometría de flujo, se realizaron estudios de FISH, análisis moleculares del 

patrón de inactivación del cromosoma X (test de HUMARA) y/o análisis de la mutación D816V de KIT. 

Resultados. En términos generales, los pacientes con MS-AHNMD mostraron tres patrones oncogenéticos 

distintos en los que: i) los dos componentes de células tumorales de MO (MS y AHNMD) mostraban 

alteraciones genéticas/moleculares independientes, ii) ambos componentes de células tumorales de MO 

compartían la mutación de D816V de KIT y, iii) ambos componentes de células tumorales de MO 

compartían alteraciones genéticas asociadas a la AHNMD, independientemente de la presencia o ausencia 
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de la mutación de KIT en este último grupo de células. Desde el punto de vista pronóstico, los pacientes con 

MS–AHNMD cuyos compartimientos de células tumorales de MO (MS y AHNMD) mostraban alteraciones 

genéticas independientes (i.e. no relacionadas), presentaron un mejor pronóstico (respecto al de pacientes 

con MS–AHNMD cuyas células tumorales de MO compartían alguna alteración genética/molecular), tanto 

en lo que a supervivencia global como a supervivencia libre de enfermedad se refiere. Así, el análisis 

univariante puso de manifiesto que el subtipo de AHNMD, el tipo de mastocitosis sistémica (MSI vs MSA) y 

el grado de afectación por la mutación de KIT de las distintas poblaciones de células hematopoyéticas de 

MO (mastocito; mastocito + otras células mieloides, y; mastocito + células mieloides + células linfoides) 

eran las tres variables con mayor impacto sobre la supervivencia global y la supervivencia libre de 

enfermedad de los pacientes. A su vez, el análisis multivariante mostró que el tipo de enfermedad asociada 

(LMA vs. otras), seguida del grado de afectación multilineal de la hematopoyesis por la mutación de KIT, 

constituían los principales factores pronósticos independientes con un impacto adverso sobre la 

supervivencia global y la supervivencia libre de progresión de los pacientes. Además, merece destacar que 

entre los pacientes con MS y SMD o SMD/NMP tipo LMMC, la afectación multilineal de la hematopoyesis 

por la mutación de KIT se comportó como el principal factor pronóstico adverso a la hora de predecir la 

supervivencia global de los pacientes, mientras que el tipo de MS (MSA) mostró ser el factor de riesgo 

independiente de mayor peso para predecir una supervivencia libre de enfermedad significativamente más 

corta. 

Conclusiones. En resumen, nuestro trabajo pone de manifiesto que los pacientes con MS–AHNMD 

presentan diferentes patrones genéticos y/o moleculares de evolución clonal, posiblemente relacionados 

con el momento y la célula en los que aparecen dichas alteraciones. Estos diferentes perfiles oncogenéticos 

parecen contribuir a determinar en gran medida, la evolución clínica y biológica de la enfermedad, 

confiriendo la coexistencia en ambas poblaciones de células tumorales de MO de la mutación de KIT y/o de 

las alteraciones genéticas y moleculares asociadas a la AHNMD, un peor pronóstico. De esta manera, el 

estudio simultáneo de los patrones genéticos y moleculares en las distintas poblaciones de células 

tumorales de MO (MS y AHNMD) podría contribuir a un abordaje terapéutico más personalizado de este 

grupo heterogéneo de pacientes.
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ABSTRACT 

In a substantial fraction of systemic mastocytosis (SM) patients, SM coexists with an associated 

clonal hematological non-mast cell (MC) lineage disease (AHNMD). Most SM-AHNMD patients carry 

KIT mutations and AHNMD-associated genetic alterations; however, there is limited information about 

the frequency and clinical impact of the coexistence of both types of genetic/molecular alterations in 

distinct bone marrow (BM) cell compartments. Here we studied 65 SM-AHNMD patients grouped 

into SM-AHNMD cases with: i) unrelated genetic alterations; ii) shared KIT mutation in BM MC and 

AHNMD tumor cells, in the absence of AHNMD-associated genetic alterations in BM MC, and; iii) 

shared AHNMD-associated genetic alterations. Overall, patients with shared AHNMD-associated 

genetic alterations showed a significantly poorer progression-free survival (PFS) and overall survival 

(OS) vs. the other two groups (p<0.01). In addition, the pattern of involvement of BM cell compartments 

other than MC by the KIT mutation and the subtypes of SM and AHNMD, were also relevant prognostic 

factors in the univariate analysis (p<0.01). Multivariate analysis confirmed that the best combination of 

independent prognostic factors for OS and PFS were the pattern of involvement of BM cells by the 

KIT mutation (p<0.001 and p<0.01, respectively) and the oncogenetic subgroup of AHNMD (p=0.02 

and p<0.01, respectively) together or not with the type of AHNMD (HR, 27.9; p<0.001), respectively. 

Thus, in SM-AHNMD patients, the pattern of involvement of SM and AHNMD tumor cell 

compartments by the KIT mutation and AHNMD-associated genetic alterations adds prognostic 

information to that of specific diagnostic subtypes of SM and AHNMD.  

KEY POINTS 

1. SM-AHNMD patients show different oncogenetic profiles with an impact on disease outcome.

2. Coexistence of the KIT mutation and AHNMD-associated genetic markers in BM MC and

AHNMD cells is an adverse prognostic factor in SM-ANMD.
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INTRODUCTION 
 

Systemic mastocytosis (SM) comprises a heterogeneous group of diseases characterized by an 

abnormal accumulation of clonal mast cells (MC) in one or more tissues.1-3. According to their clinical, 

histopathological and biological features, seven different diagnostic subtypes of SM are currently 

recognized by the World Health Organization (WHO), including mild and poor-prognosis variants of the 

disease 1,2. Among the later cases, SM with an associated clonal hematological non-MC lineage disease 

(SM-AHNMD) remains a particularly heterogeneous subgroup which most frequently consists of indolent 

(ISM) or aggressive SM (ASM) associated with a (coexisting) malignant myeloid disease –e.g. acute 

myeloid leukemia (AML) and chronic myelomonocytic leukemia (CMML) 2,4,5-. However, in a significant 

proportion of SM-AHNMD cases, SM also coexists with a lymphoid and/or plasma cell neoplasm 6-11. The 

specific subtypes of SM and AHNMD coexisting in individual patients are currently considered as the most 

relevant prognostic factors.12,13 

Similarly to other diagnostic subtypes of SM, most (>90%) SM-AHNMD patients carry the D816V 

activating KIT mutation14-16. Despite this, previous observations indicate that 17-19 while in some SM-

AHNMD patients the KIT mutation and/or other coexisting genetic alterations are present in both the SM 

and AHNMD cell compartments due to the potential involvement of  a common stem cell, in other cases 

the KIT mutation is restricted to the MC; these findings point out the potential existence of distinct 

underlying molecular pathways for the two coexisting diseases 19,20 which might also potentially contribute 

to explain the heterogeneous clinical behavior of SM-AHNMD, even when considering cases presenting 

with the same subtypes of SM and AHNMD17,21-23. The clonal relationship between the SM and AHNMD 

cell compartments has been previously investigated in a limited number of studies including single case 

reports and a few SM-AHNMD patients series 18,24-28; however, the clinical impact of the distinct 

ontogenetic pathways leading to the development of both diseases, in addition to their specific subtypes, 

still remains to be investigated 14,28-30.  

Here, we report on the clinic-biological, immunophenotypic, genetic and prognostic features of 65 

SM-AHNMD patients classified into three different ontogenetic groups based on the pattern of 
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involvement of BM MC, AHNMD tumor cells and other residual BM cells, by both the KIT mutation and 

AHNMD-associated cytogenetic/molecular alterations. To our knowledge, this is the largest series in which 

the clinical, histopathological and prognostic features of the disease are described for SM-AHNMD 

patients carrying distinct oncogenetic profiles. 
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MATERIALS AND METHODS 
 

Patients and samples. Overall, 65 patients (40 males and 25 females; median age of 63 years, ranging 

from 10 to 87 years) with newly-diagnosed SM-AHNMD, were studied. SM and AHNMD were diagnosed 

and classified according to the WHO2008 criteria 31 (Table 1). For each patient, EDTA-anticoagulated BM 

samples were collected at diagnosis, after informed consent was given by the patient; the study was 

approved by the local Ethics Committee of the two REMA (Spanish Network on Mastocytosis)  centers: 

Instituto de Estudios de Mastocitosis de Castilla-La Mancha (Toledo, Spain) and  Cancer Research  Center 

(University of Salamanca, Salamanca, Spain). Disease progression was defined as progression of SM 

and/or AHNMD to more advanced forms of either one or the two diseases, based on well-established 

criteria32-40. At the moment of closing this study, median follow-up was of 25 months (range:1-217 months) 

and 54% of patients remained alive. 

Cell Purification.  Purification of specific BM cell populations was performed using a FACSAria flow 

cytometer (BD). Prior to sorting, cells were stained with ≥4-color combinations of fluorochrome-

conjugated MAb aimed at specific and simultaneous identification of the different cell populations of 

interest in the sample -e.g. blast/tumor (i.e. AHNMD) cells, maturing neutrophils, monocytic cells, 

nucleated red blood cells (NRBC) and mature lymphocytes-, as previously  described in detail 41,42. The 

purity achieved for the different FACS-sorted cell populations was systematically >97%.  

Interphase fluorescence in situ hybridization (iFISH) and human androgen receptor assay 

(HUMARA) studies.  iFISH studies aimed at detection of t(9;22), t(8;21), inv(16), 11q abnormalities, -

5/del(5q), -7/del(7q), del(20q), trisomy 8, nulisomy Y, trisomy 12, del(17p13.1), del(13q14), t(14q32), 

t(18q21), t(11;14), t(3q27) and del(6q21) were performed on interphase nuclei from different FACS-

purified and methanol/acetic fixed 3/1 (v/v) cell populations. The following panel of Spectrum OrangeTM 

and Spectrum GreenTM DNA probes (Vysis Inc, Downers Grove, IL) was used: LSI BCR/ABL, LSI 

AML1/ETO, LSI CBFB dual color breakapart,(DCBA) LSI MLL DCBA, LSI EGR1/D5S23, D5S721, LSI 

D7S486/CEP7, LSI D20S108, CEP8 (alpha satellite), CEPY (satellite III), CEP12 (alpha satellite), LSI 

ATM, LSI MLL, LSI P53, LSI 13/RB1, LSI D13S25, LSI IgH DCBA, LSI MALT1 DCBA, LSI 
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IgH/CCND1, and LSI BCL6 DCBA DNA probes. Additional DNA probes (Kreatech Diagnostics, 

Amsterdam, The Netherlands) used included the ON 6q21/SE Probe cocktail. Hybridization with 

fluorochrome-labeled FISH probes was performed as recommended by the manufacturer with slight 

modifications 43. Fluorescence signals were evaluated using an Eclipse Ci fluorescence microscope (Nikon, 

Tokyo, Japan) and a 100x oil objective, as previously described 43. 

 In order to determine the pattern of inactivation of chromosome X, FACS-purified BM maturing 

neutrophils, monocytic cells, NRBC, CD34+ hematopoietic precursors (HPC) and mature lymphocytes 

were analyzed using HUMARA, as previously reported 44.  

KIT mutational analysis. The KIT D816V mutation was assessed in genomic DNA from FACS-purified 

cell populations, using a previously described polymerase chain reaction and peptide nucleic acid-clamping 

technique 14,45. 

Statistical methods. For all continuous variables, median values and range were calculated using the 

Statistical Package for the Social Sciences Software (SPSS 23.0, IBM, Chicago, IL); for categorical 

variables, frequencies were used. For categorical and continuous variables, comparisons between two or 

more groups were made using the chi-square test, and either the Student T (for parametric data) or the 

Mann-Whitney U and the Kruskal-Wallis tests (for non-parametric data), respectively. Survival curves 

were plotted according to the method of Kaplan and Meier 46 and compared by the (one-side) log-rank test. 

Based on those variables which had a significant effect on overall survival (OS) and progression-free 

survival (PFS) in the univariate analysis, multivariate Cox proportional-hazard models were built using 

those parameters which showed independent predictive value for OS and PFS, and a forward stepwise 

approach. P-values <0.05 were considered to be associated with statistical significance. 
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RESULTS 
  

Diagnostic subgroups of SM-AHNMD.  The majority of SM-AHNMD cases (58/65; 89%) had SM 

associated with one AHNMD; in the other 7 patients (11%) SM was associated with two AHNMD (Table 

1). Most cases in the former group (48/65; 74%) had SM plus a myeloid AHNMD (Table 1) consisting of: 

i) MDS in 25 cases, (38%); ii) AML in 12 (18%), iii) MDS/myeloproliferative neoplasm (MDS/MPN) in 7, 

(11%) including CMML in 5 (8%), MDS/MPN with eosinophilia (MPNEo) in 1 (2%) and MDS/MPN-

unclassificable (MPN-UC) in the remaining case (2%), and; iv) MPN in 4 cases (6%) -two (3%) 

polycythaemia vera (PV) patients, one (1%) essential thrombocythemia (ET) and one (2%) 

hypereosinophilic syndrome (HES)- (Table 1). In turn, lymphoid AHNMD were less frequently observed 

(17/65 patients; 26%) (Table 1) and included monoclonal gammopathy of undetermined significance 

(MGUS) in 7 (11%) patients, multiple myeloma (MM) in 2 (3%), chronic lymphocytic leukemia (CLL) in 

another 2 (3%) and marginal zone lymphoma (MZL) in 1 patient (2%) (Table 1). In those 7 patients (11%) 

who presented with two AHNMD neoplasms, these consisted of a myeloid plus a lymphoid AHNMD in 4 

cases (6%) -i.e. ET together with MZL, MDS plus MM, CMML with an MGUS and CMML plus MM in 

one patient each- and of two coexisting lymphoid neoplasms in the other 3 patients (5%)- i.e. CLL plus 

MZL in 2 cases (3%) and diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) plus large granular T-cell leukemia (T-

LGL) in one (2%)- (Table 1). According to the WHO2008 classification, 34 patients (52%) had ISM-

AHNMD, 26 (40%) had ASM-AHNMD and 2 (4%) were diagnosed with mast cell leukemia (MCL)-

AHNMD. No significant association was found between the subtypes of SM and AHNMD, except for a 

greater frequency (p=0.05) of CMML in ASM vs ISM cases -6/26 (23%) vs 2/34 (6%)- and a higher 

proportion (p=0.03) of lymphoid AHNMD in ISM vs ASM patients -12/34 (35%) vs 3/26 (12%)-.  

Frequency of KIT mutation and AHNMD-associated genetic alterations in different BM cell 

compartments of SM-AHNMD patients. The KIT D816V mutation was present in BM MC from all SM-

AHNMD patients; in 28/65 cases (43%) it was restricted to MC, while in 37/65 patients (57%) it was 

shared by both MC and AHNMD cells (Table 1 and Supplementary Table 1). In addition, AHNMD-

associated genetic alterations other than the KIT mutation were also detected in 33/65 (51%) SM-AHNMD 

cases. In a subset of these patients (12/33; 36%), the KIT mutation was restricted to BM MC in the absence 
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(in these cells) of AHNMD-associated genetic alterations; in contrast, in another 12/33 cases (36%) BM 

MC and AHNMD cells carried one or more AHNMD-associated cytogenetic alterations in common 

(Supplementary Table 1) together (9/33; 27%) or not (3/33; 9%) with the KIT mutation in both cell 

compartments (Table 2); in the remaining 9 patients (27%) who had AHNMD-associated genetic 

alterations, both BM MC and non-MC compartments, including AHNMD cells, shared the KIT mutation 

but not the AHNMD-associated alterations (Supplementary Table 1).  

In all cases that shared the KIT mutation in BM MC and AHNMD tumor cells, this mutation was 

detected in both BM MC and other myeloid BM cells; additionally, a significant fraction of them - 10/28 

cases (36%)- showed also KIT-mutated BM lymphoid cells (Tables 1 and 2). Interestingly, purified BM 

mesenchymal stem cells (MSC) from 5/6 (83%) SM-AHNMD cases investigated, who carried myeloid 

(n=1) or myeloid plus lymphoid (n=5) involvement by the KIT mutation, showed KIT-mutated MSC. In 

turn, all 12 cases that shared AHNMD-associated genetic alterations in BM MC and AHNMD cells 

(together or not with the KIT mutation) showed involvement of myeloid but not lymphoid residual BM 

cells by such genetic alterations. (Tables 1 and 2 and Supplementary Table 1). Of note, in the majority of 

these patients (7/12; 58%) the KIT mutation was detected in all myeloid and lymphoid BM cell lineages 

analyzed, while AHNMD-associated genetic alterations were restricted to BM AHNMD and myeloid cells, 

but absent in lymphoid cells (Table 2), suggesting the KIT mutation was an earlier event. 

Based on the above patterns of involvement of BM MC, AHNMD tumor cells and other BM myeloid 

and lymphoid cell compartments by the KIT mutation and/or AHNMD-associated genetic alterations, an 

hypothetical model of clonal evolution was built for each individual patient (Figure 1). Altogether, 

individual patient models showed that, while there are cases where the KIT mutation is restricted to BM 

MC (28/65; 43%) and patients with AHNMD-associated genetic alterations restricted to BM AHNMD 

tumor cells (25/65; 39%), in most SM-AHNMD patients either one or the two alterations coexisted in BM 

MC, AHNMD tumor cells and/or other BM cells (37/65; 57%). In the later cases, the KIT mutation almost 

systematically appears to be the first hit, being positive across most myeloid and lymphoid cell populations 

analyzed, while AHNMD-associated genetic changes displayed a more restricted pattern of involvement of 

the different BM myeloid and/or lymphoid compartments (Figure 1 and Table 2).  
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Oncogenetic subgroups of SM-AHNMD. Depending on whether the KIT mutation and/or the AHNMD-

associated genetic alterations were shared or not by BM MC and AHNMD tumor cells, SM-AHNMD 

patients were subclassified into three distinct groups (Table 1): i) SM-AHNMD with unrelated genetic 

alterations in whom the KIT mutation and AHNMD-associated genetic alterations were present in different 

tumor cell compartments (n=25; 39%); ii) SM-AHNMD which shared the KIT mutation (but not AHNMD-

associated genetic alterations) in both BM MC and AHNMD cells (n=28; 43%), and; iii): cases who shared 

AHNMD-associated genetic alterations in BM MC and AHNMD tumor cells, the KIT mutation being 

present (n=7) or absent (n=5) in the later cell population (n=12; 18%). 

Overall, SM-AHNMD cases whose BM MC and AHNMD tumor cells shared the KIT mutation and/or 

AHNMD-associated genetic alterations, more frequently showed myeloid AHNMD (31% vs 69%, p= 

0.04). Interestingly, within these cases the frequency of MDS plus MDS/MPN was also significantly higher 

(25% vs 75%, p=0.03). In turn, AML was more frequently observed among patients who did not have the 

KIT mutation in AHNMD cells -2/12 (17%) vs 10/12 (83%), (p=0.02)-. By contrast, cases who have no 

shared genetic alterations between BM MC and AHNMD cells showed predominance of lymphoid 

AHNMD, in association or not with another myeloid AHNMD (p= 0.03): 10/25 (40%) vs 7/40 (18%) 

cases, respectively (Table 1). 

Clinical and biological features of SM-AHNMD cases grouped according to the pattern of 

involvement of BM cells by the KIT mutation and AHNMD-associated genetic alterations. Overall, 

SM-AHNMD patients who showed AHNMD-associated genetic alterations in both BM AHNMD cells and 

MC at diagnosis, had lower age (p=0.03), lower frequency of skin lesions (p=0.03), lower peripheral blood 

(PB) platelet counts (p=0.05) and higher creatinine serum levels (p<0.01) (Table 3). In contrast, cases who 

had no genetic alterations in common in BM MC and AHNMD tumor cells had a lower frequency of 

splenomegaly (p<0.01), a higher percentage of skin lesions (p=0.03) and anaphylaxis (p<0.01), together 

with lower creatinine (p<0.01) and tryptase serum levels (p=0.03) (Table 3). Cases presenting with the KIT 

mutation in both BM MC and AHNMD cells had intermediate features between the other two groups, more 

closely resembling those of patients who shared AHNMD-associated genetic alterations (Table 3). 
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Most interestingly, SM-AHNMD cases who showed no shared genetic alterations between BM MC 

and AHNMD tumor cells, more frequently had ISM, while ASM was more commonly observed in the 

other two groups of patients (p<0.01) and the two SM-MCL cases had AHNMD-associated genetic 

alterations also in BM MC (Table 3).  

Clinical outcome of SM-AHNMD cases. Overall, PFS and OS progressively decreased from SM-

AHNMD patients who did not share any genetic alterations - median PFS and OS: not reached (NR) - to 

cases that shared the KIT mutation (median PFS and OS: 30 and 48 months, respectively) and patients with 

AHNMD-associated genetic alterations in both BM MC and AHNMD cells (median PFS and OS: 6 and 11 

months, respectively) (p<0.01)  (Table 4 and Figure 2). Of note, differences in PFS and OS rates were 

maintained when the analysis was restricted to patients who had SM associated with a myeloid malignancy 

(p=0.04 and p=0.02 respectively), SM associated with MDS and/or MDS/MPN (p=0.06 and p=0.04, 

respectively) or just to SM-MDS patients (p=0.04 and p=0.02, respectively) (Figure 2). Other prognostic 

factors in the univariate analysis included: the subtype of SM –median PFS and OS of ISM vs ASM/MCL: 

NR vs 13 months (p=0.001) and NR vs 18 months (p=0.005), respectively-, the pattern of involvement of 

BM cells by the KIT mutation -median PFS and OS of MC-restricted vs myeloid vs myeloid plus lymphoid 

involvement of NR vs NR vs 7 months (p=0.007 and 0.001, respectively)- and the type of AHNMD -

median PFS and OS of AML vs MDS plus MDS/MPN vs other AHNMD of 9 vs 21 vs 167 months 

(p<0.001) and 4 months vs 43 months vs NR (p<0.001), respectively)-. 

Multivariate analysis of prognostic factors for the whole patient series showed that the best 

combination of independent variables to predict for OS included the type of AHNMD (AML vs other; HR 

of 27.9, p<0.001), the pattern of involvement of BM cells by the KIT mutation -myeloid plus lymphoid or 

myeloid vs MC-restricted; HR of 23.9 (p≤0.001) and 6.2 (p=0.03), respectively- and the oncogenetic 

subgroup of SM-AHNMD (shared genetic alterations by BM MC and AHNMD cells vs the other groups; 

HR of 5.0, p=0.02). Similarly, the best combination of prognostic factors to predict for PFS included the 

oncogenetic group -shared AHNMD-associated genetic alterations or shared KIT mutation vs the other 

group; HR of 12.1 (p<0.001) and 3.1 (p=0.03), respectively- and the type of AHNMD -AML or CMML vs 

other AHNMD; HR of 5.2 (p<0.001) and 3.2 (p=0.03), respectively-. 
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When multivariate analysis was restricted to SM-MDS plus SM-MDS/MPN patients, the pattern of 

involvement of BM cells by the KIT mutation (myeloid plus lymphoid vs both myeloid and MC-restricted; 

HR of 4.3, p=0.03) emerged as the most powerful independent (adverse) prognostic factor for OS. For this 

specific subgroup of SM-AHNMD patients, the type of SM (ASM vs ISM; HR of 2.8, p=0.04) was the only 

independent predictor for PFS.  
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DISCUSSION 
 

The association of SM with another non-MC hematopoietic neoplasm has been long recognized as a 

common finding among mastocytosis patients, occurring in between 5% to 40% of all SM patients,1,3,17 

such cases being considered by the WHO as a specific poor-prognosis subgroup of SM1. Despite this, SM-

AHNMD still remains a highly heterogeneous diagnostic entity from the clinical, genetic and prognostic 

point of view. In fact, both the SM (e.g.ISM vs AML and MCL) and AHNMD diagnostic components of 

SM-AHNMD patients vary substantially, leading to many different combinations of malignant (e.g. ASM 

or MCL and AML or MDS, respectively) and/or indolent (e.g.ISM and MGUS) disorders2,47. Despite few 

studies have been reported so far in which relatively small series of SM-AHNMD patients are characterized 

in detail, the diagnostic subtypes of both SM and AHNMD are generally considered as the major variables 

that influence disease behavior and patient outcome 12,48 and thereby, the most relevant prognostic factors 

for SM-AHNMD cases5. In turn, at present it is also well-established that SM-AHNMD patients might 

display distinct oncogenetic profiles, even within well-defined categories of SM-AHNMD such as ASM-

MDS 12,19,20,48-52. However, the potential clinical impact and prognostic relevance of the underlying 

oncogenetic pathways, defined by the pattern of involvement of BM MC and AHNMD cells (and other 

non-MC hematopoietic cells) by the KIT mutation and other AHNMD-associated genetic alterations, has 

not been thoroughly investigated.  

Here, we confirmed the presence of distinct oncogenetic profiles in SM-AHNMD patients, based on 

the pattern of involvement of the coexisting hematopoietic tumor cell compartments by the KIT mutation 

and AHNMD-associated genetic alterations. Thus, SM-AHNMD patients could be classified into three 

major oncogenetic groups depending on whether such alterations were shared or not by BM MC and 

AHNMD tumor cells. Of note, the former patterns were more frequently associated with ASM and myeloid 

AHNMD, particularly MDS, MDS/MPN and AML, while the later predominate in patients with ISM and 

lymphoid neoplasms.  

Previous studies indicate that coexistence of SM with AHNMD is not random 13,18,53-56, occurrence of 

an AHNMD being a relatively common finding among SM patients, either at diagnosis or during disease 

progression12,14,48. In addition, recent studies also found a direct relationship between a greater degree of 
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involvement of distinct BM hematopoietic cells compartments 9,13 and MSC 57 by the KIT mutation, and an 

increased risk of progression of ISM to poor-prognosis categories of the disease, including ASM and SM-

AHNMD. Altogether, these findings suggest that the occurrence of the KIT mutation in an early 

hematopoietic stem cell could favor the development of another (typically myeloid) hematological 

malignancy. In line with these findings, here we observed a substantial degree of involvement of BM 

hematopoietic cell compartments other than MC by the KIT mutation, including AHNMD tumor cells, 

particularly among SM-AHNMD patients who had ASM and myeloid malignancies12,18,47,48. Most 

importantly, in a substantial fraction of our cases, BM MC also shared AHNMD-associated genetic 

alterations, frequently together with KIT-mutated AHNMD cells; in these cases, the later genetic alteration 

was associated with a more extended pattern of involvement of BM hematopoiesis, frequently including 

both myeloid and lymphoid cells. Altogether, these findings suggest that in most SM-AHNMD patients 

who show shared genetic alterations, the KIT mutation could occur at an earlier stage of hematopoietic 

development, AHNMD-associated genetic changes emerging later in an already KIT-mutated 

hematopoietic stem cell which is more prone to undergo myeloid than lymphoid differentiation; this could 

contribute to explain the higher frequency of myeloid malignancies in these patients. These findings are in 

contrast with previous in vitro culture observations that suggested SM-AHNMD is a multi-mutated 

neoplasm where the KIT mutation appears to be a late event19. However, these investigations were 

developed in single cell-derived granulocyte-macrophage colonies (CFU-GM) (and not primary single 

tumor cells) from a relatively limited number of SM-AHNMD patients who mostly had SM-MDS/MPN19. 

In line with this, a small fraction of our patients also had KIT mutation restricted to BM MC with 

AHNMD-associated genetic alterations positive in AHNMD cells and KIT-mutated MC. Of note, this later 

pattern was also more frequently observed among AML and high risk MDS cases, and it may lead to an 

earlier development of AHNMD, as reflected by the younger age found here for this patient subgroup.  

Apart from the above two patient groups, a significant proportion of our SM-AHNMD patients, 

showed no genetic markers in common between tumoral BM MC and AHNMD cells, suggesting they had 

two unrelated diseases, in line with previous observations18,20,52. It should be noted however, that we did not 

specifically search for all molecular changes that have been reported to be associated with myeloid 
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malignancies (e.g. MDS and AML) such as NMPM1, ASXL1, TET2, DNMT3A gene mutations19,49-53. So 

far, these later AHNMD-associated molecular markers have not been separately investigated in BM MC 

and AHNMD cells from individual SM-AHNMD patients, further investigations being necessary to 

determine whether in this subset of patients both diseases are in fact ontogenetically independent. Despite 

this, in a significant fraction of those SM-AHNMD patients who shared no genetic alterations, the 

AHNMD corresponded to (some of) the most prevalent (benign/indolent) hematological disorders in the 

elderly such as MGUS, CLL and low-grade lymphomas, in the absence of involvement of the 

hematopoiesis by the KIT mutation. These findings suggest that at least in a substantial fraction of cases, 

both tumor cell types could be genetically unrelated.  

From the clinical point of view, cases who had no genetic/molecular markers in common between BM 

MC and AHNMD cells, more frequently displayed symptoms/signs of disease associated with early forms 

of mastocytosis such as anaphylaxis and skin lesions; in contrast, other SM-AHNMD cases had more 

advanced forms of SM (e.g. ASM and MCL) together with disease features associated with advanced 

disease (e.g. greater serum tryptase levels and creatinine and/or higher frequency of splenomegaly), 

although some of these features could also be related or influenced by the coexisting AHNMD. These 

results are in line with previous observations from our and other groups 9,13,14,44,56,58,59, which demonstrated 

that most ASM and MCL patients display multilineage involvement of BM hematopoiesis by the KIT 

mutation, whereas ISM patients most frequently show a MC-restricted KIT mutational profile, 

independently of the AHNMD9,14,20,44. From the prognostic point of view, our results extend on these 

observations and show that SM-AHNMD cases who share AHNMD-associated genetic alterations and/or 

the KIT mutation by both BM MC and AHNMD tumor cells display a significant poorer outcome than SM-

AHNMD patients in which such genetic alterations are restricted to the AHNMD tumor cell and BM MC 

compartments, respectively. Interestingly, the pattern of involvement of BM MC and AHNMD cells by 

both molecular/genetic alterations emerged as a powerful prognostic factor for both PFS and OS among 

SM-AHNMD patients, independently of the specific subtypes of SM and AHNMD, even when the analysis 

was restricted to the most frequent subtypes of AHNMD (e.g. MDS plus MDS/MPN).  
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In summary, our results confirm the clinical, genetic and prognostic heterogeneity of SM-AHNMD 

and indicate that both disease behavior and patient outcome depend on the underlying oncogenetic profile 

of tumor MC and AHNMD cells, in addition to the specific diagnostic subtypes of SM and AHNMD.  
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FIGURE LEGENDS: 

FIGURE 1: Clonal evolution patterns observed in SM-AHNMD patients according to the distribution of 

the KIT mutation as well as AHNMD-associated cytogenetic/molecular alterations in different BM cell 

compartments. The sequence of acquisition of the KIT D816V mutation and other AHNMD-associated 

cytogenetic/molecular alterations by MC and other non-MC BM cell compartments (from CD34+ HSC to 

the common myeloid and lymphoid precursors, maturing myeloid cells, mast cells and lymphoid cells) is 

shown for the 65 SM-AHNMD patients analyzed. Numbers the small circles represent cases who acquired 

the KIT   mutation and AHNMD-associated genetic/molecular alterations (gray and black areas in the upper 

and lower part of the small circle) at the indicated level. The large pie charts represent the accumulated 

frequency (%) of cases carrying the KIT mutation and AHNMD-associated genetic/molecular alterations at 

each cell differentiation stage.*In 5/6 cases, involvement of bone marrow mesenchymal stem cell (BM 

MSC) was also confirmed, suggesting that in such cases the genetic abnormalities have most probably 

targeted an earlier precursor than the HSC. C-Ly Progenitor, Common lymphoid progenitor; C-My 

Progenitor, common myeloid progenitor; GM cells; maturing neutrophils and monocytic cells; HSC, 

hematopoietic stem cell. 

FIGURE 2: Progression-free survival (left panels) and overall survival (left panels) of SM-AHNMD 

patients grouped according to the pattern of involvement of BM MC and other non-MC hematopoietic cell 

compartments by the KIT  mutation and other AHNMD-associated cytogenetic/molecular alterations. 

Numbers indicate median survival in months (95% confidence interval).     No genetic/molecular alteration 

shared.        Shared KIT mutation.       Shared AHNMD associated cytogenetic/molecular alteration w/o KIT 

mutation.    
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Table 1. Distribution of SM-AHNMD cases according to the pattern of involvement of BM MC and other BM non-MC 
hematopoietic cell compartments by the KIT mutation and other AHNMD-associated cytogenetic/molecular alterations. 

Subtype of AHNMD TOTAL 
(n=65) 

Pattern of involvement of BM MC and other non-
MC hematopoietic cell compartments by the KIT 

mutation and AHNMD-associated genetic alterations 
No genetic 
alterations 

shared 
(n=25) 

Shared KIT 
mutation 

(n=28) 

Shared AHNMD-
associated genetic 

alterations 
(n=12)a 

P 

AHNMD of myeloid   
origin 48/65 (73%) 15/25 (60%) 22/28 (78%) 11/12 (92%) *0.04

AML 12/65 (18%) 5/25 (20%) 2/28 (7%) 5/12 (42%) 0.05 ; *0.02 

MDS  25/65 (38%) 7/25 (28%) 13/28 (46%) 5a/12 (42%) NS 

MDS/MPN1 7/65 (11%) 1/25 (4%) 5/28 (18%) 1/12 (8%) *0.05

MPN2 4/65 (6%) 2/25 (8%) 2/28 (7%) 0/12 (0%) NS
AHNMD of lymphoid 
origin 10/65 (16%) 7/25 (28%) 3/28(11%) 0/12 (0%) 0.05  ; ***0.03 

B-CLPD or T-CLPD 3/65 (5%) 2/25 (8%) 1/28(4%) 0/12 (0%) NS 

MGUS 7/65 (11%) 5/25 (20%) 2/28(7%) 0/12 **0.05 
Multiple myeloid and/or 
lymphoid AHNMD 7/65 (11%) 3/25 (12%) 3/28 (11%) 1/12 (8%) NS 

B-CLPD +  B-CLPD3 2/65 (3%)  2/25 (8%) 0/28 0/12 (0%) NE 

B-CLPD + T-CLPD4 1/65 (1.5%) 0/25 1/28(4%) 0/12 (0%) NE 

B-CLPD + MPN5 1/65 (1.5%) 1/25 (4%) 0/28 0/1 (0%) NE 

MDS/MPN  + MGUS 1/65 (1.5%) 0/25 1/28(4%) 0/1 (0%) NE 

MDS + MM6 1/65 (1.5%) 0/25 1/28(4%) 0/1 (0%) NE 

MDS/MPN  + MM 1/65 (1.5%) 0/25 0/28 1/12 (8%) NE 
AML, acute myeloid leukemia;  ANHMD, associated clonal hematological non-mast cell lineage disease; B-CLPD, B-cell chronic 
lymphoproliferative disorder;  MDS, myelodysplastic syndrome; MDS/MPN myelodysplastic syndrome/myeloproliferative 
neoplasm; 1Chronic myelomonocytic leukemia (CMML), 5 cases; myeloproliferative neoplasm with eosinophilia (MPNEo),  1 case; 
unclassified myeloproliferative neoplasm (MPN-UC), 1 patient; MGUS, monoclonal gammopathy of undetermined significance 8 
cases; MM, multiple myeloma 2 cases; 2polycythemia vera (PV), 2 cases; essential thrombocythemia (ET), 1 case; hypereosinophilic 
syndrome (HES)  1 patient; T-CLPD, T-cell chronic lymphoproliferative disorder; SM, systemic mastocytosis; 3 Chronic 
lymphocytic leukaemia (CLL) + marginal zone B cell lymphoma (MZL) 2 cases; 4Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) + large 
granular T cell leukemia/lymphoma (LGL), 1 case; 5ET + MZL,1 case;  a3 cases showed KIT mutation restricted to MC but MC 
showed MDS genetic markers of clonality.  * Shared KIT mutation group vs the other two groups.  ** Shared AHNMD-associated 
genetic alterations group vs the other two groups.  ** No shared genetic alterations group vs the other two groups. NE: not evaluable 
due to the low number of cases/group.  NS, no statistically significant differences found for all group comparisons (p>0.05). 
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Table 2. Distribution of the KIT mutation and AHNMD-genetic alterations detected in BM MC, AHNMD tumor cells and different non-MC BM cell compartments in 
SM-AHNMD patients (n=65). 

Patient 
code 

SM-AHNMD 
subgroups Diagnosis 

MC ANHMD 
tumor cells 

Myeloid cells Lymphoid 
cells MSC 

CD34+ Neutrophils Monocytes NRBC 
KIT AHNMD* KIT AHNMD KIT AHNMD KIT AHNMD KIT AHNMD KIT AHNMD KIT AHNMD KIT 

1 

No genetic 
alteration shared  

SM-AML + - - - - - - - - - - - - - NA 
2 SM-AML + - - - - - - - - - - - - - NA 
3 SM-AML + - - - - - - - - - - - - - NA 
4 SM-AML + - - - - - - - - - - - - - NA 
5 SM-AML + - - - - - - - - - - - - - NA 
6 SM-MDS + - - + - + - + - - - - - - NA 
7 SM-MDS + - - - - - - - - - - - - - NA 
8 SM-MDS + - - - - - - - - - - - - - NA 
9 SM-MDS + - - + - + - + - + - + - - NA 

10 SM-MDS + - - - - - - - - - - - - - NA 
11 SM-MDS + - - - - - - - - - - - - - NA 
12 SM-MDS + - - - - - - - - - - - - - NA 
13 SM-CMML + - - - - - - - - - - - - - NA 
14 SM-TE + - - - - - - - - - - - - - NA 
15 SM-PV + - - - - - - - - - - - - - NA 
16 SM-MGUS + - - + - - - - - - - - - - NA 
17 SM-MGUS + - - + - - - - - - - - - - NA 
18 SM-MGUS + - - + - - - - - - - - - - NA 
19 SM-MGUS + - - + - - - - - - - - - - NA 
20 SM-MGUS + - - + - - - - - - - - - - NA 
21 SM-CLPD + - - + - - - - - - - - - - NA 
22 SM-CLPD + - - + - - - - - - - - - - NA 
23 SM+ET+MZL + - - + - + - + - - - + - - NA 
24 SM+CLL+MZL + - - + - - - - - - - - - - NA 
25 SM+CLL+MZL + - - + - - - - - - - - - - NA 
26 

Shared 
 KIT mutation 

SM-AML + - + - + - + - - - - - - - NA 
27 SM-MDS + - + + + + + + + + + + - - NA 
28 SM-MDS + - + + + + + + + + + + - - NA 
29 SM-MDS + - + - + - + - + - + - - - NA 
30 SM-MDS + - + - + - + - + - + - - - NA 
31 SM-MDS + - + - + - + - + - + - - - NA 
32 SM-MDS + - + - + - + - + - + - - - NA 
33 SM-MDS + - + - + - + - + - + - - - NA 
34 SM-CMML + - + - + - + - + - + - - - NA 
35 SM-CMML + - + - + - + - + - + - - - NA 
36 SM-CMML + - + - + - + - + - + - - - NA 
37 SM-CMML + - + - + - + - + - + - - - NA 
38 SM-PV + - + - + - + - + - + - - - NA 
39 SM-HES + - + - + - + - + - + - - - NA 
40 SM-MGUS + - + + + - + - + - + - - - NA 
41 SM-MGUS + - + + + - + - + - + - - - NA 
42 SM-CLPD + - + + + - + - + - + - - - NA 
43 SM+MGUS+CMML + - + + + - + - + - + - - - NA 
44 SM-AML + - + + + + + + + - + - + - +
45 SM-MDS + - + - + - + - + - + - + - NA 
46 SM-MDS + - + - + - + - + - + - + - NA 
47 SM-MDS + - + - + - + - + - + - + - NA 
48 SM-MDS + - + + + + + - + - + - + - +
49 SM-MDS + - + + + - + + + - + + + - NA 
50 SM-MDS + - + - + - + - + - + - + - NA 
51 SM-CMML + - + - + - + - + - + - + - NA 
52 SM+DLBCL+LGL + - + - + - + - + - + - + - +
53 SM+MM+ SMD + - + - + - + - + - + - + - - 
54 

Shared 
 AHNMD-
associated  

genetic 
alteration 

SM-AML + + - + - + - + - + - + - - NA 
55 SM-MDS + + - + - + - + - + - NA - - NA 
56 SM-AML + + + + + + + + + + + + - - NA 
57 SM-AML + + + + + + + + + + + + - - NA 
58 SM-MDS + + - + - + - + - + - + - - NA 
59 SM-AML + + + + + + + + + NA + - + - NA 
60 SM-AML + + + + + + + + + + + + + - + 
61 SM-MDS + + + + + + + + + - + - + - NA 
62 SM-MDS + + + + + + + + + - + - + - NA 
63 SM-MDS + + + + + + + + + + + + + - + 
64 SM-CMML + + + + + + + + + + + - + - NA 
65 SM+MM+CMML + + + + + + + + + + + + + - NA 

TOTAL 
65/65 
(100%) 

12/65 
(18%) 

38/65 
(59%) 

33/65 
(51%) 

38/65 
(59%) 

19/65 
(29%) 

38/65 
(59%) 

19/65 
(29%) 

38/65 
(59%) 

12/64 
(19%) 

37/65 
(57%) 

12/64 
(19%) 

18/65 
(28%) 0 5/6 

(83%) 
AML, acute myeloid leukemia; ANHMD, associated clonal hematological non-mast cell lineage disease; CLL, Chronic lymphocytic leukaemia; CLPD, chronic 
lymphoproliferative disorder; CMML, chronic myelomonocytic leukemia; DLBCL, diffuse large B-cell lymphoma; ET, essential thrombocythemia; HES, 
hypereosinophilic syndrome; LGL, large granular T cell leukemia/lymphoma; MDS, myelodysplastic syndrome; MGUS, monoclonal gammopathy of undetermined 
significance; MM, multiple mieloma; MSC, mesenchymal stem cell; MZL, marginal zone B cell lymphoma;  PV, polycythemia vera; SM, systemic mastocytosis; NA, 
not analyzed. *AHNMD-associated genetic alteration. 
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Table 3. SM-AHNMD: clinical and biological disease features of the disease at diagnosis according to the pattern of involvement of 
BM MC and other non-BM MC hematopoietic cell compartments by the KIT mutation and other AHNMD-associated 
cytogenetic/molecular alterations 

Clinical and laboratory parameters 

Pattern of involvement of BM MC and other non-MC 
hematopoietic cell compartments by the KIT mutation and 

AHNMD-associated genetic alterations 

No genetic 
alterations shared 

(n=25) 

Shared KIT mutation 
(n=28) 

Shared AHNMD-
associated genetic 

alterations 
(n=12) 

P 

Demographics and clinical findings 
Age 62 ±15 (25-82) 63 ± 12 (40-87) 53 ± 17 (10-72) 0.05/ ** 0.03 
Sex  (male/female) 13/12 (52%/48%) 20/8 (71%/29%) 7/5 (58%/42%) NS 
Constitutional symptoms  8/24 (33%) 6/28 (21%) 5/11 (46%) NS 
Fever  2/21 (9%) 7/24 (29%) 5/11 (46%) NS 
Lymphadenopathies 0/19 (0%) 5/21 (24%) 1/11 (9%) NS 
Splenomegaly 6/24 (25%) 17/25 (68%) 5/11 (46%) <0.01 
Hepatomegaly  1/19 (8%) 8/24 (33%) 3/11 (27%) NS 
Skin lesions  12/21 (57%) 9/23 (39%) 1/11 (10%) 0.03 
Anaphylaxis  6/14 (43%) 0/23 (0%) 0/11 (0%) <0.01 
Anemia (<100g/L) 4/21 (19%) 14/28 (50%) 6/12 (50%) NS 
Thrombocytopenia (<100 x 109/L) 7/19 (37%) 12/26 (46%) 7/12 (58%) NS 

Laboratory parameters1 
Hb (g/L) 123 ± 19 (88-154) 115 ± 29 (54-188) 111 ± 20 (82-150) NS 
WBC (x109/L) 91 ± 68 (16-225) 134 ± 19 (19-963) 189 ± 23 (21-791) NS 
N. of platelets (x109/L) 205 ± 173 (24-725) 143 ± 99 (12-356) 95 ± 60 (14-197) 0.05 
Serum LDH (IU/mL) 326 ± 316 (85-1450) 324 ± 208 (114-1130) 363 ± 206 (116-790) NS 
Serum ß-2microglobulin (µg/mL) 2.3 ± 0.8 (0.9-3.8) 4.1 ±2.9 (0.6-12.8) 5.5 ± 5.5 (1.9-18.7) NS 
Serum CRP (mg/L) 5.4 ± 3.7 (0.5-11.1) 18.1 ± 19.3 (3.0-66.1) 17.6 ± 34.2 (0.1-87) NS 
Serum creatinine  (mg/dL) 0.86 ± 0.17 (0.6-1.2) 0.98 ± 0.38 (0.6-2.3) 7.6 ± 20.4 (0.5-62) ** <0.01 
Serum tryptase (ng/mL) 71 ± 73 (8.1-232) 226 ± 278 (12.6-1328) 242 ± 190 (19-598) * 0.03

Subtype of SM # 
ISM (n=34) 19/34 (56%) 11/34 (32%) 4/34 (12%) 

<0.01 ASM (n=26) 3/26 (12%) 17/26 (65%) 6/26 (23%) 
MCL(n=2) 0/2 (0%) 0/2 (0%) 2/2 (100%) 

Patient outcome 
% Deaths 6/21 (29%) 13/23 (57%) 7/9 † (78%) 0.03 
Median PFS2 (95% confidence interval) NR  (0-167) 30 (0-138) 6  (0-21) <0.01 
Median OS2 (95% confidence interval) NR (0-217) 48 (0-138) 11 (1-24) <0.01 

Results expressed as number of cases from all cases in the corresponding patient group and percentage between brackets, or 1 as mean ± one standard 
deviation (SD) unless otherwise specified. ANHMD, associated clonal hematological non-mast cell lineage disease; SM, systemic mastocytosis; 
WBC, white blood  cell count;  ASM, aggressive systemic mastocytosis;  CRP, C-reactive protein; Hb, hemoglobin; ISM, indolent systemic 
mastocytosis;  LDH,  lactate dehydrogenase ; MCL, mast cell leukemia;   NR, not reached; 2OS, overall survival expressed in months; 1PFS, 
progression-free survival expressed in months. †Excluding from the comparison three cases that showed the KIT mutation restricted to MC while 
MC shared the same cytogenetic abnormality than myeloid BM cells involved in the AHNMD, all three cases, remaining alive at the moment of 
closing this study. # 3 SM cases could not be classified as ISM, ASM or MCL. *No genetic alterations shared vs the other two groups. ** Shared 
AHNMD-associated genetic alterations vs the other two groups. NS, no statistically significant differences found for all group comparisons (p>0.05). 
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La producción de células hematopoyéticas humanas constituye un proceso esencial para la vida, al 

estar destinado entre otros objetivos, a la producción de: i) las células que han de transportar el oxígeno a 

todos los tejidos, ii) las células encargadas de vigilar la integridad de los vasos sanguíneos y iii) las células 

inmunes responsables a la vez, de proteger el organismo de agentes extraños (p.ej. infecciosos) y de facilitar 

la reparación y regeneración de tejidos dañados112,113,205. Esto requiere que mediante la hematopoyesis se 

produzcan una gran variedad de células maduras funcionalmente distintas112,113,205.  

Desde hace tiempo se conoce que la renovación del tejido hematopoyético está basada en un 

proceso de reposición continua de células maduras, a partir de un número relativamente reducido de 

células madre totipotenciales con capacidad de i) autorrenovarse y mantener un pool estable de 

progenitores, y ii) diferenciarse a distintas líneas celulares generando un número importante de elementos 

maduros de cada uno de los distintos compartimientos de células hematopoyéticas linfoides y 

mieloides112,113,205,593-596. Hoy día conocemos en detalle los procesos de diferenciación hematopoyética, 

especialmente en lo que hace referencia a los patrones (característicos) de expresión de proteínas 

asociadas a cada línea celular y sus estadios madurativos120,597-599. Sin embargo, los momentos concretos 

del proceso madurativo asociados a una expansión numérica (proliferación) de las células de una misma 

línea celular, así como los posibles cambios en la tasa proliferativa relativa de cada compartimiento de 

células hematopoyéticas que ocurren en procesos reactivos frente a MO normal, siguen siendo en gran 

medida desconocidos. 

Ante estos antecedentes, nos planteamos como primer objetivo de este trabajo doctoral analizar el 

impacto que tienen las citopenias secundarias (no clonales) sobre la proliferación de distintos 

compartimientos de células hematopoyéticos de MO. Con ello podríamos establecer un marco de referencia 

de la proliferación de los distintos compartimientos de células hematopoyéticas, tanto en MO normal como 

en MO reactiva, que permitiese definir en una etapa posterior y de forma precisa, la posible existencia de 
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alteraciones proliferativas en dichos compartimientos celulares en MO de pacientes con SMD y LMA. Este 

último aspecto, ha constituido el segundo objetivo específico del presente trabajo. 

En términos generales, actualmente se considera que el origen de la gran mayoría de las hemopatías 

malignas mieloides, incluyendo los SMD, las NMP, MS y LMA, tendría lugar en una célula stem 

hematopoyética genéticamente alterada229,291,293,323,324,373,446,453,454,600-602. Dependiendo del tipo de 

anomalías genéticas y/o moleculares adquiridas, de los patrones de alteraciones acumuladas, de su 

secuencia de adquisición, y de la célula concreta en la que ocurren, la enfermedad se manifestaría de forma 

distinta, incluyendo en ocasiones, formas asociadas a la transformación/progresión de una neoplasia 

hematológica en otra hemopatía distinta121,371,372,381,603-608. Pese a la gran heterogeneidad genética y 

fenotípica de las hemopatías malignas mieloides, en común, estos pacientes suelen presentar alteraciones 

madurativas de uno o más compartimientos celulares, asociados con frecuencia a desequilibrios numéricos 

entre distintos compartimientos de células maduras e inmaduras, y a la presencia de patrones anormales 

de expresión proteica121,371,372,381,603-608. Es decir, la presencia de alteraciones genéticas en hemopatías 

malignas mieloides se traduce con frecuencia, en bloqueos madurativos –p.ej. acúmulo de blastos–, 

defectos de producción celular –p.ej. citopenias– y fenotipos aberrantes291,438,453,454,604-606,609-612. Mientras 

que en los últimos años se ha avanzado de forma notable en el conocimiento y definición de las alteraciones 

genéticas (y de las anomalías fenotípicas) asociadas a SMD, el conocimiento disponible acerca del impacto 

de estas alteraciones en la proliferación de los diferentes compartimientos hematopoyéticos de MO, sigue 

siendo limitado. Más aún, queda sin aclarar si el desarrollo de diferentes hemopatías mieloides está 

asociado a la afectación específica de diferentes compartimientos celulares y su distribución relativa, si está 

asociada con alteraciones genéticas concretas y/o con diferentes vías de evolución clonal que pudieran 

contribuir incluso a explicar el desarrollo y aparición secuencial de diferentes tipos de hemopatías en un 

mismo individuo.  

En este sentido, merece destacar que desde hace tiempo se conoce que las LMA pueden 

desarrollarse sobre una hemopatía mieloide previa (SMD, NMP o MS) o aparecer “de novo”, lo cual apoyaría 

la hipótesis de la existencia de al menos dos vías distintas (una directa y otra indirecta) de desarrollo de la 

LMA229,291,293,446,453-455.  
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La disponibilidad de nuevas herramientas y tecnologías para el estudio detallado del genoma 

humano, ha permitido demostrar la presencia de alteraciones genéticas asociadas a hematopoyesis clonal 

en adultos aparentemente sanos –hematopoyesis clonal de significado indeterminado (CHIP)–

incrementándose su frecuencia de forma significativa con la edad229,230,235,309. Estos hallazgos sugieren que, 

con más frecuencia de lo esperado, las hemopatías malignas mieloides, como por ejemplo la LMA, podrían 

desarrollarse sobre una hematopoyesis ya de por sí alterada genéticamente, pero que ha pasado 

desapercibida al no estar asociada a citopenias y/u otros signos o signos de la enfermedad230,235,309,310,314. 

Sin embargo, en el momento de iniciar este trabajo se desconocía con qué frecuencia esto podría ocurrir, 

especialmente entre adultos con LMA o leucemia aguda de fenotipo mixto (MPAL) “de novo”. 

Dado que en la literatura se encuentran bien definidos los perfiles fenotípicos aberrantes asociados 

a SMD y LMA589,590,603,613,614, nos planteamos como tercer objetivo, analizar su posible asociación con la 

existencia de alteraciones genéticas en las células hematopoyéticas residuales de MO de adultos con LMA 

“de novo” estudiadas al diagnóstico. Con ello podríamos definir, además: i) la frecuencia con la que una LMA 

que aparentemente surge “de novo” sobre una hematopoyesis “normal”, en realidad lo hace sobre una 

hematopoyesis de base ya alterada, y; ii) en qué medida las células blásticas de la LMA comparten las 

mismas alteraciones genéticas que presentan dichos compartimientos de células hematopoyéticas 

residuales clonales.  

En este momento estaríamos en condiciones de abordar, como último objetivo del trabajo, el 

análisis de la secuencia de aparición de dichas alteraciones de forma que se pudieran identificar vías de 

evolución clonal asociadas a la transformación maligna de hemopatías mieloides. Para ello necesitábamos 

de un modelo en el que pudiéramos definir el tipo y grado de relación genética existente entre distintos 

compartimientos de células tumorales afectadas que coexisten en un mismo paciente. 

Un modelo idóneo para el estudio del posible desarrollo de una LMA sobre una hematopoyesis 

clonal, lo representaría la MS. Pese a que la gran mayoría de los pacientes con MS presenta una enfermedad 

clínicamente indolente y con una esperanza de vida similar a la de la población general514,515, en un 

porcentaje significativo de los casos (5-10%) la enfermedad progresa a formas agresivas (p.ej. MSA o 
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leucemia de mastocitos), SMD, SMD/NMP y LMA514,515,520,523,527,549. Al tratarse de una neoplasia que presenta 

una alteración genética prácticamente universal y específica como es la mutación de KIT, y que con 

frecuencia muestra afectación clonal de toda la hematopoyesis46,47 asociada a manifestaciones clínicas que 

abocan a un diagnóstico temprano de la misma (p.ej. lesiones cutáneas visibles o crisis anafilácticas), 

incluso durante el periodo neonatal, resulta fácil entender que esta neoplasia constituye un modelo 

interesante para el estudio de la génesis y transformación maligna de las hemopatías mieloides. Por todo 

ello, para el último objetivo de este trabajo seleccionamos la MS–AHNMD como modelo de enfermedad que 

permitiese conocer la distribución de distintas alteraciones genéticas en diferentes compartimientos de 

células mieloides tumorales y las posibles vías de evolución clonal subyacentes. 

1. Distribución de distintos compartimientos de células hematopoyéticas de MO normal y

reactiva a lo largo de las distintas fases del ciclo celular.

La distribución de distintos compartimientos de células normales y leucémicas en las diferentes

fases del ciclo celular (G0-G1 vs S+G2/M), constituye un parámetro que habitualmente refleja de forma 

fidedigna la tasa proliferativa global de dichas células615. Estudios previos han demostrado que la tasa 

proliferativa de las células tumorales de pacientes con diferentes hemopatías malignas como síndromes 

linfoproliferativos crónicos B (SLPC-B), mieloma múltiple (MM), LLA y LMA616-620 es muy variable, 

asociándose, dentro de cada una de estas enfermedades, una mayor tasa proliferativa de las células 

tumorales a un peor pronóstico621-624. Sin embargo, en el momento de iniciar este trabajo, no existían 

estudios en los que se proporcionasen valores de referencia de normalidad en lo que a la tasa proliferativa 

de los diferentes compartimientos de células hematopoyéticas de MO de sujetos sanos se refiere, siendo 

este conocimiento imprescindible para poder evaluar la posible alteración de la tasa proliferativa de 

distintos compartimientos tumorales de cualquier hemopatía maligna.  

En términos globales, nuestros resultados confirman los hallazgos preliminares de otros grupos y 

muestran que en MO normal, los precursores eritroides, junto con los progenitores CD34+, constituyen los 

dos compartimientos de células hematopoyéticas que presentan mayor tasa proliferativa617. Por el 
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contrario, los linfocitos, al ser en su mayoría células terminalmente diferenciadas, muestran un bajo índice 

de proliferación617. A su vez, las células de línea monocítica y los precursores de granulocito neutrófilo de 

MO, presentaron una tasa proliferativa intermedia, respecto a las demás poblaciones celulares de MO 

normal y reactiva.  

En general, nuestros resultados mostraron también una gran similitud en la tasa proliferativa de 

los diferentes compartimientos celulares de MO normal y MO de adultos con citopenias reactivas. No 

obstante, un estudio más detallado de los distintos compartimientos madurativos de línea de granulocito 

neutrófilo, puso de manifiesto un incremento significativo de la tasa proliferativa de las células más 

maduras de este compartimiento celular en MO reactivas (vs normal), a expensas de un descenso de la tasa 

proliferativa en los estadios más inmaduros de precursor mieloide CD34+. Estos hallazgos podrían reflejar 

la posible existencia de una respuesta medular ante citopenias periféricas, asociada a una producción 

acelerada de formas maduras e inmunocompetentes de granulocito neutrófilo, a expensas de una menor 

expansión de los precursores más inmaduros (CD34+) de otras líneas. En resumen, nuestros resultados 

muestran que es factible analizar la distribución de diferentes compartimientos celulares de MO mediante 

citometría de flujo y que, salvo pequeñas excepciones, la tasa proliferativa de dichos compartimientos 

celulares es similar en MO normal y reactiva. Estos hallazgos abren la posibilidad de identificar alteraciones 

en la tasa proliferativa de distintos compartimientos celulares de MO, que pudieran ser específicas de 

pacientes que presentan citopenias de naturaleza clonal asociadas por ejemplo a SMD, aspecto en el que 

hemos centrado el siguiente objetivo específico de este trabajo. 

2. Distribución de distintas poblaciones de células hematopoyéticas de MO de pacientes con

SMD y LMA a lo largo de las distintas fases del ciclo celular.

Tanto los SMD como las LMA, constituyen grupos de hemopatías malignas mieloides biológica y

clínicamente muy heterogéneos, en los que resulta difícil predecir el comportamiento clínico y la evolución 

de la enfermedad, incluso cuando se hace uso de los modelos de clasificación diagnóstica y estratificación 

pronóstica disponibles601,625-633. Por este motivo, resulta necesario identificar nuevos parámetros capaces 
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de mejorar los modelos predictivos y así, contribuir a un adecuado manejo clínico y terapéutico, adaptado 

a cada paciente 315,316,331,539,634-642. En este sentido, estudios previos han identificado múltiples parámetros 

que, como las cifras de hemoglobina, el número de citopenias y/o las necesidades transfusionales316,643,644 

tienen valor pronóstico en los SMD. Aunque se trata de parámetros dinámicos que reflejan, por ejemplo, la 

tasa de producción de células eritroides, hasta la fecha no existe en nuestro conocimiento ningún estudio 

en el que se analice el índice de proliferación de los distintos compartimientos de células hematopoyéticas 

de MO de pacientes con SMD y su posible impacto pronóstico, aspecto que ha centrado la atención del 

segundo objetivo de este trabajo doctoral.  

En términos generales, en consonancia con otros (dos) trabajos previos, nuestros resultaron 

mostraron que la proliferación global del compartimiento de células de MO de pacientes con SMD estaba 

significativamente incrementada respecto a la observada en MO normal/reactiva y en la MO de pacientes 

con LMA 645,646. Globalmente, este incremento se producía sobre todo a expensas de un aumento de la tasa 

proliferativa de los estadios de maduración más avanzados de los precursores de granulocito neutrófilo 

(CD11b+), lo que probablemente refleja un intento de producir un mayor número de neutrófilos maduros 

en respuesta a las citopenias periféricas, con el fin de mantener las cifras de los mismos en SP. Sin embargo, 

un estudio más detallado de la proliferación de las diferentes poblaciones celulares de MO de pacientes con 

SMD estratificados según su riesgo pronóstico, puso de manifiesto que, mientras que los SMD de bajo riesgo 

presentaban un incremento significativo de la proliferación celular a expensas de las poblaciones de 

precursores CD34+ no linfoides, de granulocito neutrófilo y de los precursores eritroides, en los SMD de 

alto riesgo y la LMA, el aumento de la proliferación celular global tiene lugar exclusivamente a expensas de 

la población de precursores maduros de granulocito neutrófilo CD11b+, mostrando incluso las demás 

poblaciones celulares de MO, un descenso significativo en su tasa proliferativa. Estos hallazgos en pacientes 

con SMD de alto riesgo y LMA podrían estar relacionados con el incremento de la metilación de algunos 

genes asociados a la proliferación y maduración hematopoyética, que en condiciones normales y en 

pacientes con SMD  de bajo riesgo (genes no metilados) favorecen la proliferación celular y diferenciación 

mieloide222,322,647-649. De igual manera, la mayor tasa proliferativa observada en pacientes con SMD de bajo 

riesgo podría deberse a la sobreexpresión en estos pacientes, de genes reguladores del ciclo celular (p.e. 
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ciclinas B, C, D1 y D2), genes que a su vez están infraexpresados en pacientes con SMD de alto 

riesgo222,646,650,651. Por otro lado, al igual que sucede en MO reactiva, el incremento proliferativo de los 

estadios madurativos más avanzados de los precursores de granulocito neutrófilo de MO tanto en pacientes 

con SMD de bajo riesgo como en SMD de alto riesgo probablemente refleja, ante la existencia de 

neutropenia, un intento compensatorio de producir un mayor número de células a través de un incremento 

anormalmente elevado de la capacidad proliferativa de los precursores más diferenciados652. En cambio, el 

descenso de la tasa proliferativa, sumado al bloqueo madurativo de los precursores más inmaduros, sería 

un hallazgo característico de los SMD de alto riesgo y podría deberse a la aparición de nuevas alteraciones 

genéticas asociadas a un descenso progresivo de la producción de citocinas y factores de crecimiento por 

parte del micromedioambiente medular y/o a una falta de respuesta de la propia célula tumoral inmadura 

a dichos estímulos323,354,373,577. En este sentido, el incremento del porcentaje de progenitores mieloides 

granulocíticos (CD34+ cyMPO+) y eritroides (CD34+/CD36+/CD123+débil) dentro de los precursores CD34+ 

de MO se ha relacionado con SMD de bajo riesgo, mientras que su descenso (o ausencia) se ha asociado a 

SMD de alto riesgo373. Estos hallazgos indicarían que el incremento de la tasa de producción (índice 

proliferativo) de los progenitores CD34+ mieloides de línea de granulocito neutrófilo y eritroide, detectable 

ya desde los estadios más tempranos (CD34+) de la diferenciación hematopoyética, podría constituir un 

reflejo del mecanismo de compensación por parte de la MO, de producir un mayor número de neutrófilos 

y eritrocitos para mantener la homeostasis de las cifras periféricas de ambos tipos celulares. Por el 

contrario, la disminución de la tasa proliferativa de los progenitores mieloides y eritroides podría reflejar 

de forma precoz, la progresión de SMD de bajo riesgo a SMD de alto riesgo y LMA132,373,653. De igual modo, 

serían indicadores de progresión de SMD de bajo riesgo a SMD de alto riesgo, la adquisición de alteraciones 

genéticas adicionales y de patrones anómalos de hipermetilación génica en los progenitores inmaduros 

CD34+ y los precursores tempranos de diferentes líneas hematopoyéticas, al limitar su capacidad de 

proliferación y diferenciación 132,373,647,652,654. A su vez, el descenso significativo de la tasa proliferativa de 

las diferentes poblaciones celulares de MO, excepto la de los precursores de granulocito neutrófilo más 

diferenciados, podría reflejar también, una pérdida de respuesta a los estímulos de proliferación y 

diferenciación proporcionados por el micromedioambiente tumoral655-657. De hecho, en pacientes con 
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SMD/NMP como la LMMC, los patrones de proliferación de los diferentes compartimientos de precursores 

hematopoyéticos de MO se asemejaron a los observados en SMD de bajo riesgo; la única excepción la 

constituían los precursores monocíticos, que en pacientes con LMMC mostraban un incremento 

significativo de su tasa proliferativa respecto a otros SMD. Hallazgos previos sugieren que la 

sobreexpresión de proteínas moduladoras del ciclo celular como la ciclina D1, podría ser en parte 

responsable de este perfil proliferativo tan característico de la LMMC646.  

En conjunto, nuestros resultados sugieren que el descenso progresivo de la tasa proliferativa de los 

diferentes compartimientos de precursores hematopoyéticos de MO se asociaría a estadios más avanzados 

de la enfermedad y a un mayor riesgo de progresión a LMA. Esto podría ser debido a que los progenitores 

más inmaduros de MO de pacientes con SMD de bajo riesgo conservan la capacidad de diferenciarse y 

madurar, mientras que en estadios más avanzados de la enfermedad, incluyendo la LMA, estas células 

serían incapaces de diferenciarse, perdiendo además su capacidad proliferativa, lo cual originaría un 

acúmulo progresivo de los mismos en MO, asociado a la aparición de nuevas alteraciones genéticas y 

epigenéticas que potencialmente les confieren una mayor supervivencia y pérdida de respuesta a los 

estímulos apoptóticos.  

Ante estos resultados, cabía plantearse si la disminución de la tasa proliferativa de los distintos 

precursores de MO se correlaciona también con otros factores pronósticos conocidos. En este sentido, 

observamos que la disminución de la tasa proliferativa de los precursores CD34+ y de los precursores 

eritroides, se asociaban de forma especial, con factores pronósticos adversos, incluyendo un mayor número 

y severidad de las citopenias (anemia y trombocitopenia), niveles más elevados de LDH, incremento de las 

necesidades transfusionales, alteraciones citogenéticas de mal pronóstico, y una evolución 

significativamente más desfavorable (disminución de la supervivencia global, asociada a un mayor riesgo 

de transformación a LMA). Merece destacar que estas asociaciones se mantenían, incluso cuando 

considerábamos de forma separada los pacientes con SMD de bajo y de alto riesgo. Más aún, el análisis 

multivariante demostró que, en nuestra serie, el descenso de la tasa proliferativa de los precursores 

eritroides constituía el parámetro pronóstico de mayor valor predictivo independiente, tanto para la 

supervivencia global como para la evolución a LMA. 
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En resumen, nuestros resultados sugieren que el estudio de la tasa proliferativa de los precursores 

eritroides, junto con la de otros compartimientos de precursores hematopoyéticos de MO como los 

progenitores CD34+ no linfoides y los precursores de granulocito neutrófilo, podrían contribuir a un mejor 

conocimiento y manejo de los pacientes con SMD, siendo potencialmente útiles a la hora de diferenciar los 

SMD de bajo y alto riesgo. Además, nuestros resultados muestran también que el análisis de la tasa 

proliferativa de los precursores CD34+ y de los precursores eritroides, podrían constituir factores 

pronósticos independientes, a la hora de predecir la supervivencia global y la posibilidad de transformación 

a LMA en SMD de bajo riesgo y en SMD en general, respectivamente. 

3. Caracterización de la hematopoyesis residual de pacientes con LMA “de novo” al

diagnóstico.

La LMA incluye un grupo heterogéneo de hemopatías clonales de pronóstico variable658,659. Dentro

de éstas, las LMA secundarias a otras hemopatías o a tratamientos quimioterápicos previos muestran un 

pronóstico especialmente adverso660-663. Por este motivo, resulta especialmente relevante distinguir ya en 

el momento del diagnóstico, entre las LMA “de novo” y las LMA secundarias659,663-670. En la última década, a 

las LMA secundarias a SMD, NMP y tratamientos quimioterápicos321,395,671 se ha añadido un tercer subgrupo 

de LMA de mal pronóstico, caracterizado por la existencia de cambios morfológicos y/o citogenéticos 

típicos de mielodisplasia (LMA–MRC) en >50% de las células de ≥2 o más líneas mieloides, en ausencia de 

antecedentes de mielodisplasia, y cuyo pronóstico es significativamente peor que en el de las demás LMA 

“de novo” 291,658,669,672-675. Sin embargo, un porcentaje importante de los pacientes que se clasifican como 

LMA “de novo” y que por lo tanto no llegan a llegan a cumplir rigurosamente los criterios que definen la 

LMA–MRC, presentan alteraciones morfológicas y/o inmunofenotípicas evidentes, sugerentes de la 

presencia de una hematopoyesis clonal subyacente676. En este trabajo investigamos la posible naturaleza 

clonal de distintos compartimientos de células hematopoyéticas residuales de pacientes con LMA o MPAL 

“de novo” según los criterios de la OMS de 2008321 
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En la inmensa mayoría de los adultos con LMA y MPAL "de novo" que estudiamos, constatamos la 

existencia de una hematopoyesis residual con rasgos de clonalidad, definidos por la presencia de 

alteraciones citogenéticas recurrentes asociadas a LMA, SMD y/o NMP y/o un patrón clonal de inactivación 

del cromosoma X mediante el test HUMARA, en los precursores de granulocito neutrófilo, monocito y/o de 

la serie eritroide. Merece destacar que las LMA/MPAL que presentaban rasgos de hematopoyesis residual 

clonal se distribuían por la práctica totalidad de los subtipos diagnósticos de LMA establecidos por la 

clasificación de la OMS de 2008, incluyendo LMA con alteraciones genéticas recurrentes y las LMA–NOS 

(del inglés “not otherwise specified”), además de las LMA–MRC. Estos resultados sugieren que 

probablemente la gran mayoría de las LMA y MPAL del adulto se desarrollan sobre una MO en la que la 

hematopoyesis residual normal ya ha sido reemplazada previamente por una hematopoyesis clonal. La 

presencia de alteraciones citogenéticas compartidas en los blastos y en las células que maduran a los 

diferentes compartimientos mieloides residuales de MO677-686, apoyarían la hipótesis de que dichas lesiones 

aparecerían en un precursor mieloide inmaduro común a ambos grupos de células, al menos en un 

porcentaje elevado de las LMA y MPAL del adulto, y en algunos casos de mastocitosis sistémicas que 

desarrollaron una LMA (SM-AHNMD)350,545,549,658,660,687-690, en los que los mastocitos tumorales compartían 

las mismas alteraciones (cito)genéticas que los blastos mieloides. Sin embargo, cabe señalar que muchas 

de las alteraciones genéticas/moleculares encontradas en estos pacientes no son por sí solas suficientes 

para desarrollar una LMA, debido a que esas mismas alteraciones se han detectado en pacientes con SMD 

y NMP, e incluso en individuos sanos de edad avanzada 222,316,350,658,660,667,669,691-693. 

A pesar de todo lo anterior, y de la elevada frecuencia con la que demostramos la naturaleza clonal 

de la hematopoyesis residual en pacientes con LMA, cabe señalar que la determinación de clonalidad en 

base a la presencia de las alteraciones citogenéticas recurrentes más frecuentes en hemopatías mieloides 

malignas como los SMD, aunque es válida para la mayoría de los pacientes, no constituye un marcador 

universal de clonalidad, ya que estas alteraciones están presentes únicamente en el 70-80% de los 

pacientes348,350. De acuerdo con ello, en nuestra serie, 3 de los 14 varones diagnosticados de LMA-MRC no 

presentaron alteraciones citogenéticas asociadas a SMD en ninguna de las poblaciones de células 

hematopoyéticas residuales de MO analizadas; por el contrario, todas las mujeres que estudiamos con LMA-
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MRC que estudiamos, mostraron un patrón de inactivación del cromosoma X en los compartimientos de 

células hematopoyéticas residuales analizados, aun cuando no presentaban ninguna de las alteraciones 

citogenéticas recurrentes que se observan con mayor frecuencia en SMD. De igual modo, la ausencia de 

marcadores citogenéticos comunes a los blastos leucémicos y las células hematopoyéticas residuales, no 

descarta la naturaleza clonal de éstas últimas ni un origen común para ambas poblaciones, ya que los 

blastos leucémicos y las células hematopoyéticas residuales de MO podrían compartir otras alteraciones 

moleculares que no fueron analizadas en nuestro trabajo222,316,350,658,660,667,669,691-693. En este sentido, 

nuestros hallazgos ponen de manifiesto la necesidad de identificar nuevos marcadores de clonalidad más 

sensibles y específicos que permitan establecer con mayor precisión si cabe, la posible relación existente 

entre los blastos leucémicos y las células hematopoyéticas residuales de MO de pacientes con LMA y MPAL 

“de novo”.  

En este campo, los estudios inmunofenotípicos por citometría de flujo se presentan como una 

herramienta válida, debido por un lado a la sensibilidad elevada de la técnica para detectar fenotipos 

aberrantes característicos de SMD132,370,372,373,389,390,607,694-696, y por otra parte, a la especificidad de dichos 

fenotipos aberrantes a la hora de identificar clonalidad371,380,381,607. De acuerdo con ello, en nuestra serie 

observamos una asociación significativa entre la presencia de hematopoyesis clonal y patrones fenotípicos 

alterados similares a los detectados en SMD y NMP132. Así, mientras las células mieloides residuales de MO 

de pacientes con LMA “de novo” en los que la hematopoyesis residual no mostró rasgos clonales, apenas 

presentaban alteraciones fenotípicas, los pacientes con LMA y hematopoyesis residual clonal mostraron un 

número significativamente mayor de aberraciones fenotípicas, tanto al considerar el número de 

poblaciones de precursores hematopoyéticos que mostraban fenotipos aberrantes, como al tener en cuenta 

el promedio de anomalías fenotípicas detectadas en cada uno de los ellos. De este modo, la citometría de 

flujo podría proporcionar información complementaria a la de la morfología convencional en aquellas LMA 

“de novo” en las que las técnicas citomorfológicas no fueran lo suficientemente sensibles para establecer el 

diagnóstico de LMA-MRC 394,395,603,688. No obstante, cabe señalar que, de los pacientes incluidos en nuestra 

serie, tres mostraron ausencia de marcadores citogenéticos de clonalidad con un test HUMARA no 

concluyente; los tres pacientes presentaban patrones fenotípicos característicos de SMD en todos los 
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compartimientos mieloides analizados, habiendo sido todos ellos previamente clasificados, atendiendo a 

sus características citomorfológicas, dentro del grupo de LMA–MRC. Estos hallazgos apoyan aún más si 

cabe, la posible utilidad del inmunofenotipado por citometría de flujo a la hora de incrementar la 

sensibilidad de la morfología en el diagnóstico de las LMA con rasgos displásicos, en los que los resultados 

de esta última técnica no sean concluyentes.  

En resumen, nuestros resultados demuestran que la gran mayoría de las LMA y MPAL “de novo”, se 

asientan sobre una hematopoyesis residual de naturaleza clonal, independientemente del subtipo 

diagnóstico OMS de la enfermedad. Además, los blastos leucémicos y las poblaciones de células mieloides 

residuales de MO, con relativa frecuencia comparten alteraciones citogenéticas, lo cual sugiere un origen 

común para ambos grupos de células. Merece destacar además que la presencia de una hematopoyesis 

residual clonal se ha asociado a una mayor prevalencia y número de aberraciones fenotípicas, sugiriendo 

que éstas podrían contribuir a un diagnóstico precoz de la enfermedad. 

4. Vías de evolución clonal y transformación maligna en un modelo de hemopatía maligna

mieloide: la MS–AHNMD.

La coexistencia de mastocitos clonales y una hemopatía maligna que involucra células diferentes

del mastocito, constituye un hallazgo relativamente frecuente entre pacientes diagnosticados de MS (5%–

40% según las series analizadas)514,515,549. Esto hace que la MS–AHNMD sea reconocida como una entidad 

diagnóstica independiente en la clasificación de la OMS de 2008 (revisada en 2016) de las mastocitosis 

sistémicas, dentro de los subtipos de enfermedad avanzada asociada a peor pronóstico514,524,545,549. A pesar 

de ello, la MS–AHNMD sigue constituyendo un grupo muy heterogéneo de enfermedades, en las que 

distintos tipos de MS (indolente vs. agresiva) pueden coexistir con una o varias hemopatías malignas 

linfoides o mieloides de buen o mal pronóstico (p.ej. MBL vs. LLC, GMSI vs. MM, y CHIP vs. SMD, NMP y LMA, 

respectivamente) 514,524,545,549. De acuerdo con lo descrito en la literatura515,545,549,550, nuestros resultados 

mostraron que dentro de las MS–AHNMD, las formas indolentes de MS se asociaban con mayor frecuencia 
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a hemopatías linfoides (SLPC-B, GMSI y MM), mientras que las formas agresivas de MS se asociaron en su 

mayoría con hemopatías malignas mieloides (SMD, NMP, SMD/NMP y LMA). 

En la actualidad se considera que el tipo de MS y la AHNMD concreta a la que ésta se asocia, 

constituyen los factores pronósticos más relevantes en la MS–AHNMD549,550. Por el contrario, aunque 

algunos trabajos han descrito el perfil genético y molecular global de la enfermedad545,555, apenas existe 

referencia en la literatura acerca de la posible relación existente entre los perfiles genéticos de los distintos 

componentes tumorales (MS y AHNMD) de la MS–AHNMD. En este trabajo, investigamos de forma 

sistemática en un grupo de 65 pacientes con MS–AHNMD, la presencia de la mutación D816V de KIT y de 

las alteraciones citogenéticas características de la AHNMD, en ambos compartimientos tumorales, 

observando tres perfiles genéticos principales. Así, un primer grupo de pacientes se caracterizaba por la 

ausencia de marcadores de clonalidad comunes en los compartimientos de células tumorales 

correspondientes a la MS y la AHNMD, lo cual sugiere la ausencia de un vínculo genético común entre ambas 

hemopatías, y un origen en células progenitoras distintas. Un segundo grupo de pacientes con MS–AHNMD, 

compartía la mutación D816V de KIT en ambas poblaciones de células tumorales (MS y AHNMD), 

sugiriendo que éstas podrían tener un origen en un precursor mieloide común a la MS y la AHNMD, 

portador ya de la mutación D816V de KIT. Finalmente, el tercer grupo de pacientes, menos numeroso, se 

caracterizaba por la presencia de alteraciones citogenéticas/moleculares características de AHNMD en 

ambos compartimientos de células tumorales (MS y AHNMD), coexistiendo estas alteraciones también 

frecuentemente, con la mutación de KIT.  

Desde hace tiempo se cree que la coexistencia de MS y AHNMD no se produce de forma 

aleatoria522,545,549,561. En este sentido se conoce que ambas hemopatías pueden estar presentes ya en el 

momento diagnóstico de la enfermedad, o aparecer a lo largo de la evolución de la misma, especialmente 

en pacientes con MS que progresan a MS–AHNMD520,549,550.  Estudios recientes muestran una estrecha 

asociación entre un mayor grado de afectación de los diferentes compartimientos celulares 

hematopoyéticos de MO por la mutación D816V de KIT y un riesgo incrementado de progresión desde 

formas indolentes de MS a formas más agresivas de la enfermedad, incluyendo la MS–

AHNMD515,520,522,527,545,549,550,561,697. Así, la presencia de la mutación D816V de KIT en precursores 
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hematopoyéticos tempranos (p.ej. en la célula stem hematopoyética y en la célula stem mesenquimal) se ha 

asociado de forma significativa con el desarrollo de una hemopatía maligna, principalmente con 

hemopatías mieloides malignas y formas agresivas de MS527,541,563,592,698,699. De acuerdo con estos hallazgos, 

nuestros resultados mostraron que la mayoría de los pacientes con MS–AHNMD que exhibían la mutación 

D816V de KIT tanto en las células hematopoyéticas tumorales de la MS como de la AHNMD, e incluso en 

otras células residuales de MO (p.ej. en granulocitos neutrófilos, monocitos, precursores eritroides y/o 

linfocitos) presentaban de forma casi sistemática una MSA asociada a hemopatías mieloides, 

principalmente SMD, SMD/NMP y en menor medida, NMP y LMA. Más aún, aquellos pacientes en los que 

ambos compartimientos de células tumorales (MS y AHNMD) compartían tanto alteraciones citogenéticas 

típicas de la AHNMD como la mutación D816V de KIT, esta última alteración estaba presente en 

prácticamente todos los compartimientos de células hematopoyéticas residuales mieloides y linfoides. 

Estos hallazgos sugieren que, en estos casos, la mutación D816V de KIT podría aparecer ya en los 

precursores hematopoyéticos más inmaduros. En contraposición con esta hipótesis, algunos autores han 

sugerido recientemente que en pacientes con MS–AHNMD la mutación D816V de KIT probablemente se 

adquiriría en una célula progenitora en estadios de diferenciación hematopoyética relativamente 

avanzados, y que sería portadora ya de otras alteraciones moleculares típicas de la AHNMD, incluyendo 

mutaciones de ASXL1, CBL, ETV6, EZH2, IDH2, JAK2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, TET2 y U2AF1 entre otras 

anomalías523,552,554,555. 

En relación con lo anteriormente expuesto, merece destacar que un grupo relativamente 

importante de nuestros pacientes con MS–AHNMD, carecía de lesiones genéticas típicas de la AHNMD. Sin 

embargo, en estos pacientes, y especialmente en los casos de MS asociada a una AHNMD mieloide (SMD, 

SMD/NPM y LMA) se estudiaron un número relativamente limitado de alteraciones citogenéticas sin llegar 

a investigarse otras mutaciones (p.ej. CBL, IDH1/2, JAK2, KRAS, MLL-PTD, NRAS, SRSF2, SF3B1, SETBP1, 

U2AF1 EZH2, ETV6, NMPM1, ASXL1 y TET2 entre otros genes.) asociadas a estas hemopatías523,552. Por este 

motivo no podemos asegurar que no existan marcadores genéticos comunes a ambos compartimientos de 

células tumorales, y que en estos casos dichos compartimientos tumorales no tengan un origen común, 

siendo necesario realizar una caracterización genotípica ampliada de estos casos en la que se incluyan los 
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marcadores genéticos anteriormente mencionados (actualmente en desarrollo en nuestro laboratorio). 

Aun así, cabe señalar que un grupo importante de las MS–AHNMD estudiadas que no mostraban un perfil 

genotípico común a la MS y a la AHNMD correspondían a pacientes en los que coexistían una AHNMD 

linfoide y una MSI, lo cual sugiere que al menos en estos casos, ambas enfermedades (SM y AHNMD) 

podrían tener un origen genético distinto. 

Desde un punto de vista clínico, los pacientes con MS–AHNMD cuyos compartimientos de células 

tumorales (MS y AHNMD) no compartían alteraciones genéticas/moleculares, presentaban con mayor 

frecuencia sintomatología típica de MSI (p.ej. presencia de lesiones cutáneas y crisis anafilácticas), mientras 

que en los demás pacientes, especialmente en aquellos que además de mostrar alteraciones 

genéticas/moleculares compartidas entre ambos grupos de células tumorales presentaban MSA y 

hemopatías mieloides malignas, se caracterizaron por presentar niveles significativamente más elevados 

de triptasa sérica, mayor afectación orgánica, con niveles más elevados de creatinina y mayor frecuencia 

de esplenomegalia. 

Desde un punto de vista pronóstico, los pacientes con MS–AHNMD en los que las células tumorales 

de la MS y de la AHNMD compartían la mutación D816V de KIT y/o alteraciones genéticas típicas de 

AHNMD, mostraron una supervivencia significativamente acortada respecto a aquellos pacientes con MS–

AHNMD cuyas células tumorales no compartían alteraciones genéticas/moleculares. Merece destacar que 

el impacto pronóstico de los patrones genotípicos detectados en los pacientes con MS–AHNMD, afectaba 

tanto a la supervivencia global como a la supervivencia libre de enfermedad, con independencia del subtipo 

concreto de MS y AHNMD. Este impacto pronóstico se reproducía incluso al considerar de forma exclusiva 

aquellos pacientes con SM asociada a SMD/NMP. 

En resumen, nuestros resultados confirman que la MS–AHNMD constituye un subtipo de MS 

biológica, genética y clínicamente muy heterogéneo. Además, el comportamiento de la enfermedad y la 

evolución del paciente con MS–AHNMD dependería en gran medida del perfil genético subyacente en las 

distintas poblaciones de células tumorales que coexisten en cada paciente, además de los subtipos 

concretos de MS (indolente vs. agresiva) y de la AHNMD (LMA vs. SMD/NMP vs SLPCB y GMSI). Estos 
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hallazgos abren nuevas perspectivas a la hora de identificar las vías de evolución clonal de otras 

hemopatías malignas, especialmente de hemopatías malignas mieloides como los SMD, SMD/NMP, NMP y 

la LMA. 



CAPÍTULO V. 
Conclusiones.
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En relación con la tasa proliferativa de los distintos compartimientos celulares de MO 

normal y de MO de pacientes con citopenias reactivas: 

1. En conjunto, nuestros hallazgos muestran que la tasa proliferativa de los diferentes

compartimientos de células hematopoyéticas de MO normal varía de forma significativa entre distintas 

líneas hematopoyéticas y sus estadios madurativos. Así, los precursores más inmaduros (CD34+) y 

eritroides son los que muestran mayor tasa proliferativa, mientras que los linfocitos maduros, los 

granulocitos neutrófilos y los monocitos constituyen los compartimientos celulares con menor 

proliferación.  

2. Globalmente, no se observan diferencias significativas en la tasa proliferativa de la MO

normal y de la MO de pacientes con citopenias reactivas; no obstante, en estas últimas se observó un 

incremento significativo de la proliferación en los estadios más avanzados de diferenciación a granulocito 

neutrófilo, acompañado de un descenso de la proliferación del compartimiento de precursores CD34+, lo 

cual podría reflejar un intento por mantener las cifras  periféricas de estas células en pacientes con 

citopenias.  

En relación con la tasa proliferativa de los diferentes compartimientos celulares de MO de 

pacientes con SMD y LMA: 

3. En términos generales, la tasa proliferativa de la MO de pacientes con SMD se encuentra

elevada respecto tanto a MO normal como a MO de pacientes con LMA, debiéndose dicho incremento de 

forma especial al aumento del índice proliferativo de los precursores CD34+ y de los precursores eritroides. 

4. Aunque en general los SMD mostraron una tasa proliferativa elevada en MO, existen

importantes diferencias entre los SMD de bajo riesgo y los SMD de alto riesgo. Así, mientras que en los SMD 

de bajo riesgo existe un aumento de la proliferación de los precursores CD34+ no linfoides, los precursores 
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de granulocito neutrófilo y los precursores eritroides, en los SMD de alto riesgo y las LMA el aumento del 

índice proliferativo se restringe a los precursores de granulocito neutrófilo más maduros; estas diferencias 

probablemente reflejan una pérdida progresiva de la capacidad de diferenciación y de respuesta a los 

mecanismos de regulación normal de las cifras periféricas de células hematopoyéticas. 

5. Desde el punto de vista pronóstico, el incremento de la tasa proliferativa de los precursores

eritroides de MO, y en menor medida también de los precursores CD34+, mostró un impacto favorable a la 

hora de predecir la supervivencia de pacientes con SMD y su riesgo de transformación a LMA, 

respectivamente; sugiriendo que el estudio del índice proliferativo de la línea eritroide, y de los precursores 

hematopoyéticos CD34+ de MO, podría contribuir a una mejor estratificación pronóstica de los SMD. 

En relación con la posible naturaleza clonal de la hematopoyesis residual de MO de pacientes 

con LMA y MPAL “de novo”: 

6. La mayoría de las LMA y MPAL “de novo” del adulto muestran rasgos genéticos, moleculares

e inmunofenotípicos sugerentes de clonalidad, en diferentes compartimientos de células hematopoyéticas 

residuales de MO, además de los blastos, sugiriendo que en estos pacientes, la LMA/MPAL se establecería 

sobre una MO cuya hematopoyesis normal ya ha sido reemplazada previamente por una hematopoyesis 

clonal que podría haber pasado clínicamente inadvertida. 

7. Los blastos leucémicos y las células hematopoyéticas residuales clonales de MO de adultos

con LMA y MPAL “de novo”, con frecuencia comparten alteraciones genéticas y moleculares, lo cual apoyaría 

un origen común para ambos compartimientos celulares.  

8. La presencia de una hematopoyesis clonal residual en la MO de adultos con LMA y MPAL “de

novo” se asocia a una mayor prevalencia y un mayor número de aberraciones fenotípicas en los precursores 

eritroides, monocíticos y de granulocito neutrófilo residuales, sugiriendo que el inmunofenotipado por 

citometría de flujo podría contribuir a un diagnóstico precoz de afectación clonal de la hematopoyesis 

residual en estos pacientes. 



 183 Carlos María Fernández Giménez. Tesis Doctoral. Universidad de Salamanca 

En relación con los patrones de alteraciones moleculares y las vías de evolución clonal 

presentes en distintos compartimientos de células tumorales de pacientes con mastocitosis 

sistémica asociada a otras hemopatías, y su impacto en el comportamiento clínico y biológico de la 

enfermedad: 

9. Nuestros resultados confirman y amplían hallazgos previos de otros autores que sugieren 

que la MS–AHNMD constituye un grupo heterogéneo de enfermedades con un comportamiento clínico, 

genético y pronóstico variable, determinado en parte por las diferentes vías de evolución clonal 

subyacentes y los subtipos concretos de MS y AHNMD que coexisten en cada paciente. 
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