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Introducción 

Los síndromes mielodisplásicos (SMD) es un conjunto heterogéneo de enfermedades 

clonales de las células progenitoras hematopoyéticas [1].  Se caracterizan por una 

hematopoyesis ineficaz, displasia de al menos un linaje hematopoyético, médula ósea 

(MO) hipercelular y citopenias en sangre periférica (SP), con un mayor riesgo de 

transformación a leucemia aguda mieloblástica (LAM) [2-6]. La enfermedad suele 

aparecer en personas mayores de 60 años con prevalencia en varones. [7, 8]  

Existen diferentes factores de riesgo que pueden contribuir al desarrollo de los SMD. 

Entre ellos se incluyen: edad avanzada, sexo masculino y agentes ambientales como el 

benceno, la radiación ionizante, el exceso de alcohol y el consumo de tabaco [9, 10]. 

Además, la exposición a la radiación o la quimioterapia puede ser la causa de los SMD 

secundarios [3]. [1, 11]. 

Los SMD son un grupo muy heterogéneo de enfermedades, por lo que el diagnóstico 

suele ser complicado. Sin embargo, generalmente la sospecha de SMD está basada en 

la presencia de citopenia en un análisis de rutina de SP [12]. Generalmente los SMD 

presentan anemia (hemoglobina <10g/dL), trombocitopenia (plaquetas <50x109/L) y/o 

neutropenia (neutrófilos <1.8x109/L)[13]. Además, para confirmar el diagnóstico de 

SMD, se realiza una evaluación morfológica de un frotis de SP y aspirado de MO [14]. 

La MO en los pacientes con SMD es hipercelular con displasia en uno o más linajes y se 

considera cuando afecta ≥10% de las células [15-19]. En pacientes donde las citopenias 

son moderadas y la displasia medular es leve, se considera los análisis citogenéticos 

(cariotipo y FISH),  la aplicación de citometría de flujo, y los análisis mutacionales para 

definir mejor los subtipos de SMD y el pronóstico de estos pacientes [12, 20-22]. 

Además para una clasificación correcta debe evaluarse la proporción de blastos en MO 

[23].  

Existen dos sistemas de clasificación de los pacientes con SMD. La clasificación FAB 

(French American British) establecida en 1982, está basada en el porcentaje de blastos 

de la MO y SP, el número de monocitos en la SP y el porcentaje de sideroblastos en 

anillo. Distingue cinco subtipos [24]. En 2001 la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) publicó una nueva clasificación para las neoplasias mieloides. Aparte de las 

características morfológicas consideradas anteriormente, la OMS consideró 



características genéticas, inmunofenotípicas, biológicas y clínicas [25]. Un alto número 

de estudios de investigación realizados posteriormente contribuyó en la actualización 

EN 2008 de la clasificación de la OMS [26]. La última actualización del sistema de 

clasificación de los SMD se publicó en el año 2016, permitiendo un diagnóstico y una 

evaluación de riesgos más precisos. Este nuevo sistema de clasificación se basó, como 

antes, en las características clínicas, la morfología,y la citogenética, pero incluyeron 

por primera vez información del análisis mutacional. El estado mutacional de SF3B1 se 

incluyó para definir el subgrupo de SMD con sideroblastos en anillo (SMD-SA) [27]. 

Todos los pacientes incluidos en esta tesis doctoral, fueron clasificados según los 

criterios de la OMS 2008 con la excepción de los casos con CRDM-SA, que se 

mantuvieron como una categoría separada de acuerdo con la OMS 2001.  

Al momento del diagnóstico el 40-70% de los enfermos presentan alteraciones 

citogenéticas.  Las más frecuentes son la deleción de 5q,  la monosomía 7  o deleción 

7q,  la trisomía 8 y la deleción de 20q. Las pérdidas del brazo largo del cromosoma 5 

son los cambios citogenéticos más frecuentes en los SMD y se pueden observar 

aisladas o acompañadas de otras alteraciones [28].  

La aplicación de las técnicas de la secuenciación masiva (genoma completo, exoma 

completo y secuenciación dirigida) durante la última década en el estudio de un gran 

número de pacientes con diversas neoplasias hematológicas, incluidos los SMD, 

permitió la identificación del perfil mutacional de esos pacientes, proporcionando 

nuevos conocimientos sobre la fisiopatología de los SMD [21]. Aproximadamente el 

90% de los enfermos con SMD tienen mutaciones en genes reguladores epigenéticos 

(TET2, ASXL1, DNMT3A, IDH1, IDH2, EZH2), factores de transcripción (RUNX1, TP53, 

ETV6), genes implicados en la traducción (NRAS, KRAS, JAK2, CBL) o genes de splicing 

(SF3B1, U2AF1, ZRSR2, SRSF2) [29-31]. 

La presencia de alguna de estas mutaciones tiene valor pronóstico para los pacientes 

con SMD. Así, las mutaciones en los genes TP53, ASXL1, RUNX1, EZH2 y ETV6 

presentan un pronóstico desfavorable, mientras que las mutaciones en SF3B1 se 

correlacionan con un mejor pronóstico [31, 32]. 

El gen SF3B1 (splicing factor 3b, subunit 1) conocido también como SF3b155 o SAP155 

está situado en el brazo largo del cromosoma 2 (2q33) y forma parte del complejo del 



spliceosoma U2 [33, 34].  Los estudios de secuenciación masiva han revelado que 

aproximadamente el 30% de los SMD presentan mutación del gen SF3B1, con una 

prevalencia particularmente alta en los pacientes con sideroblastos en anillo (SA) lo 

que fue reflejado en la nueva clasificación OMS 2016 classification, como se ha 

comentado previamente [27, 32, 35]. Habitualmente las mutaciones están localizadas 

en los codones 622, 625, 662, 666 y 700 y todas ellas se relacionan con un buen 

pronostico [32, 36].  

Actualmente, múltiples grupos están estudiando el papel pronóstico de las mutaciones 

somáticas en los SMD. Parece ya esclarecido el papel pronóstico favorable o 

desfavorable de muchas de las mutaciones cuando se presentan de forma aislada, 

pero actualmente no está aún bien definido el pronóstico cuando estas se presentan 

de forma conjunta [37, 38]. Este aspecto es importante teniendo en cuenta que más 

del 40% de los pacientes presentan al menos dos mutaciones al momento del 

diagnóstico [29].  

Se ha demostrado que no solo las células hematopoyéticas, sino también el 

microambiente son anormales en pacientes con SMD [39-42]. Las células 

mesenquimales (CM) representan un componente clave del microambiente. 

Friedenstein fue el primero que identificó estas células multipotentes e 

indiferenciadas, capaces de auto-renovarse y diferenciarse en distintos linajes 

celulares, incluidos adipocitos, osteocitos y condrocitos [39, 43-45]. A pesar de su baja 

frecuencia en la MO, estas participan además en todos los mecanismos relacionados 

con la proliferación y diferenciación de las células hematopoyéticas, contribuyendo así 

a una correcta hematopoyesis [46, 47]. Sin embargo, su papel en el desarrollo de los 

SMD no está claro y genera cierta controversia [48-51]. 

Las técnicas de la secuenciación de masiva o Next Generation Sequencing (NGS) como 

las aplicadas en esta tesis doctoral se han convertido en los últimos años en una 

herramienta esencial para el estudio de enfermedades hematológicas y no 

hematológicas [52-58]. Todas estas tecnologías aplican diferentes estrategias de 

enriquecimiento y amplificación clonal del ADN que permiten secuenciar millones de 

cadenas de ADN en paralelo. La secuenciación masiva en paralelo facilita la 

secuenciación de alto rendimiento con una reducción significativa en los costes [59-



62]. Para analizar regiones seleccionadas del genoma con NGS, hay esencialmente dos 

estrategias. La primera es la secuenciación masiva a través de amplicones. Se basa en 

una reacción de PCR y en la purificación de las regiones de interés utilizando conjuntos 

de oligos multiplexados [63]. Esa estrategia de secuenciación se utilizó en el primer 

capítulo de esta tesis. El segundo tipo de NGS implica la captura de secuencia y se 

aplicó en la segunda y tercera parte de esta tesis (Resultados: Capítulo 2 y 3). 

Concretamente, los análisis de NGS se han incluido en los últimos años en una gran 

cantidad de estudios de SMD [56, 64-67]. El descubrimiento del perfil mutacional en 

los SMD ha permitido una mejor caracterización de estos pacientes [27, 29, 30]. 

Además ayudó en la mejor estimación del pronóstico y una elección más adecuada del 

tratamiento [31, 68, 69]. Sin embargo es necesaria la continuación en investigación 

molecular para proporcionar nuevos conocimientos moleculares que ayuden a 

comprender y tratar mejor la enfermedad. 
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La combinación de la secuenciación convencional y la secuenciación masiva de genes 
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Objetivo: Analizar la presencia de mutaciones en SF3B1 y otros genes de splicing (SRSF2, 

U2AF1, ZRSR2) en los SMD-SA mediante la combinación de la secuenciación convencional 

Sanger y la secuenciación masiva y determinar la viabilidad de estos métodos en el diagnóstico 

clínico. 

Material y métodos: Se analizaron un total de 122 muestras de médula ósea de pacientes con 

SMD-SA. Inicialmente, los exones 14 y 15 del gen SF3B1 se analizaron mediante la 

secuenciación Sanger. En el segundo paso, aplicando la secuenciación masiva se analizaron, 

además de SF3B1, otros genes de splicing (SRSF2, U2AF1 y ZRSR2). 

Resultados: En el primer paso al analizar los exones más frecuentemente mutados de SF3B1 

(exón 14 y 15) mediante la secuenciación convencional, 99 pacientes presentaron mutaciones 

(81,1%). La aplicación de la secuenciación masiva permitió detectar 6 casos más. Por tanto, un 

total de 105 pacientes (86,1%) tenían mutaciones en SF3B1. No se observaron diferencias en la 

incidencia de mutaciones entre ARSA y CRDM-SA. De todas las mutaciones 42,2% estaban 

localizadas en el exón 14 mientras que el 55% afectaban al exón 15. La mutación más 

frecuente fue el cambio de lisina al ácido glutámico en el codón 700 (57,1%). Las mutaciones 

en los codones 623 (p.Tyr623Phe), 658 (p.Trp658Ser), 740 (p.Gly740Glu), 742 (p.Gly740Asp) y 

748 (p.Lys748Glu) aparecieron en menos de 5% de casos (Figura 1). Además, al analizar la 

presencia de mutaciones en otros 3 genes de splicing 12 pacientes presentaron alteraciones en 

SRSF2 (14,6%), 3 en U2AF1 y 1 en ZRSR2 (3,7% y 1,2%, respectivamente), (Tabla 1). Cabe 

destacar que el 8,7% de pacientes presentaron mutaciones dobles: 2 mutaciones en SF3B1 

(n=4), SF3B1+SRSF2 (n=5) y SRSF2+U2AF1 (n=1). Esos pacientes tenían características clínicas 

similares al resto de los pacientes (datos no incluidos). No se observó mutación en ninguno de 

los 4 genes de splicing en 5,7% de pacientes. Sin embargo, no había diferencias en las 

características clínicas de esos pacientes en comparación con el resto de los casos. 

 



 

Figura 1. Distribución de las mutaciones en SF3B1 en los SMD-SA. Se detectaron mutaciones de SF3B1 
en los exones 14, 15 y 16. La mutación más frecuente fue  p.Lys700Glu, que representa el 57,1% de 
todas las alteraciones. Cada mutación detectada por secuenciación de Sanger se muestra con una línea 
negra. Cada mutación detectada por secuenciación masiva está representada con una línea roja. Cada 
círculo verde representa una mutación missense encontrada en un solo paciente.  

Tabla 1. Mutaciones en los genes SRSF2, U2AF1 y ZRSR2 detectadas en los pacientes con SMD-SA. 

 

RARS-> ARSA (anemia refractaria con sideroblastos en anillo); RCMD-RS-> CRDM-SA (citopenia 
refractaria con displasia multilínea con sideroblastos en anillo). 

a
pacientes con mutación en SF3B1  



Capítulo 2 

Análisis de las mutaciones somáticas concurrentes con SF3B1 en los pacientes con 

Síndromes Mielodisplásicos y su implicación clínica, biológica y pronóstica 
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Objetivo: Analizar la concurrencia de mutaciones en el gen SF3B1 con otras mutaciones y sus 

consecuencias en el fenotipo clínico-biológico y pronóstico de la enfermedad en los pacientes 

SMD de muy bajo, bajo o riesgo intermedio.  

Material y métodos: Se analizó el perfil mutacional de un total de 324 muestras de SMD, 

mediante secuenciación masiva (NGS), con un panel de captura de 117 genes relacionados con 

neoplasias mieloides (Nextera Rapid Capture Custom Enrichment, illumina). Para este estudio, 

se seleccionaron un total de 135 SMD que presentaban mutación de SF3B1. 

Resultados: Se analizaron finalmente 102 SMD que presentaron in IPSS-R muy bajo, bajo o 

intermedio y mutación en SF3B1. Las características de la serie se encuentran recogidas en la 

tabla 1. Veinte (19,6%) presentaron esta mutación de forma aislada, mientras que el resto de 

los casos (80,4%) presentaron mutaciones adicionales en otros genes, con una mediana de 2 

mutaciones adicionales por paciente (rango 0-5). Los genes más frecuentemente mutados 

concomitantes a SF3B1 fueron: TET2 (39,2%), DNMT3A (25,5%), SRSF2 (10,8%), CDH23 (5,9%) y 

ASXL1, CUX1, KMT2D (4,9% cada uno).  

La mediana de seguimiento fue de 54 meses. Observamos que la presencia de 2 mutaciones 

concurrentes tenía un impacto desfavorable en la supervivencia frente a aquellos casos con 

mutación de SF3B1 aislado o con <2 mutaciones (p=0,007; medianas de 54 vs. 87, 

respectivamente) (Fig.1A). De manera similar, con respecto a las mutaciones con impacto en la 

supervivencia, observamos que la concurrencia de SF3B1mut con SRSF2mut  determinó peor 

pronóstico que SF3B1mut con SRSF2wt (p=0,001; medianas de 27 vs. 75, respectivamente) 

(Fig.1B). El efecto adverso similar se observó cuando mutaban SF3B1 y IDH2 frente a SF3B1mut 



y IDH2wt (mediana de SG de 11 vs. 75 meses, respectivamente, p = 0,001), (Figura 3C) y 

SF3B1mut y BCORmut frente SF3B1mut y BCORwt (mediana de SG de 11 vs. 71 meses, 

respectivamente, p = 0,036) (Figura 3D). Cabe destacar que la combinación de SF3B1mut con 

NUP98mut y SF3B1mut con STAG2mut también tuvieron un efecto negativo en el pronóstico 

de los pacientes (medianas de 27 y 11 frente a 71 meses, respectivamente, p = 0,008 y p = 

0,002) (Figuras 3E y 3F).  

 

Tabla 1. Características clínicas de la serie incluida en el estudio 

 N=102 % Mediana (rango) 
Edad   76 [41-90] 
Sexo 
    Mujer 
    Hombre 

 
45 
56 

 
44,6 
55,4 

 

OMS 2008 
    ARSA 
    CRDU 
    CRDM 

 
36 
6 

60 

 
35,3 
5,9 

58,8 

 

IPSS-R 
    Muy bajo 
    Bajo 
    Intermedio 
    NA(Muy bajo/Bajo) 
    NA (Bajo/Intermedio) 
Status 
    Vivo 
    Exitus 

 
33 
58 
5 
2 
2 
 

41 
61 

 
33 
58 

5 
2 
2 
 

40,2 
59,8 

 

Nivel de hemoglobina (g/dL)   9,6 [5,4-13] 
Recuento de neutrófilos 
(x10

9
/L) 

  
2,7 [0,6-8,7] 

Recuento de plaquetas 
(x10

9
/L) 

  
251 [34-878] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Supervivencia global de pacientes con MDS SF3B1mut con respecto al número de mutaciones 

concomitantes (A), coexistencia de SRSF2mut (B), co-ocurrencia de IDH2mut (C), co-ocurrencia de 

BCORmut (D), co-ocurrencia de NUP98mut (E) STAG2mut co-ocurrencia (F). 

  

B 

C 

D 

E 

F 

A 
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Objetivo: Analizar el perfil mutacional de las CSM de 58 pacientes con SMD, aplicando la 

secuenciación de última generación (NGS), compararla con las alteraciones genéticas en las 

células mononucleadas (CMN) de los mismos pacientes y evaluar su posible función en los 

SMD. 

Material y métodos: Se ha incluido un total de 58 pacientes con SMD. Las CMN se aislaron de 

la médula ósea de los pacientes con SMD y se cultivaron en condiciones estándar hasta el 

tercer pase para obtener las CSM. Se analizó el perfil mutacional de las CSM y de las CMN del 

mismo paciente mediante secuenciación masiva, con un panel de captura de 117 genes 

relacionados con neoplasias mieloides (Nextera Rapid Capture Custom Enrichment, illumina). 

La validación de las mutaciones se realizó mediante la secuenciación de Sanger o la re-

secuenciación de un producto de PCR independiente con el sistema Illumina utilizando una 

estrategia de amplicón dirigido. 

Resultados: En el análisis mutacional detectó un total de 107 mutaciones en 44 genes en 

muestras de CSM y CMN de 58 SMD. En las CMN se observó la presencia de 96 mutaciones 

(89.7%), que afectaban a 40 genes. Los genes más frecuentemente mutados fueron TET2 

(31%), seguido de SF3B1 (17.2%), SRSF2 (13.8%), TP53 (13.8) y DNMT3A, EZH2, RUNX1, STAG2 

(10.3% cada uno), (Figura 1), con un valor medio de VAF del 34,1%. En las CSM se observó la 

presencia de 11 mutaciones, en un total de 10 genes y un VAF medio de 8.31%. Seis de los diez 

genes afectados (60%) las CSM fueron comunes con los genes mutados en las CMN, mientras 

que 4 genes sólo aparecían mutados en las CSM (Figura 1). Ningún enfermo tenía la misma 

mutación en las CSM y en las CMN (Figura 2). La mediana del número de alteraciones por 

paciente fue 1 (0-7) en caso de las CMN y 0 (0-4) en las CSM. El 51% de las mutaciones de las 

CMN se han descrito previamente, siendo el 83.7% de ellas en cáncer hematológico. Por el 

contrario, todas las mutaciones de las CMS excepto ETV6 (p.R105G) no se habían descrito 

previamente. Cabe destacar que no observamos ningún patrón mutacional específico en las 

CSM. Ningún enfermo con el diagnóstico de citopenia refractaria con displasia multilinea 

(CRDM) o SMD con del (5q) aislada presentó ninguna alteración en las CMN (Figura 2). Todas 

las características clínicas, biológicas y la supervivencia global de los pacientes con SMD que 

tenían mutaciones en las CSM fueron similares al grupo que no tenía mutaciones (Tabla 1, 

Figura 3). 



 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Cuarenta y cuatro genes mutados en cincuenta y ocho pacientes de SMD. La comparación de la 
frecuencia de genes mutados entre las células mononucleadas (CMN, C) y en las celuas mesenquimales 
(CSM, C). 

 

 

Figura 2. Comparación de las mutaciones  en las CSM con las mutaciones en la muestra pareada de las 
MNC en ocho casos con alteraciones en las CSM. Cada columna corresponde a un gen, cada línea doble 
corresponde a muestra pareada de un paciente. Los colores dentro de la tabla representan el nivel VAF 
de las mutaciones:     /       ≥5<10%;     /     ≥10<20%;    /     ≥20%. 

 

 

N
u

m
er

o
 d

e 
p

ac
ie

n
te

s 



 

Figura 3. Supervivencia global de pacientes SMD con las CSM mutadas y no mutadas. 

Tabla 1. Comparación de los valores medios de varias características clínicas entre pacientes con CSM no 
mutada (wt) y CSM mutada (mut). 

 
CSM wt CSM mut p  

Edad 74.5 74.5 0.703 

Hb (g/dL) 9.9 10 0.743 

ANC 
(x109/L) 

1.66 2.2 0.05 

Plaquetas 
(x109/L) 

140 196 0.664 

 

  



Conclusiones 

1.  La secuenciación masiva puede identificar nuevas mutaciones no detectables por 

secuenciación convencional. Todas las mutaciones detectadas por secuenciación 

Sanger fueron identificadas por secuenciación masiva. La presencia de mutaciones en 

SRSF2, U2AF1 y ZRSR2 en SMD-SA sugiere la posibilidad de la aparición de mutaciones 

en genes de splicing, distintos a SF3B1. Los pacientes que no presentaron ninguna 

mutación en los genes de splicing analizados no tenían características clínicas o 

biológicas diferentes del resto de los SMD-SA y podrían presentar alteraciones en otros 

genes de splicing no incluidos en el estudio. El uso combinado de la secuenciación 

convencional y la secuenciación masiva en análisis de genes de splicing es asequible y 

revela mutaciones en casi todos los pacientes con SMD-SA. 

 

2. Los análisis de la secuenciación masiva revelaron que la gran mayoría de los pacientes 

con mutación en SF3B1 de riesgo muy bajo, bajo o intermedio (80.4%) tienen al menos 

una mutación adicional. La existencia de dos o más mutaciones adicionales al SF3B1 se 

asocia con un impacto clínico adverso acortando la supervivencia global de los 

pacientes con SMD de riesgo muy bajo, bajo o intermedio. Del mismo modo, entre la 

heterogeneidad de las mutaciones genéticas coexistentes con SF3B1, la presencia de 

SRSF2, IDH2, BCOR, NUP98 o STAG2, aunque no influyó en las características clínicas, 

afectó negativamente la supervivencia de estos pacientes. 

 

3. Más de la mitad de los pacientes con mutación en SF3B1 de riesgo muy bajo, bajo o 

intermedio tenían mutaciones en genes CHIP (DNMT3A, TET2 y/o ASXL1). Aunque no 

se observó ningún efecto de la co-ocurrencia de las mutaciones en SF3B1 con estos 

genes, su existencia podría ser desempeñar un papel en el inicio de la hematopoyesis 

clonal que evoluciona hacia un SMD. 

 

4. El estudio mutacional completo en pacientes de SMD de riesgo muy bajo, bajo o 

intermedio, que tienen sideroblastos en anillo podría permitir una mejor evaluación 

pronostica de la enfermedad y podría condicionar la influencia positiva de las 

mutaciones aisladas de SF3B1 en estos pacientes. Este enfoque permitiría una mejor 

estratificación para alcanzar las opciones terapéuticas adecuadas para cada paciente. 

 

5. El análisis del perfil mutacional de las CSM de pacientes con SMD reveló que el 13.8% 

de los casos presentaron alteraciones en este tipo celular en genes relacionados con 

las neoplasias mieloides. No se observó ningún patrón mutacional específico. La 



mutación de la CSM fue siempre diferente de la mutación de la célula hematopoyética 

(CH) del mismo paciente, y de las alteraciones en las CSM de otros pacientes. 

 

6. Considerando la presencia de mutaciones en las CSM y las células CH los análisis 

demostraron la presencia de cuatro grupos de pacientes: casos con mutaciones tanto 

en CH como en CSM, pacientes con mutaciones en CSM pero no en las CH, grupo con 

alteraciones solo en CH y pacientes sin mutaciones en ninguna de las células. La gran 

heterogeneidad observada no permite definir la implicación de las CSM en la 

patogénesis de SMD. 
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