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1. HEMATOPOYESIS 
 

1.1. Introducción 

La hematopoyesis es el mecanismo fisiológico de formación, desarrollo y 

diferenciación de los distintos elementos formes de la sangre a partir de un 

precursor celular común e indiferenciado conocido como célula madre 

hematopoyética (Hematopoietic Stem Cell, HSC). En el adulto la 

hematopoyesis se desarrolla en la médula ósea, dónde estas células 

precursoras hallan el lecho y el microambiente adecuados para el desarrollo y 

diferenciación hacia células maduras.  

Las células hematopoyéticas más inmaduras no son reconocibles 

mediante técnicas microscópicas debido a la ausencia de distintivos 

morfológicos precisos. Gracias a técnicas de cultivo in vitro o con marcaje de 

antígenos de diferenciación con anticuerpos monoclonales se ha identificado 

una célula madre pluripotente con capacidad de proliferación, diferenciación y 

autorrenovación, conocida como HSC, cuya frecuencia es entre el 0,01% y el 

0,2% de las células mononucleadas medulares 1,2. Los tres mecanismos 

fisiológicos básicos que intervienen en la hematopoyesis y caracterizan a las 

HSC son la autorrenovación, la diferenciación y la apoptosis (Figura 1).  

 
Figura 1. Esquema de los mecanismos fisiológicos de la hematopoyesis (adaptado de Zhu y col  

2002 3). 
HSC: célula madre hematopoyética; CMP: progenitor mieloide común; CLP: progenitor linfoide común 
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 La capacidad de autorrenovación de las HSC es la habilidad de 

generar células hijas idénticas sin diferenciarse, garantizando una formación 

continua de las células hematopoyéticas funcionales a lo largo de toda la vida. 

Dicha capacidad de autorrenovación es la característica diferencial de las HSC 

respecto a las células más maduras de la hematopoyesis. Las autodivisiones 

de las HSC pueden ser simétricas, en la cual una HSC da lugar a dos HSC 

idénticas, o asimétricas, en la cual una célula persiste como HSC y la otra se 

diferencia. Dada la capacidad de las HSC de mantener la homeostasis de la 

hematopoyesis, la mayoría de las divisiones de HSC dan lugar a una célula que 

persiste como HSC y una célula que se diferencia. Sin embargo, como 

respuesta a situaciones de estrés (infecciones, sangrado, tratamiento 

quimioterápico), las HSC pueden autodividirse en dos HSC.  

Las HSC son multipotenciales, es decir, tienen la capacidad de 

diferenciarse y generar todos los tipos celulares funcionales de la sangre. En el 

desarrollo hematopoyético, la multipotencialidad se va restringiendo 

progresivamente a medida que los progenitores hematopoyéticos se van 

diferenciando y comprometiendo hacia los diferentes linajes hematopoyéticos.  

A partir de la célula madre linfomieloide (CFU-LM) aparecen la célula germinal 

linfoide (CFU-L) y la célula germinal mieloide (CFU-M). La CFU-M, estimulada 

por el microambiente, da lugar a otras poblaciones comprometidas hacia la 

diferenciación de una o varias líneas mieloides denominadas células 

formadoras de colonias (CFC) o unidad formadora de colonias (UFC), de las 

que se conocen distintos tipos: BFU-E, CFU-E para la línea eritroide, CFC-GM, 

para la granulomonocítica, CFC-Eo para los eosinófilos, CFC-Ba para los 

basófilos, y BFU-Meg y CFU-Meg para los megacariocitos (Figura 2).  
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Figura 2. Esquema de la hematopoyesis humana 

CFU-LM: célula madre linfomieloide; CFU-M: célula germinal mieloide; CFU-L: célula germinal linfoide; 

BFU-E: unidad formadora de colonias eritroides; CFU-E: unidad formadora de colonias eritroides; BFU-

Meg: unidad formadora de colonias; CFU-Meg: unidad formadora de colonias megacariocíticas; CFC-GM: 

unidad formadora de colonias granulocíticas-macrofágicas; CFC-Eo: unidad formadora de colonias 

eosinofílicas; CFC-Ba: unidad formadora de colonias basófilas. 

 

 

La apoptosis o muerte celular programada no es un proceso reservado 

únicamente a la célula madura y dañada, sino que también interviene en la 

regulación celular desde los niveles más inmaduros hasta los precursores más 

diferenciados. Este proceso es regulado por factores de supervivencia al 

mismo tiempo que por señales de muerte celular 4.  

 
1.2. Marcadores moleculares de las células hematopoyéticas  

Como se ha comentado, las células hematopoyéticas más inmaduras no 

poseen distintivos morfológicos que permiten diferenciarlas. A través de 

estudios inmunofenotípicos se pueden identificar los distintos progenitores 

mieloides. No existe un marcador de superficie único para este grupo de 

células, pero usando combinaciones de marcadores se pueden definir distintos 

grupos de células hematopoyéticas: HSC y células progenitoras (HPC) 
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El marcador más ampliamente utilizando en el aislamiento de 

progenitores hematopoyéticos humanos es el CD34 (ligando de la L-selectina). 

Esta glucoproteína de superficie se expresa en el 1-5% de células 

mononucleadas, incluyendo HSC y células progenitoras (HPC), en células 

vasculares endoteliales y en algunos fibroblastos 5. Se ha postulado que CD34 

posee un papel importante en la adhesión/localización de las HSC y HPC en la 

médula ósea 6–13. Las células CD34+ tienen la capacidad de reconstituir la 

hematopoyesis humana y tradicionalmente se ha considerado un marcador de 

HSC y clínicamente se usa para cuantificar las células trasplantables. La 

diferenciación de las células madre hematopoyéticas va asociada a la pérdida 

de CD34 y al inicio de la expresión de otros antígenos característicos de 

estadios de diferenciación más avanzados. Los ensayos in vitro revelaron que 

la población de células CD34+ era muy heterogénea. Así, se inició la búsqueda 

de nuevos marcadores de superficie que permitieran mejorar la identificación 

de poblaciones enriquecidas en HSC. Algunas de las moléculas identificadas 

fueron HLA-DR 14, CD45RA 15, CD90 16,17 y CD38 18,19, en las diferentes 

fuentes de progenitores hematopoyéticos analizadas (médula ósea, sangre de 

cordón umbilical y sangre periférica movilizada). 

 CD38 es un marcador importante en la caracterización de las células 

hematopoyéticas. La mayoría de las células CD34+ coexpresan el marcador 

CD38. La población CD34+CD38- está muy enriquecida en células con 

capacidad de reconstitución de los modelos murinos NOD/SCID 19. En cambio, 

las células CD34+CD38+ dan lugar a una reconstitución temprana y transitoria 

cuando son trasplantadas en ratones inmunodeficientes 20. Se definen las HSC 

y HPC como CD34+CD38- y CD34+CD38+, respectivamente. 

 Las HSC y HPC no expresan un conjunto de marcadores asociados con 

la diferenciación final de tipos celulares. La no expresión de estos marcadores 

de linaje (Lin-) puede ser utilizada para diferenciar las células inmaduras de las 

células más diferenciadas. Majeti y col han demostrado que las células Lin-

CD34+CD38- pueden dividirse en 3 sub-poblaciones de acuerdo con la 

expresión de CD90 y CD45: CD90+CD45RA-, CD90-CD45RA- y CD90-

CD45RA+. Utilizando modelos murinos y ensayos in vitro, han identificado que 
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la población con el fenotipo Lin-CD34+CD38-CD90+CD45RA- es la que 

contiene a las células HSC humanas 21. 

  

1.3. Regulación de la hematopoyesis 

En el adulto, la hematopoyesis, en condiciones normales, sólo se 

desarrolla en la médula ósea y está regulada por varios mecanismos como la 

interacción de las células entre sí, la interacción con su microambiente, con 

factores de crecimiento y factores inhibitorios y con la matriz extracelular.  

 

1.3.1. Microambiente medular y stem cells 

La medula ósea constituye el microambiente ideal (nicho) para la 

supervivencia de las stem cells, su autorrenovación y su diferenciación hacia 

células maduras. Está formada por células estromales y una red microvascular 

(Figura 3).  

 

 

Figura 3. Esquema de la interacción entre las células stem cell hematopoyéticas y el 
microambiente de la médula ósea (Adaptado de Hoffbrand’s Essential Haematology 22) 
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Las células estromales incluyen las stem cells mesenquimales, que 

producen fibroblastos, adipocitos y osteoblastos, las células endoteliales y los 

macrófagos. Las células del estroma celular segregan unos componentes que 

participan en la formación de la matriz extracelular: fibronectina, colágeno, 

glicoproteínas y glicosaminoglicanos, entre los más representativos. Algunos 

de estos componentes, como la fibronectina, proporcionan el sustrato esencial 

al que se adhieren los progenitores mieloides y eritroides durante su desarrollo. 

Asimismo, dichas células estromales también segregan los factores de 

crecimientos necesarios para la supervivencia de las stem cells.  

Los progenitores y los precursores hematopoyéticos, para migrar de la 

médula ósea, pasan a través de la barrera endotelial de los sinusoides, proceso 

esencialmente regulado a través de la interacción entre las células CD34+ y las 

moléculas de adhesión endoteliales e integrinas que expresan las células 

endoteliales, y también por factores de crecimiento angiogénicos.   

 

1.3.2. Factores de crecimiento y factores inhibitorios 

Los factores de crecimiento son glicoproteínas que participan en la 

regulación de la proliferación, diferenciación y maduración de las HSC, así 

como en la inhibición de la apoptosis. Además, se unen a la matriz extracelular 

para formar nichos a los que se adhieren las HSC.  

Entre los factores de crecimiento destacan la eritropoyetina (EPO), la 

trombopoyetina (TPO), los factores estimulantes de colonias (FEC) y las 

interleucinas (IL) (Figura 4). Tradicionalmente se había considerado que alguno 

de estos factores tenía una acción específica restringida a una línea celular; sin 

embargo, se ha comprobado que la mayoría de ellos actúan sinérgicamente en 

la diferenciación de distintas líneas celulares, tal y como se puede observar en 

la figura 4 23–25.  
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Figura 4. Esquema de la función de los factores de crecimiento en la hematopoyesis normal 
(Adaptado de Hoffbrand’s Essential Haematology 22) 

HSC: célula madre hematopoyética; CFU-M: célula germinal mieloide; BFU-E: unidad formadora de 

colonias eritroides; CFU-E: unidad formadora de colonias eritroides; BFU-Meg: unidad formadora de 

colonias; CFU-Meg: unidad formadora de colonias megacariocíticas; CFC-GM: unidad formadora de 

colonias granulocíticas-macrofágicas; CFC-Eo: unidad formadora de colonias eosinofílicas; CFC-Ba: 

unidad formadora de colonias basófilas SCF: factor de células madre; FLT3-L: ligando FLT3; IL-3: 

interleucina 3; EPO: eritropoyetina; TPO: trombopoyetina; FSC-GM: factor estimulante de colonias 

granulomonocíticas; FSC-M: factor estimulante de colonias monocíticas; FSC-G: factor estimulante de 

colonias granulocíticas; IL-5: interleucina 5. 

 

Por otra parte, existen los factores inhibitorios de la hematopoyesis, que 

ejercen un efecto inhibitorio de la fase mitótica celular. La proteína inflamatoria 

del macrófago (MIP-1α), producida por los macrófagos, tiene la capacidad de 

inhibir la proliferación de las stem cells, evitando que entren en fase S del ciclo 

celular 26. El factor de crecimiento transformante β (TGF- β), por su parte, 

inhibe la proliferación de progenitores precoces, aunque además tiene 

capacidad estimuladora del crecimiento de progenitores maduros 27. El factor 

de necrosis tumoral α (TNF- α) también potencia la acción proliferativa de la IL-

3 y el GM-CSF y, por otra parte, ejerce una acción inhibitoria en distintos 

progenitores hematopoyéticos 28.  
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2. NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS 
 

2.1. Introducción 

Las neoplasias mieloproliferativas (NMP) son enfermedades clonales de 

la célula madre hematopoyética caracterizadas por la proliferación de células 

maduras de una o varias líneas mieloides y que comparten ciertas 

características clínicas y biológicas como son la presencia de una médula ósea 

hipercelular, esplenomegalia, una incidencia aumentada de complicaciones 

trombóticas y hemorrágicas y riesgo de progresión a mielofibrosis y, a largo 

plazo, a leucemia aguda (LA) 29.  

De acuerdo con la clasificación actual de la OMS  30, las NMP incluyen 

las siguientes entidades: leucemia mieloide crónica (LMC), leucemia 

neutrofílica crónica (LNC), policitemia vera (PV), mielofibrosis primaria (MFP), 

trombocitemia esencial (TE), leucemia eosinofílica crónica (LEC) y las 

neoplasias mieloproliferativas inclasificables.  

 

Tabla 1. Clasificación de las Neoplasias Mieloproliferativas según la 
clasificación actual de la Organización Mundial de la Salud (OMS) 2016 30.  

 

Leucemia mieloide crónica (LMC) 

Leucemia neutrofílica crónica (LNC) 

Policitemia vera (PV) 

Mielofibrosis primaria (MFP) 

Mielofibrosis primaria prefibrótica 

Mielofibrosis primaria, fase fibrótica establecida 

Trombocitemia esencial (TE) 

Leucemia eosinofílica crónica (LEC) 

Neoplasias mieloproliferativas inclasificables 
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El concepto de NMP fue propuesto en 1951 por William Dameshek, 

quien sugirió que la PV, la TE, la MFP y la LMC eran entidades muy próximas 

entre sí, en las que había un incremento en la proliferación de células 

mieloides, debido probablemente a una alteración desconocida que estimulaba 

dicha proliferación 31. Así, en aquel momento se especulaba que un esteroide u 

otra hormona pudieran actuar como factor estimulador de la mielopoyesis. El 

aumento de la masa eritrocitaria en la PV, la trombocitosis en la TE y la fibrosis 

medular en la MFP son, respectivamente, las características fundamentales de 

cada una de estas tres entidades, consideradas en conjunto como NMP 

cromosoma Philadelphia negativas (Ph -) clásicas. Posteriormente, en 1974, se 

describió que los progenitores eritroides de la médula ósea de pacientes con 

PV podían cultivarse in vitro en ausencia de EPO 32, hallazgo que contrastaba 

con el hecho de que en individuos normales el crecimiento de progenitores 

hematopoyéticos se producía únicamente en presencia de factores de 

crecimiento. Este hallazgo podría explicarse por la presencia de valores 

elevados de proteína Bcl-xL, inhibidora de la apoptosis, en las colonias EPO-

independientes y, por el contrario, valores muy disminuidos o ausentes de 

dicha proteína en las colonias eritroides de sujetos normales o afectos de 

eritrocitosis secundarias 33. Dicho descubrimiento sugería un comportamiento 

neoplásico de las NMP y, por tanto, un origen clonal de la enfermedad. Este 

origen clonal se confirmó más tarde por Adamson y Fialkow que demostraron 

que los hematíes, los granulocitos y las plaquetas de mujeres con PV tenían la 

misma isoenzima de la glucosa 6-fosfato-deshidrogenasas (G6PD) y, como 

consecuencia, el mismo patrón de inactivación del cromosoma X (PICX), lo 

cual indicaba que se originaban a partir de un progenitor hematopoyético clonal 
34. Sin embargo, las alteraciones genéticas implicadas en la patogenia de la PV 

no se empezaron a conocer hasta que recientemente Kralovics y col refirieron 
que el 33% de los pacientes con PV presentaban una pérdida de la 

heterocigosidad (LOH) en el brazo corto del cromosoma 9, debido a un 

mecanismo de recombinación mitótica, por tanto, no reconocible en el estudio 

citogenético convencional 35. Finalmente, en el año 2005 cinco grupos 

independientes demostraron de forma simultánea la mutación p.V617F del gen 

JAK2, localizado en el cromosoma 9, presente en el 95% de los pacientes con 

PV y en la mitad de los casos de TE y MFP 36–40. Posteriormente a la 
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descripción de la mutación V617F, Scott y col demostraron mutaciones en el 

exón 12 del gen JAK2 en los pacientes con PV V617F negativos 41. Más 

recientemente, se han descrito mutaciones que afectan al gen MPL, que 

codifica para el receptor de la trombopoyetina y mutaciones en el gen de la 

calreticulina (CALR) 42–44. Todas ellas, junto a las mutaciones del gen JAK2, 

constituyen mutaciones denominadas driver o conductoras de las NMP.  

Adicionalmente, existen otras mutaciones somáticas que no actúan 

primariamente en la proliferación celular, pero que pueden modificar el efecto 

de las mutaciones driver. Estos genes pertenecen a distintas categorías y 

funciones como reguladores epigenéticos, factores de transcripción o 

moléculas de vías de señalización y se describen en al apartado 2.5.  

 

2.2. Neoplasias mieloproliferativas con mutación de JAK2 

2.2.1. Gen JAK2 

JAK2, junto con JAK1, JAK3 y TYK2, es una tirosina cinasa que 

pertenece a la familia de las Janus cinasas (JAKs) y que está codificada por el 

gen JAK2 localizado en el cromosoma 9p24 45.  

Todas las proteínas JAKs comparten la misma estructura, con siete 

regiones conocidas como dominios de homología de JAK (JH). La estructura de 

los distintos dominios funcionales consiste en un dominio N-terminal FERM 

(JH4-JH7), un dominio Src homolgy-2 (SH2)-like (JH3-JH4), un dominio 

pseudocinasa (JH2) y un dominio tirosina cinasa en C-terminal (JH1) (Figura 5).  

 

Figura 5. Esquema de la estructura de la proteína JAK2 y localización de las principales 

mutaciones descritas 
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El dominio FERM es el responsable de la asociación de las proteínas 

JAK con los receptores de las citosinas. El dominio SH2-like no parece tener la 

función convencional de un dominio de unión a fosfotirasa y su función exacta 

aún está por determinar. El dominio cinasa (JH1) se activa vía trasfosforilación 

de tirosinas en tándem localizadas en el loop de activación. Finalmente, el 

dominio JH2 es un dominio pseudocinasa y su principal función es regular 

negativamente el dominio JH1 46,47. Dado que la mayoría de mutaciones se 

encuentran en el dominio pseudocinasa, se sugiere que actúan disminuyendo 

el efecto inhibitorio de este dominio.  

La proteína JAK2 está implicada en vías de señalización activadas 

desde los receptores de citosinas tipo I, entre los que se encuentran los 

receptores de las interleucinas IL3, IL5, la EPO, el G-CSF, el GM-CSF o la TPO 

(c-MPL) 48. En condiciones normales, al unirse el ligando al receptor, éste se 

dimeriza, de forma que las dos moléculas de JAK2 unidas al dominio 

yuxtamembrana citoplasmático del receptor se aproximan y se activan 

mutuamente por fosforilación 49,50. Una vez activada, JAK2 puede fosforilar 

residuos tirosina de otras proteínas, entre las que se encuentran los factores de 

transcripción STAT (Signal transducer and activator of transcription; STAT1, 

STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b, STAT6) y proteínas implicadas en 

otras vías de transducción de señales (MAPK y PI3K) 51,52 (Figura 6). 

 

Figura 6. Esquema de las vías de señalización de la proteína JAK2 
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La vía de señalización JAK-STAT es esencial para el desarrollo de las 

células mieloides, para la proliferación y supervivencia celular y también es 

necesaria en los estadios iniciales de la respuesta inmune. Por estos motivos, 

las alteraciones en esta vía pueden tener un papel importante en el desarrollo 

de las NMP.  

 

2.2.2. Mutación JAK2V617F 

En el año 2005, cinco grupos independientes describieron la mutación 

V617F en el gen JAK2 en pacientes con NMP 36–40. La mutación JAK2V617F es 

una mutación puntual que resulta del cambio de una guanina por una timidina 

en la posición 1849 localizada en el exón 14 del gen JAK2 que supone un 

cambio de valina (V) por fenilalanina (F) en el aminoácido 617. Este 

aminoácido se localiza en el dominio pseudocinasa JH2 de la proteína JAK2 

que tiene actividad inhibitoria sobre el dominio cinasa interaccionando con el 

bucle de activación 47. Como consecuencia de la mutación V617F, no se 

produce la inhibición del dominio cinasa JH1, lo que resulta en una activación 

constitutiva de la proteína JAK2 en ausencia de la unión del ligando al receptor. 

Se trata, por tanto, de una mutación que provoca una ganancia de función, es 

decir, una activación permanente de diferentes vías de transducción de señales 

implicadas en la señalización de los receptores de citocinas de tipo I (EPO, G-

CSF, c-MPL) como JAK-STAT, PI3K , AKT, MAPK y ERK 36,39,40,53–55.   

La mutación JAK2V617F se detecta en más del 95% de los pacientes 

con PV y en el 50-60% de los pacientes con TE y MFP. Asimismo, puede estar 

presente en otras neoplasias mieloides, como sucede en el 60% de pacientes 

con anemia refractaria con sideroblastos en anillo y trombocitosis (RARS-T) 56. 

El estado mutacional se denomina de forma convencional heterocigoto cuando 

un solo alelo está mutado u homocigoto cuando los dos alelos están mutados 

por un proceso de recombinación mitótica 38. No obstante, esta terminología no 

deja de ser algo inexacta cuando se aplica a la valoración de la carga 

mutacional, pues se ha observado que en pacientes con PV categorizados 

como heterocigotos, el análisis de las colonias hematopoyéticas demuestra que 
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muchos pacientes presentan una mezcla de células homocigotas y 

heterocigotas 57.  

 

2.2.3. Hematopoyesis de las NMP JAK2 mutadas 

La importancia de JAK2 en la hematopoyesis se puso de manifiesto en 

un modelo murino knock-out en el que se eliminó dicho gen. Estos ratones 

presentaron una ausencia total de progenitores eritropoyéticos y todos ellos 

murieron en el día 12 del desarrollo embrionario 48,58. 

La mutación V617F de JAK2 se ha detectado tanto en progenitores 

hematopoyéticos obtenidos de cultivos de colonias eritroides, 

granulomonocíticas y megacariocíticas in vitro 37,59,60, como en células 

CD34+CD38- aisladas mediante sorting 61, así como en células progenitoras 

mieloides y, en algunos estudios, en células de estirpe linfoide 61–63.  Este 

hallazgo apoya que las NMP tienen su origen en una célula madre 

hematopoyética multipotente y explicaría la frecuente existencia de leucocitosis 

y trombocitosis en las NMP. 

La hematopoyesis de las NMP JAK2 positivas se caracteriza por una 

coexistencia de progenitores mutados y de progenitores normales.  En los 

pacientes con TE y PV, el porcentaje de progenitores mutados constituye una 

minoría de la hematopoyesis total, y en la TE éstos pueden permanecer 

estables en el tiempo  64,65. Este hallazgo sugiere que la mutación V617F de 

JAK2 confiere una ventaja proliferativa débil a nivel de progenitores 61. Por otra 

parte, en un estudio con 41 pacientes con NMP JAK2 positivas se demostró 

que el compartimento de células CD34+CD38- con mutación JAK2V617F en 

los pacientes con PV y TE no se expandía durante la evolución de la 

enfermedad, hallazgo que sí se observó en la MF 66. En la misma línea, dos 

trabajos recientes han analizado la supresión de la hematopoyesis normal por 

el clon JAK2V617F en los pacientes con NMP, y para ello definieron el 

concepto de dominancia clonal como una diferencia de la carga mutacional de 

JAK2V617F entre granulocitos y células CD34+ igual o inferior al 10%.  En 

ambas series se demostró que dicha dominancia clonal, y por tanto, una 

supresión de la hematopoyesis normal, estaba significativamente asociada al 
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fenotipo de MF, pero no a PV ni TE 67,68. Adicionalmente, y usando modelos 

murinos, dos grupos independientes, demostraron un pobre injerto de células 

CD34+ JAK2V617F de pacientes con TE y PV en ratones NOD/SCID (non-

obese diabetic-severe combined immunodeficient) 69,70. Por último, la 

descripción de la presencia de la mutación JAK2V617F en un pequeño 

porcentaje de individuos sanos también sugiere que dicha mutación no confiere 

una importante ventaja proliferativa 71–73, aunque en un estudio poblacional 

danés, la cantidad de mutación detectada se correlacionó con mayor riesgo de 

desarrollo de una NMP 74.   

Recientemente, algunos estudios basados en modelos murinos knock-in, 

apoyarían que la mutación JAK2V617F sí que podría ejercer una ventaja 

proliferativa a nivel progenitor en la hematopoyesis de las NMP. Así, Mullally y 

col, siguieron ratones trasplantados durante más de un año y observaron que 

las células HSC JAK2V617F adquirían gradualmente ventaja proliferativa 

respecto las no mutadas. Resultados similares fueron descritos de forma 

independiente por otro grupo 75,76.  

Todo ello sugiere que podrían existir otros factores que jueguen un papel 

importante en la expansión del clon JAK2V617F-mutado y, por tanto, intervenir 

en la génesis y progresión de la PV y de la TE. Entre estos factores destaca la 

presencia de mutaciones en otros genes, las cuales pueden adquirirse antes o 

después de JAK2V61F.  Así, se ha descrito que la mutación JAK2V617F en 

casos familiares es adquirida y, por tanto, la predisposición heredada es 

independiente de JAK2 77. En segundo lugar, en estudios de PICX, se ha 

descrito un porcentaje superior de granulocitos clonales detectados por esta 

técnica que granulocitos con mutación JAK2V617F, sugiriendo que existiría una 

proliferación clonal previa a la adquisición de la mutación V617F de JAK2 78. 

Adicionalmente, el hecho de que en algunos pacientes con LA post-PV y post-

TE las células leucémicas sean JAK2 no mutadas, sugiere que la LA se ha 

originado a partir de un clon previo a la adquisición de JAK2V617F 78,79. Por 

último, dado que tanto el porcentaje de casos con mutaciones adicionales 

como el número de mutaciones por paciente es mayor en la MF que en la PV o 

TE, podría especularse que la presencia de mutaciones adicionales favoreciera 

el desarrollo de la dominancia clonal, habitualmente observada en la MF 67,68.  



30 
 

Existe por tanto evidencia de que la presencia de mutaciones adicionales a 

JAK2V617F puede influir en la hematopoyesis de las NMP. No obstante, el 

orden de adquisición de las mismas probablemente también juegue un papel 

importante. En este sentido, y como ya se ha comentado anteriormente, 

Ortmann y col, han obtenido y genotipado más de 4000 colonias de 24 

pacientes con NMP JAK2/TET2 mutadas, demostrando que en los pacientes 

TET2-first (aquellos que adquirieron primero la mutación en TET2), las colonias 

TET2 mutadas favorecen la expansión clonal, pero la diferenciación hacía 

células megacariocíticas o eritroides no se activa hasta la adquisición de 

JAK2V617F. Por el contrario, en los pacientes JAK2-first, las colonias JAK2 

mutadas no se expanden hasta la adquisición de TET2, pero sí que presentan 

una alta capacidad de diferenciarse a células más maduras 80. El papel de las 

mutaciones adicionales en la hematopoyesis de las NMP se amplía en un 

apartado posterior.  

No obstante, en el 52% y 38% de pacientes con TE y PV JAK2V617F, 

respectivamente, no se ha podido demostrar la presencia de mutaciones 

adicionales 81. Este hallazgo sugiere que la mutación JAK2V617F podría ser 

suficiente para el desarrollo de la NMP o bien que existen otros factores a nivel 

progenitor que podrían influir en el desarrollo de dichas NMP 81. Entre ellos 

destaca el microambiente a nivel del nicho medular (participación de IL-1β, 

FLT3L, IL-33 82–84), el efecto del tratamiento, y variantes genéticas 

constitucionales (SNPs en TERT, MECOM y JAK2 o 46/1 85).  

 

2.2.3.1. Modelos murinos 

Desde el descubrimiento de la mutación JAK2V617F, han sido muchos 

los grupos que han creado modelos murinos en los cuales se ha introducido 

dicha mutación con el objetivo de evaluar las consecuencias de ésta in vivo y 

dilucidar los mecanismos que participan en el inicio y la progresión de las NMP.  

Modelos retrovirales 

Inmediatamente después de la descripción en 2005 de JAK2V617F, 

varios grupos generaron modelos murinos retrovirales para discernir el efecto a 
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nivel fenotípico de JAK2V617F in vivo 36,86–89. Observaron que los ratones 

trasplantados con progenitores hematopoyéticos portadores de la mutación 

JAK2V617F desarrollaban un cuadro clínico tipo NMP con muchas 

características de PV, incluyendo eritrocitosis, esplenomegalia y 

hematopoyesis extramedular 36,86–89, y meses después del trasplante, algunos 

ratones evolucionaban a un cuadro clínico compatible con MF post-PV. 

Estudios adicionales realizados en estos ratones evidenciaron una activación 

constitutiva de JAK2 y una fosforilación de STAT5, junto con una formación de 

colonias independiente de citocinas. Estos modelos describieron por primera 

vez que la expresión de JAK2V617F in vivo es suficiente para inducir el 

desarrollo de un fenotipo de NMP 36,86–89. 

Modelos transgénicos 

  Posteriormente a los estudios iniciales basados en modelos retrovirales, 

tres grupos generaron modelos murinos transgénicos en 2008 con el objetivo 

de correlacionar el fenotipo con la carga mutacional de JAK2V617F 90–92. 

Observaron que el nivel de expresión de JAK2V617F influía en el fenotipo de 

NMP: mientras que los ratones con baja expresión de JAK2V617F 

desarrollaban un fenotipo TE-like, los que expresaban JAK2V617F de forma 

más intensa daban lugar a un fenotipo más próximo a PV.  

Modelos de xenotrasplante 

Estos modelos murinos se desarrollaron con el objetivo de estudiar la 

funcionalidad de JAK2V617F en las células más inmaduras de la 

hematopoyesis. Xu y col, obtuvieron células periféricas CD34+ de pacientes 

con MF y observaron que éstas injertaban en ratones NOD/SCID y pudieron 

demostrar hematopoyesis clonal con diferenciación mieloide 93. Posteriormente, 

y de forma similar, se ha demostrado que las células CD34+, en este caso 

esplénicas, de pacientes con MF también tenían la capacidad de injertar en 

ratones NOD/SCID/IL2Rɣ-null y que podían ser trasplantadas en segundos 

receptores 94. En cambio, las células CD34+ de pacientes con PV y TE 

presentaban una pobre capacidad de injertar 69. Este hallazgo sería consistente 

con una mayor ratio de JAK2V617F/JAK2 no mutado en las células 

trasplantadas obtenidas de pacientes con MF en comparación con la PV y 
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TE70. Por otro lado, la ausencia de injerto en ratones trasplantados con células 

de PV y TE sugiere que la mutación JAK2V617F no presenta una ventaja 

proliferativa sobre las células JAK2 no mutadas 70. De nuevo, la presencia de 

mutaciones adicionales podría influir en la alta capacidad de injertar de las 

células de pacientes con MF.  En este sentido, se ha demostrado que las 

células CD34+ portadoras de mutaciones en TET2 y JAK2 presentan más 

capacidad de repoblar ratones NOD/SCID respecto las células únicamente con 

mutación JAK2V167F 95.  

Un aspecto a considerar en la interpretación de estos resultados es el 

hecho de que los xenotrasplantes se basan en trasplantes entre diferentes 

especies y, como consecuencia, las incompatibilidades entre los receptores de 

citocinas humanas (expresadas en las células CD34+ trasplantadas) y las 

citocinas murinas (expresadas en el receptor) pueden interferir y activar vías de 

señalización. En este sentido, estos modelos de xenotrasplante en NMP 

precisan de procesos adicionales de optimización.  

Modelos Knock-in (KI) 

A partir de 2010 diferentes grupos desarrollaron modelos murinos knock-

in que han permitido expresar JAK2V617F a partir de un promotor endógeno 

JAK2. En la tabla resumen que se muestra a continuación se resumen las 

principales características de los modelos de Akada y col 96, Marty y col 97, 

Mullally y col 75,98, Li y col 99,100 y Hasan y col 76. 
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Los primeros modelos murinos KI publicados en 2010 se generaron con 

el principal objetivo de evaluar los efectos de JAK2V617F a nivel de las HSC. 

El fenotipo de los tres modelos que expresan JAK2V617F murino es similar 96–

98. En cada uno de estos modelos, los ratones que expresaban JAK2V617F en 

forma heterocigota desarrollaron un fenotipo PV-like, con eritrocitosis, 

leucocitosis, esplenomegalia secundaria a hematopoyesis extramedular y 

mielofibrosis, sugiriendo que la expresión heterocigota de JAK2V617F es 

suficiente para el desarrollo de PV. Comparado con los tres modelos 

anteriores, los ratones generados por Li y col expresaron un fenotipo más TE-

like 99. Esto puede verse influenciado por el hecho de que en este modelo se 

expresa JAK2V617F de origen humano y se desconoce si las vías de expresión 

de JAK2 humana en los ratones puede ser diferente.  

En el modelo de Akada y col se avaluó la expresión homocigota de 

JAK2V617F, que de forma similar a la expresión heterocigota, resultó en un 

fenotipo PV-like. No obstante, la expresión homocigota se asoció a un 

incremento significativo de reticulocitos, leucocitos, neutrófilos y plaquetas, 

pero sin diferencias significativas en los niveles de hemoglobina. Asimismo, se 

observó una esplenomegalia significativamente más pronunciada y, en la 

médula ósea, una mielofibrosis más intensa (grado 2) en comparación con los 

ratones heterocigotos, con una disminución de la celularidad medular, 

sugiriendo que la homocigosidad de JAK2V617F acelera la progresión de PV a 

MF post-PV 96. Otro modelo murino KI también evaluó las consecuencias de la 

homocigosidad de JAK2V617F, pero con resultados diferentes. En este caso, 

los ratones presentaron aumento de la hemoglobina y disminución de la cifra 

de las plaquetas, con un cambio de fenotipo de TE a PV 100. La explicación de 

las diferencias observadas en el fenotipo de los ratones homocigotos entre los 

modelos KI de Akada y col y Li y col no se conoce, pero podría deberse a 

diferencias metodológicas.  

En todos los modelos descritos, la NMP era trasplantable a un segundo 

receptor, sugiriendo que las células CD34+ JAK2 mutadas poseen una ventaja 

clonal respecto las células no mutadas. No obstante, es interesante destacar 

diferencias entre los diferentes estudios. Mientras que en los ratones del primer 

estudio de Mullally y col la mutación JAK2V617F confería una ventaja 
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proliferativa débil a las 16 semanas, el otro estudio del mismo grupo pero con 

un seguimiento post trasplante de 1 año, las células HSC JAK2 mutadas 

adquirían de forma gradual una ventaja proliferativa más intensa 75,98. 

Finalmente, Hasan y col objetivaron una ventaja proliferativa intensa de las 

HSC JAK2V617F en los ratones 76.  El papel de células más comprometidas en 

la hematopoyesis fue estudiado por Mullally y col 75,98. Seleccionaron células 

progenitoras megacariocíticas y eritroides y observaron que están eran 

incapaces de inducir NMP en ratones.  

Todos estos resultados sugieren que la mutación V617F de JAK2 

confiere ventaja proliferativa (débil o intensa) a nivel de las HSC, pero no a los 

progenitores comprometidos. Por otro lado, la participación de otras 

alteraciones genéticas y moleculares podría intervenir en la expansión clonal 

de las NMP JAK2 mutadas.  

 

2.2.4.  Factores que intervienen en el desarrollo del fenotipo de NMP JAK2 

La mutación JAK2V617F se asocia a un amplio espectro de fenotipos de 

NMP, que incluyen la TE, PV y MF. En este sentido, se ha postulado que la PV 

y TE JAK2 mutadas representan un espectro biológico de una misma 

enfermedad modulada por varios factores genéticos y adquiridos y la MF sería 

un evento tardío 101.  

Entre los factores que se postula que pueden influir en el fenotipo de la 

NMP JAK2 mutada destacan los siguientes (Figura 7): 
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Figura 7. Factores que influyen en el fenotipo de las NMP JAK2V617F (adaptado de Nangalia y col 
2016 102) 

TE: trombocitemia esencial; PV: policitemia vera; STAT1: Signal Transducer and Activator of 

Transcription. 

 

a) Homocigosidad de JAK2V617F: La pérdida de heterocigosidad de 9p24 

(9pLOH) es un proceso en el cual, mayoritariamente por recombinación 

mitótica, aparecen células con dos copias de la mutación JAK2V617F y, 

como consecuencia, la carga mutacional de JAK2V617F de estas células es 

el doble de la que se cuantificaría si la mutación se encontrase sólo en 

estado heterocigoto (Figura 8). Por ello, generalmente los pacientes en los 

que existe una proporción importante de células con 9pLOH suelen tener 

una carga mutacional en granulocitos > 50% 103. Aproximadamente el 30% 
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de pacientes con NMP presentan 9pLOH en el locus de JAK2, siendo más 

frecuente en la MF y PV que en la TE 36–39.  

  

Figura 8. Representación del mecanismo de recombinación mitótica que produce la pérdida 
de heterocigosidad (LOH) del cromosoma 9p. 

 

El cultivo de colonias hematopoyéticas presenta una mayor sensibilidad 

para la detección de homocigosis que el estudio de 9pLOH a través de 

PCR de microsatélites. Así, estudios in vitro de colonias de progenitores 

hematopoyéticos demostraron la presencia de colonias BFU-E JAK2V617F 

homocigotas en la mayoría de pacientes con PV  y en ninguno con TE 59 , 

hallazgo compatible con el hecho que los pacientes con PV muestran una 

carga mutacional superior en sangre periférica respecto los pacientes con 

TE 38. Más recientemente, Godfrey y col han descrito la presencia de 

colonias BFU-E JAK2V617F homocigotas en el 80% y 52% de los 

pacientes con PV y TE, respectivamente 57. Otros autores también han 

reportado resultados similares demostrando la presencia de colonias BFU-

E JAK2V617F homocigotas en 5 de 12 pacientes con TE, aunque se trata 

de un clon minoritario 103. Estos resultados podrían sugerir, por tanto, que 

la homocigosis no es ni necesaria ni suficiente para el desarrollo de PV. 

Adicionalmente, mediante PCR de microsatélites, se observó que la PV se 

asociaba a la expansión de un clon dominante homocigoto durante la 
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evolución de la enfermedad, siendo éste el mecanismo responsable de la 

eritrocitosis en la mayoría de pacientes con PV 57.   

La proporción de homocigosis de JAK2V617F se ha correlacionado con 

un hematocrito y una leucocitosis superior, una cifra de plaquetas inferior y 

más esplenomegalia 104,105. Estudios murinos transgénicos también han 

demostrado el efecto de la dosis de JAK2V617F en el fenotipo de la NMP. 

Así, los ratones con baja expresión de JAK2V617F desarrollaban un 

fenotipo TE-like mientras que los que presentaban alta expresión de 

JAK2V617F, un fenotipo más próximo a PV 90. Por tanto, el estado 

homocigoto de JAK2V617F es más característico de la PV. 

 

b) Niveles de fosforilación de STAT 1: en un estudio reciente, Chen y col 

observaron que los niveles de fosforilación de STAT1 entre los pacientes 

con PV y TE era distinta. Así, en la TE, la mutación JAK2V617F activa las 

vías de señalización de STAT1 y STAT5. La activación de pSTAT1 favorece 

la diferenciación megacariocítica y disminuye la diferenciación eritroide. Por 

el contrario, en la PV, la reducción de la activación de pSTAT1, inhibe la 

megacariopoyesis y favorece la eritropoyesis (Figura 9).  Se desconoce qué 

factores influyen en la diferente fosforilación de STAT1/STAT5 106. 

 

 

Figura 9. Mecanismo de acción de JAK2 y modelo de activación de STAT1 y STAT5 en la 
PV y TE (adaptado de Chen y col 2010 106) 
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c) Sexo: la PV es más frecuente en hombres y la TE en mujeres. No existe un 

razonamiento claro del porqué de estas diferencias, pero se piensa que el 

efecto de los estrógenos y andrógenos, así como el metabolismo del hierro 

puedan contribuir a estas diferencias fenotípicas. En este sentido, los 

andrógenos podrían promover la expansión de las clonas homocigotas en 

los hombres e inducir el fenotipo de PV y, en cambio, el déficit de hierro en 

las mujeres podría inducir una restricción de la eritropoyesis, y como 

consecuencia, favorecer el fenotipo de TE. Esto explicaría como un mismo 

fenómeno genético, la homocigosidad, daría lugar a dos fenotipos. En este 

sentido, Godfrey y col han descrito que la homocigosidad ocurre por igual 

en ambos sexos  107.  

 

d) Predisposición genética: se ha demostrado que la presencia del 

polimorfismo HBS1L-MYB (rs9376092) predispone al desarrollo de TE 

JAK2V617F 85. Adicionalmente, cabe destacar que se han descrito 

variaciones genéticas en múltiples locus que podrían contribuir al desarrollo 

de la NMP, pero no con un fenotipo concreto. Así, SNPs en TERT, MECOM 

y JAK2 (diferentes a 46/1) predispondrían a NMP JAK2 no mutadas, 

mientras que la presencia del haplotipo 46/1 del gen JAK2 (GGCC) 

predispondría al desarrollo de NMP JAK2 mutadas, pero no a las NMP con 

mutación de CALR 85,108–111. 

 

e) Mutaciones adicionales: en los últimos años se han identificado mutaciones 

adicionales en pacientes con NMP que podrían intervenir en la modulación 

del fenotipo y en la progresión de la enfermedad. Algunas mutaciones, 

como las de los genes ASXL1, genes implicados en el splicing son más 

frecuentes en la MFP y otras, como las que afectan TP53 e IDH1/2 son más 

prevalentes en el momento de la transformación a LA 43,112–115. Por otro 

lado, en pacientes con PV, el truncamiento heterocigoto de NFE2 se ha 

demostrado que promueve la eritrocitosis 116.  En otro apartado se va a 

discutir el papel de estas mutaciones adicionales en la hematopoyesis y 

patogenia de las NMP.   
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f) Orden de adquisición de las mutaciones: Ortmann y col, en un estudio con 

colonias hematopoyéticas, analizaron el orden de adquisición de 

JAK2V617F y mutaciones de TET2 en 24 pacientes con NMP TET2/JAK2 

mutados (JAK2-first vs TET2-first). Observaron que aquellos pacientes que 

adquirían JAK2V617F primero eran más jóvenes (60,7 años vs 71,2 años, p 

=0,002), presentaban más probabilidad de desarrollar fenotipo de PV (p 

=0,05) y, a pesar de la edad, tenían más probabilidad de presentar un 

evento trombótico durante el seguimiento. Así, los autores postularon que el 

orden de adquisición de las mutaciones puede jugar un papel en la 

presentación y evolución de la NMP JAK2 mutada 80. 

 

2.2.5. Carga mutacional en las NMP JAK2V617F 

Desde el descubrimiento de JAK2V617F, diversos estudios han 

correlacionado la carga mutacional de JAK2 con características fenotípicas y 

evolutivas en los pacientes con NMP. Así, una alta carga mutacional de 

JAK2V617F se ha asociado con mayor frecuencia de esplenomegalia, prurito y 

un aumento del riesgo de complicaciones vasculares y de transformación a MF 

en los pacientes con PV, así como con un curso más agresivo en los pacientes 

con TE 104,105,117–120. En la mayoría de estudios se evalúa el valor pronóstico de 

la carga mutacional de JAK2V617F en un momento determinado, ya sea en el 

momento del diagnóstico o durante el seguimiento.  

La carga alélica de JAK2V617F puede modificarse durante la evolución 

de la enfermedad como consecuencia del tratamiento o de la evolución clonal. 

En este sentido, se han descrito diferentes patrones evolutivos de JAK2V617F 

en los pacientes con PV y TE. En muchos pacientes, la carga mutacional de 

JAK2V617F suele permanecer estable, si bien el porcentaje de células 

mutadas varía mucho de unos casos a otros. Así, hay pacientes que presentan 

niveles bajos de granulocitos mutados (< 50%) o altos (> 50%), lo cual sugiere 

el predominio de células mutadas en estado heterocigoto y homocigoto, 

respectivamente. Por otro lado, existe otro grupo de pacientes en los que la 

carga alélica de JAK2V617F aumenta de forma progresiva durante la 

evolución, traduciendo una expansión clonal de la enfermedad, probablemente 
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como consecuencia de la adquisición de mutaciones adicionales en la clona 

JAK2V617F positiva o bien debido a la pérdida de heterocigosidad por 

recombinación mitótica. Por último, otros pacientes presentan un descenso 

progresivo de JAK2V617F no explicable por el tratamiento, sugiriendo, en este 

caso, una expansión de la clona JAK2 negativa debido a la adquisición de 

mutaciones en otros genes 121.  

De acuerdo con la metodología utilizada para la determinación de 

JAK2V617F, cualitativo o cuantitativo, puntual o evolutivo, se han descrito 

diferentes correlaciones clínicas, especialmente con la probabilidad de 

transformación a MF. En la tabla 3 se muestran los hallazgos de los diferentes 

estudios. 
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Se ha especulado si factores propios del individuo podrían también tener 

un papel en la evolución de la carga mutacional durante la evolución de la 

enfermedad. En este sentido, se ha observado que un subgrupo de pacientes 

con PV que no reciben tratamiento citorreductor y que presentan un haplotipo 

46/1 homocigoto experimentan un aumento espontáneo importante y sostenido 

de la carga mutacional de JAK2V617F 122.  

El tratamiento citorreductor, por su parte, se ha reportado que también 

puede influir en la modificación de la carga mutacional de JAK2V617F durante 

la evolución de la enfermedad. Varios grupos han analizado el efecto de la 

hidroxiurea (HU), interferón (IFN) e inhibidores de JAK2 en la respuesta 

molecular (RM). 

 

- Hidroxiurea: se ha documentado una tasa de RM parcial en los primeros 6-

12 meses de tratamiento con HU en aproximadamente el 30% de los 

pacientes con PV y TE 121,123–126. Se ha analizado si existen factores 

biológicos intrínsecos de los pacientes que puedan favorecer la RM en 

estos pacientes. Por un lado, se observó que la presencia del haplotipo 46/1 

del gen JAK2 no confería ninguna predisposición a la RM y, por otro lado, 

los polimorfismos en los transportadores de urea SLC14A1, SLC14A2 y 

ARG2 mostraron un mínimo efecto, sugiriendo que las características de la 

propia enfermedad probablemente tengan un impacto superior que las del 

propio paciente en la probabilidad de alcanzar RM 127.  

 

- Interferón pegilado (IFN-peg): consigue un porcentaje valorable de RM 

parciales en los pacientes con PV e incluso, en un 15-20% de los pacientes, 

RM completas (desaparición de la carga alélica de JAK2V617F en sangre 

periférica) 128,129. Recientemente se han comunicado los resultados 

preliminares de un ensayo clínico fase III que compara ropeginterferón alfa-

2b vs HU en pacientes con PV, sin observarse diferencias en la proporción 

de pacientes que alcanzaron RM a los 12 meses de tratamiento. Así, el 22% 

de los pacientes con HU y el 14% de los pacientes con ropeginterferón alfa-

2b consiguieron RMC y el 28% y el 32%, respectivamente, consiguieron 

RMP 130.  
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- Ruxolitinib: inhibidor oral de JAK1/JAK2 aprobado para los pacientes 

adultos con MF primaria o secundaria a PV o TE que presentan 

esplenomegalia sintomática /o síntomas constitucionales, en base a dos 

grandes estudios pivotales fase III: COMFORT I (ruxolitinib vs placebo) y 

COMFORT II (ruxolitinib vs mejor tratamiento disponible) 131,132. 

Recientemente se han reportado los resultados a los 4 años  de los 

pacientes incluidos en el estudio COMFORT I con una media de reducción 

de la carga mutacional de JAK2V617F del 27% a las 216 semanas, con 

12% de pacientes alcanzando una reducción superior al 50% de 

JAK2V617F y menos de 2% de pacientes consiguiendo una respuesta 

molecular completa 133. Asimismo, el análisis del seguimiento de los 

pacientes con MF incluidos en el estudio COMFORT II ha demostrado que 

un tercio de los pacientes JAK2V617F evaluables presentaron una 

reducción > 20% del valor inicial de JAK2V617F a la semana 168 (38,3% 

(18/47)) y a la semana 192 (31% (13/42)) 134. 

 El ruxolitinib ha sido también recientemente aprobado como 

tratamiento de la PV en pacientes que presentan resistencia o intolerancia a 

la HU, en base a los resultados de los estudios RESPONSE135,136. 

Verstovsek y col, han reportado los resultados a la semana 80 del estudio 

RESPONSE, con una variación de la carga mutacional de JAK2V617F del -

22% entre los pacientes inicialmente asignados al brazo de ruxolitinib 137.  

  

 La presencia de mutaciones non-driver adicionales puede explicar la 

existencia de más de una clona en los pacientes con NMP JAK2 mutadas y 

conllevar un patrón de respuesta molecular al tratamiento con HU, IFN o 

ruxolitinib diferente al esperado. En este sentido, los pacientes que no 

alcanzaron RM con el tratamiento con IFN-peg presentaban una mayor 

frecuencia de mutaciones adicionales a JAK2V617F (TET2, ASXL1, EZH2, 

DNMT3A e IDH1/2) 138.  

 Otro aspecto importante a destacar en referencia a la RM de los 

pacientes con NMP en tratamiento citorreductor es la escasa información 

existente sobre la influencia de la carga mutacional a nivel de progenitores 

hematopoyéticos, y como consecuencia, la presencia de dominancia clonal, en 

la evolución de la carga alélica de JAK2V617F en estos pacientes.  
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2.2.6. Mutaciones en el exón 12 

Con el objetivo de identificar las alteraciones moleculares asociadas al 

5% de pacientes con PV JAK2V617F negativos, Scott y col secuenciaron el 

gen JAK2 completo en células eritroides de estos pacientes y descubrieron  

diferentes mutaciones en el exón 12 (2-4% de las PV), las cuales no están 

presentes en la TE ni en la MFP 41. Estas mutaciones consisten en cambios 

puntuales, deleciones, inserciones o sustituciones, que afectan a la zona de la 

unión entre los dominios SH2 y JH2 y producen un efecto similar a la de la 

mutación JAK2V617F. Las mutaciones en el exón 12 se asocian a un fenotipo 

más eritroide, con valores de hematocrito y hemoglobina muy elevados, 

mientras que el recuento de leucocitos y plaquetas suele estar dentro de los 

límites de la normalidad 139. Existe poca información sobre la evolución clínica 

de estos pacientes. En un trabajo de Passamonti y col que incluyó 106 

pacientes se observó una incidencia similar de trombosis, transformación a MF 

y LA y supervivencia global que la de los pacientes con PV JAK2V617F 139.  

A diferencia de JAK2V617F, las mutaciones del exón 12 normalmente se 

presentan con un patrón heterocigoto y, sólo excepcionalmente, en 

homocigosis, sugiriendo que la recombinación mitótica es una característica 

más propia de las PV JAK2V617F 140–143.  

 De forma similar a JAK2V617F, las mutaciones del exón 12 activan de 

forma constitutiva las vías de señalización activadas por JAK2. Cuando se 

transfectan células BaF3/EpoR con distintas mutaciones se observa un 

incremento en los niveles de fosforilación de JAK2, STAT5 y Erk1/2 en 

ausencia de eritropoyetina 41. En este mismo estudio observaron que la 

mutación JAK2K539L (exón 12) producía una fosforilación mucho más elevada 

de JAK2 y Erk1/2 que la obtenidos con JAK2 no mutada e incluso JAK2V617F. 

Adicionalmente, y utilizando un modelo murino retroviral, los ratones en los que 

se transfectaban las células JAK2K539L positivas presentaban más eritrocitosis 

pero menos leucocitosis y trombocitosis, así como una expansión de la serie 

eritroide en la medula ósea, en comparación con los ratones a los que se 

transfectaban células JAK2V617F positivas 41. Todos estos datos sugieren que 

la activación de la vía de señalización de JAK2 es mayor en los casos con 
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mutaciones en el exón 12 y esto se traduce en el desarrollo de un fenotipo con 

una eritrocitosis más pronunciada.  

 

2.3. Neoplasias mieloproliferativas con mutación de CALR 

En diciembre de 2013 se describieron mutaciones en el gen que codifica 

para la proteína calreticulina (CALR) en el 67-88% de los pacientes con TE y 

MFP que no presentaban mutaciones en JAK2 y en MPL 43,44. 

 

2.3.1 Gen CALR 

El gen CALR está localizado en el cromosoma 19p13.2 y codifica para la 

proteína calreticulina, una chaperona que se localiza en el retículo 

endoplasmático de la célula donde participa en la regulación de la homeostasis 

del calcio y en el control del correcto plegamiento de las glicoproteínas 

sintetizadas 144,145. Fuera del retículo endoplasmático, regula los mecanismos 

de proliferación, apoptosis, fagocitosis y respuesta inmunitaria.  

Desde el punto de vista estructural, la proteína calreticulina se 

caracteriza por presentar tres dominios principales: dominio amino-terminal, 

dominio rico en aminoácidos prolina y dominio carboxi-terminal, este último  

caracterizado por presentar aminoácidos de tipo ácido (ácido glutámico y ácido 

aspártico) que permiten ligar los cationes de Ca2+, así como una secuencia 

KDEL (lisina -K-, ácido aspártico -D-, ácido glutámico -E-, leucina -L-) en el 

extremo final de la proteína que sería responsable de la localización de la 

proteína en el lumen del retículo endoplasmático (Figura 10).  
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Figura 10. Esquema de los dominios funcionales de la proteína CALR 

 

2.3.2. Mutaciones de CALR 

A finales del año 2013 se identificaron mediante técnicas de 

secuenciación masiva mutaciones somáticas en el gen CALR en un alto 

porcentaje de pacientes con NMP Ph- 43,44. Las mutaciones de CALR se 

detectan esencialmente en pacientes con TE (15-30%) y MF (25-35%). Las 

mutaciones de CALR no se han detectado en PV, LA mieloide, síndromes 

linfoproliferativos, LMC ni en tumores sólidos 44. El hecho de que las 

mutaciones en CALR se encuentren sólo en enfermedades en las que los 

megacariocitos juegan un papel predominante como la TE y la MFP, sugiere 

que esta mutación podría alterar el funcionalismo de los megacariocitos. Dichas 

mutaciones se han convertido en el segundo marcador molecular en las NMP 

Ph-. Se considera que las mutaciones de CALR y JAK2 son mutuamente 

excluyentes, aunque se han reportado algunos casos de coexistencia de 

ambas mutaciones 146–148. 

Las mutaciones de CALR son principalmente mutaciones heterocigotas, 

se localizan en el exón 9 y generalmente corresponden a inserciones o 

deleciones que provocan una alteración de la pauta de lectura. Se han 

reportado hasta 50 tipos de mutaciones distintas, si bien la deleción de 52 pb 

(mutación tipo 1) y la inserción de 5 pb (tipo 2) son las mutaciones más 

frecuentes 44. Existen diferencias en cuanto a la frecuencia de cada una de las 

mutaciones de acuerdo con el tipo de NMP. Así, en la TE las frecuencias de 

mutaciones de CALR tipo 1 y tipo 2 son del 55% y 35%, respectivamente, 

mientras que en la MFP existe un predominio de mutaciones tipo 1 (75%) en 

comparación con el 15% de tipo 2 149. La característica común de todas ellas es 

la pérdida de aminoácidos ácidos KDEL en el extremo carboxi-terminal. Como 
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consecuencia de este cambio en la estructura de la proteína, el extremo 

carboxi-terminal adquiere una carga neutra o básica que impide la localización 

de la proteína en el lumen del retículo endoplasmático.  

Estudios funcionales en líneas celulares han demostrado que las 

mutaciones de CALR darían lugar a las NMP activando el receptor de la 

trombopoyetina (MPL) y activando la vía de JAK/STAT 150–152. La proteína 

CALR mutada requiere tanto del extremo carboxi-terminal mutado como de 

MPL para su acción neoplásica 150,151,153. Así, la proteína CALR mutada se une 

al extremo N-terminal extracelular de MPL en el retículo endoplasmático de 

forma similar a la CALR no mutada, pero como consecuencia del cambio en el 

extremo C-terminal, esta interacción física se ve favorecida. Posteriormente, la 

CALR mutada, comportándose como una chaperona anormal, es exportada 

unida a MPL hasta la superficie celular a través del aparato de Golgi y/u otras 

vías alternativas 154. Se desconoce en qué compartimento celular MPL es 

activado, pero se especula que puede tener lugar en cualquier punto del 

trayecto entre el retículo endoplasmático y la superficie celular (Figura 11). 

Varios estudios han demostrado que en este momento se activa la vía de 

JAK2/STAT y la cascada de STAT 5/3/1, MAP-cinasa y PI3-K. No obstante, 

cabe destacar que se han descrito diferencias en la vía predominantemente 

activada según el genotipo de la NMP. Así, la vía de señalización de las 

mutaciones de CALR depende mayoritariamente de vías de STAT y MAP-

cinasa, y en cambio, las de JAK2V617F,  de las vías de STAT y PI3-K 151. 

Adicionalmente, cabe destacar que se ha observado que la proteína CALR 

mutada también puede activar G-CSFR, pero no otros receptores 151. No 

obstante, el papel que la activación de G-CSFR puede jugar en la patogenia de 

las NMP con mutación de CALR es aún desconocido.  
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Figura 11. Mecanismo de acción de la proteína CALR mutada (adaptado de Vainchenker & 
Kralovics 2016 155). 

 

La importancia de MPL en la patogenia de las NMP con mutación de 

CALR se puso de manifiesto cuando en un modelo de ratones MPL knock-out, 

la mutación tipo 1 de CALR no fue suficiente para el desarrollo de trombocitosis 
152. Por otro lado estos mismos autores demostraron que los ratones que 

habían sido transfectados con un gen CALR en el que se había delecionado  el 

exón 9 no desarrollaban trombocitosis, sugiriendo que el factor determinante 

para el fenotipo de NMP está relacionado con el extremo C-terminal 152. Por 

qué la proteína CALR mutada se une a MPL y de forma menos frecuente a G-

CSFR, pero no a otros receptores de citocinas, es aún desconocido. Se ha 

postulado que la estructura terciaria de CALR mutada es distinta de la CALR no 

mutada, facilitando la unión específica con MPL. También es posible que la 

capacidad disminuida de absorción de calcio de la CALR mutada debido a la 

pérdida de los aminoácidos cargados negativamente podría estabilizar la 

asociación con MPL 156 . 

Desde la descripción de las mutaciones en el gen CALR, han sido 

numerosos los estudios publicados en relación a las implicaciones 

diagnósticas, fenotípicas, clínicas y evolutivas que aporta esta nueva mutación. 
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Implicaciones diagnósticas 

Como se ha mencionado anteriormente, las mutaciones en el exón 9 del 

gen CALR se han descrito en un 15-30% de los pacientes con TE y hasta en un 

35% de los pacientes con MFP. En este sentido, en la revisión de los criterios 

diagnósticos de las neoplasias hematológicas de la OMS publicada 

recientemente, entre otras modificaciones, se ha incorporado la determinación 

de la mutación de CALR 30.  

Implicaciones fenotípicas  

Desde un punto de vista fenotípico, en la TE la mutación de CALR se ha 

asociado a pacientes más jóvenes, predominio de sexo masculino, menor cifra 

de hemoglobina, hematocrito y leucocitos y a una mayor trombocitosis respecto 

los pacientes con JAK2V617F 157–162. Asimismo, en el estudio de Álvarez-

Larrán y col, en el que analizaron pacientes con TE y mutación de CALR de 

bajo riesgo de trombosis, también se demostraron niveles más altos de LDH y 

más incidencia de esplenomegalia, es decir, un fenotipo más próximo a MF 163. 

De forma similar, en la MFP las mutaciones de CALR se han asociado a 

niveles más bajos de leucocitos y niveles más elevados de plaquetas que los 

pacientes JAK2 positivos 147,159 .  Estos datos apoyan que el fenotipo asociado 

a CALR y JAK2 esté predominantemente vinculado a una expansión de la serie 

megacariocítica y de la serie eritroide, respectivamente 

Adicionalmente a estas características fenotípicas, hay datos que 

también sugieren que los pacientes con TE presentan características diferentes 

a nivel molecular e histológico de acuerdo con el genotipo. Desde el punto de 

vista molecular, un estudio reciente demostró mediante análisis de PICX, 

clonalidad en el 88% de los pacientes con mutación de CALR en comparación 

con el 26% de los pacientes con mutación JAK2V617F 164.  Por otro lado, 

recientemente dos grupos han descrito diferencias histológicas en los pacientes 

con TE y MF de acuerdo con el estado mutacional. Así, en comparación con los 

casos CALR no mutados, los pacientes con TE CALR-mutada presentaban 

más atipias y agrupaciones densas de megacariocitos y aquellos con MF 

CALR-mutada más presencia de núcleos hipercromáticos 165,166.  
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Implicaciones pronosticas 

Las mutaciones de CALR parecen identificar un grupo de pacientes que 

presentan mejor pronóstico que los pacientes con mutación JAK2V617F. 

En la TE, los pacientes con mutación de CALR tienen una menor 

tendencia a presentar complicaciones trombóticas en comparación con los 

pacientes JAK2 positivos 44,157,158,161. Con respecto a la probabilidad de 

transformación a mielofibrosis, se ha descrito que los pacientes con mutación 

en CALR presentan un riesgo mayor que los pacientes JAK2V617F 43,160. Por el 

contrario, otros autores no observan ninguna asociación significativa entre la 

probabilidad de transformación a MF y el genotipo 157,158. Teniendo en cuenta el 

tipo de mutación de CALR, se ha observado un mayor riesgo de transformación 

a MF en los pacientes con CALR tipo 1 en comparación con aquellos con 

mutación tipo 2 156. Finalmente, mientras que algunos autores observan una 

mejor supervivencia en los pacientes CALR mutados, otros no han observado 

diferencias significativas según el tipo de mutación 43,158–160.  

En el caso de los pacientes con MF, los pacientes con CALR mutada 

presentan mejor supervivencia que los pacientes con mutación de JAK2V617F 
44,159. Los pacientes con MF sin mutación en JAK2, CALR ni MPL, los 

conocidos como triples negativos, forman el grupo de peor pronóstico. Dicho 

pronóstico es incluso peor si a esta ausencia de mutaciones driver se añade la 

presencia de mutaciones en el gen ASXL1, implicado en la regulación 

epigenética 147. Existen resultados contradictorios en las diferentes series que 

han estudiado el impacto que podría tener el tipo de mutación de CALR sobre 

la supervivencia 149,156,159 

 

2.3.3. Hematopoyesis de las NMP con mutación de CALR 

En los estudios iniciales en los cuales se describió la mutación de CALR 

en las TE y MF JAK2 y MPL negativas, se identificó dicha mutación en 

progenitores multipotentes capaces de generar progenie mieloide y eritroide y 

en células CD34+ aisladas mediante sorting. Este hallazgo apoya el hecho que 

la adquisición de mutaciones en el gen CALR se trata de un evento temprano 
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en el desarrollo de la enfermedad 43. Aunque tanto JAK2V617F como las 

mutaciones de CALR se originan en la HSC y, por lo tanto, se consideran 

eventos tempranos, se especula que estas últimas aparecen de forma más 

precoz durante la evolución de la enfermedad. Existen varios datos que 

apoyarían esta hipótesis. En primer lugar, la carga mutacional de los 

granulocitos de pacientes con TE CALR mutada es superior en comparación 

con aquellos con mutación JAK2V617F, sugiriendo, por tanto, una mayor 

ventaja proliferativa de la clona CALR mutada a nivel progenitor 157. Por otro 

lado, otro aspecto que apoyaría que la mutación de CALR es un evento más 

temprano que JAK2V617F en las NMP es el orden de aparición de las 

mutaciones adicionales. Así, la mutación de CALR es, en la mayoría de los 

casos, la primera mutación y las mutaciones adicionales aparecen 

posteriormente. En cambio, JAK2V617F puede estar precedida de otras 

mutaciones como TET2, DNMT3A y ASXL1 43,44,146.  

La presencia de mutaciones recurrentes en CALR sugiere que éstas 

tienen un papel clave en el desarrollo de las NMP. Se ha demostrado que la 

presencia de dichas mutaciones son suficientes para desarrollar un fenotipo 

compatible con NMP in vivo, demostrando que éstas constituirían mutaciones 

driver en las NMP 152,153. En este sentido, Marty y col, usando un modelo 

murino retroviral observaron que los ratones transfectados con CALRdel52 o 

CALRins5 desarrollaban a las 16 semanas después del trasplante un cuadro 

fenotípico de NMP similar a la TE, caracterizado por trombocitosis e hiperplasia 

megacariocítica, hallazgo no observado en los ratones CALR no mutados. De 

forma interesante, aquellos ratones CALRdelex9 (ausencia de exón 9) tampoco 

desarrollaban trombocitosis, sugiriendo que el extremo C-terminal juega un 

papel oncogénico determinante para el desarrollo del fenotipo de NMP 152.  

Teniendo en cuenta la especificidad de las mutaciones de CALR por la línea 

megacariocítica, estos mismos autores analizaron la expresión de CALR a 

través de tinciones inmunohistoquímicas en muestras de médula ósea de 

ratones mutados. De acuerdo con otros estudios167,168, demostraron que CALR 

se expresaba de forma predominante en la línea megacariocítica y en células 

mieloides inmaduras. Por el contrario, la expresión de CALR en la serie 

eritroide y en las células mieloides más maduras fue prácticamente ausente 153.  
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Adicionalmente, estudios de citometría de flujo en poblaciones de células HSC 

y HPC han observado una expansión del compartimento LSK (Lin-Sca1+, 

cKit+, enriquecido por HSC) significativamente superior en los ratones CALR 

mutados respecto a los no mutados. Por el contrario, no se identificó una 

expansión del compartimento de células progenitoras mieloides 153.  

Se han reportado diferencias fenotípicas en los pacientes con TE y MF 

de acuerdo con el tipo de mutación de CALR. El origen de estas diferencias 

también ha sido estudiado en ratones. Tal y como se ha mencionado 

anteriormente, Marty y col, usando un modelo murino retroviral, demostraron 

que los ratones CALR-mutados desarrollaban trombocitosis y observaron 

diferencias según el tipo de mutación. Así, los ratones que expresaban 

mutación tipo 1 presentaban una trombocitosis más marcada y una mayor 

probabilidad de progresión a MF, mientras que los ratones con mutación tipo 2 

mostraron una trombocitosis más moderada y un cuadro fenotípico más 

próximo a la TE 152. Se ha postulado que estas diferencias fenotípicas entre la 

CALR del52 y CALR ins5 podrían explicarse por el nivel de la hematopoyesis 

en el cual se inicia la amplificación: HSC y progenitores megacariocíticos en la 

CALRdel52 y CALRins5, respectivamente (Figura 12). Otros autores han 

descrito que estas diferencias fenotípicas también podrían ser consecuencia de 

diferencias en el metabolismo del calcio. Así, se ha observado que los 

megacariocitos de los pacientes con CALRdel52 presentaban mayores 

oscilaciones de concentración de calcio a nivel del citosol 156. 
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Figura 12. Representación esquemática de las diferencias en la amplificación entre CALRdel52 y 
CALRins5. 

 

Como consecuencia de las diferentes hipótesis, la mutación tipo 1 podría 

jugar un papel importante en la dominancia clonal de las NMP CALR mutadas 
152,156. 

Por otro lado, estudios en líneas celulares demostraron que la mutación 

de CALR sólo activa de forma débil la vía PI3-K, contribuyendo a aumentar la 

capacidad de autorrenovación de las HSC y, como consecuencia, favoreciendo 

la dominancia clonal 152. Este podría ser un mecanismo que pudiese explicar 

una superior carga mutacional de CALR en comparación con JAK2V617F en 

los pacientes con TE 157.  
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2.3.4. Carga mutacional en las NMP CALR mutadas 

 La carga mutacional de CALR en los pacientes con TE, en comparación 

con aquellos con JAK2V617F es alta, siendo de aproximadamente el 40% 157. 

De igual modo, se ha descrito una media de carga mutacional del 51% en los 

pacientes con MF primaria CALR mutada 169.  

Existe escasa información sobre los patrones evolutivos de la carga 

mutacional de CALR en los pacientes con TE y MF. En el grupo de pacientes 

con TE sin tratamiento citorreductor no se han reportado variaciones 

significativas de la carga mutacional de CALR durante la evolución de la 

enfermedad 170.  

De forma similar a los estudios con JAK2V617F, la variación del 

porcentaje de carga mutacional de CALR ha sido evaluada en diferentes series 

de pacientes de acuerdo con el tratamiento citorreductor recibido.  

- Hidroxiurea: en el año 2014, Bellosillo y col, analizaron el patrón evolutivo 

de CALR en una serie de 25 pacientes con TE, 7 sin tratamiento 

citorreductor y 18 con tratamiento citorreductor (6 anagrelide y 12 HU), y 

observaron que la carga mutacional de CALR se mantenía estable en todos 

los grupos 171. Más recientemente, un grupo francés ha demostrado que la 

carga mutacional de CALR se mantiene estable después de una mediana 

de tratamiento con HU de 36 meses, siendo la carga mutacional inicial del 

34% y la de la última muestra del 38% 170.  

 

- IFN pegilado: en una serie de 31 pacientes con TE CALR-mutada en 

tratamiento con IFN (primera línea de tratamiento n=5; segunda línea de 

tratamiento después de HU n=16 o Ag n=1; tratamiento después de 2 o más 

líneas n=9)  se ha documentado RM en 13 pacientes (42%), dos de ellos 

alcanzando RM completa 170. Por otra parte, un grupo danés ha evaluado la 

dinámica de la carga mutacional de CALR en 21 pacientes con NMP en 

pacientes en tratamiento con alfa IFN, entre los que incluyeron 4 pacientes 

con MFP. De ellos, 1 obtuvo RM parcial de acuerdo con los criterios de la 

International Working Group-Myeloproliferative Neoplasms Research and 

Treatment (IWG-MRT) 172,173. 
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- Ruxolitinib: Guglielmelli y col han reportado los resultados del análisis 

retrospectivo de los pacientes con MF con mutación de CALR incluidos en 

el estudio COMFORT II. La carga mutacional basal fue de 51 +/- 12,8% 

(n=20) y la correspondiente a los 60 meses de tratamiento (n=18) del 54,5 

+/- 15%. Los autores destacan que 3 de los 18 pacientes presentaron una 

disminución igual o superior al 10% durante el tratamiento con ruxolitinib e 

incluso, un paciente pasó de una carga mutacional basal de CALR del 48% 

al 5% después de 180 semanas de tratamiento 169.  

De forma similar a lo que sucede en la RM en los pacientes con NMP 

JAK2V617F, la presencia de mutaciones adicionales en genes non-driver en 

aquellos pacientes CALR-mutados también puede modificar la respuesta al 

tratamiento. Este aspecto ha sido ampliamente analizado en el estudio de 

Verger y col. Seis de los 31 pacientes con TE presentaban mutaciones 

adicionales en los genes TET2, ASXL1, IDH1 o TP53. Las diferentes clonas 

evolucionaban de forma independiente e imprevisible durante el tratamiento 

con IFN-peg. En ese sentido, por ejemplo, la mutación de IDH2 P140L se halló 

en 2 pacientes y en uno de ellos la carga mutacional permaneció estable y en 

el otro caso presentó un descenso significativo durante el tratamiento 170.   

 

2.4. Neoplasias mieloproliferativas con mutación de MPL 

Posteriormente al descubrimiento de la mutación JAK2V617F, Pikman y 

col, identificaron mutaciones que afectaban al gen MPL (myeloproliferative 

leukemia protoncogen) que codifica para el receptor de la trombopoyetina 

(TPO) 42. Estas mutaciones se localizan en el exón 10 del gen MPL y afectan 

principalmente al aminoácido triptófano en la posición 515 y, en menor 

frecuencia al 505, que forman parte de una región anfipática localizada en el 

dominio yuxtamembrana que impide la dimerización del receptor en ausencia 

del ligando. Las alteraciones descritas en esta región (W515K, W515L, W515A, 

S505N) provocan la dimerización del receptor en ausencia del ligando y la 

activación constitutiva de la vía de transducción de señales dependiente de 

este receptor (Figura 13) 42,174. Recientemente, se ha descrito la presencia de 
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mutaciones localizadas fuera del exón 10, principalmente en los exones 4 y 5 

del gen MPL, en pacientes con TE triple negativos 175,176.  

 

Figura 13. Representación del mecanismo de acción del receptor de la trombopoyetina (MPL). 

 

Las mutaciones en MPL se han descrito en el 5% de MFP y en el 1-3% 

de pacientes con TE. La mutación S505N fue inicialmente identificada en casos 

de trombocitosis hereditaria 177. Se han reportado casos de pacientes con 

coexistencia de mutación MPLW515L/K y JAK2V617F, lo que indica que 

ambas mutaciones no son mutuamente excluyentes 174,178,179. Asimismo, 

también se ha reportado la coexistencia de dos mutaciones de MPL en un 

paciente con TE (W515L, 2505N) 180.  

En los pacientes con PV u otras neoplasias mieloides no se detectan 

mutaciones del gen MPL, lo que sugeriría que estas mutaciones favorecerían el 

desarrollo de la línea megacariocítica más que la eritroide. En este sentido, 

Chaligné y col demostraron que la mutación de MPL tiene lugar en un 

progenitor hematopoyético multipotente y que, además, induce una 

diferenciación megacariocítica espontánea 181.  
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De forma similar a las mutaciones de JAK2, los estudios in vitro en los 

que se transfectan las mutaciones W515L/K y S505N en células Ba/F3 han 

demostrado que dichas alteraciones confieren crecimiento celular 

independiente a la unión de citocinas con activación de JAK2, STAT3, STAT5, 

AKT y ERK 42,177,182.  

El papel etiopatogénico de MPL W515L se puso de manifiesto en un 

modelo murino retroviral en el que los ratones trasplantados con progenitores 

portadores de dicha mutación desarrollaban un cuadro clínico con fenotipo de 

MF, caracterizado por leucocitosis, trombocitosis, esplenomegalia y fibrosis 

medular, pero no eritrocitosis 42.  

Las mutaciones de MPL se han asociado a algunas características 

clínicas diferenciales en los pacientes con TE y MF. Por una parte, en el caso 

de la MF, los pacientes MPL mutados tienen un fenotipo clínico caracterizado 

por mayor tendencia a la anemia y con más dependencia transfusional, en 

comparación con los MPL no mutados. No se han observado diferencias 

significativas en otros parámetros hematológicos ni en la esplenomegalia 183. 

Por otra parte, los pacientes con TE MPL mutada, comparado con los 

JAK2V617F, muestran una cifra de hemoglobina inferior y una trombocitosis 

más elevada, con reducción de la celularidad eritroide y granulocítica en la 

médula ósea 179,184.  

 

2.5. Complejidad clonal 

Tradicionalmente se habían considerado a las NMP como neoplasias con 

un perfil genómico simple, de acuerdo con el hecho de que las alteraciones 

citogenéticas son infrecuentes comparadas con otras neoplasias 

hematológicas. En los últimos años, se ha demostrado que la complejidad 

clonal de las NMP es similar a la de otras enfermedades mieloides como los 

síndromes mielodisplásicos (SMD) y las LA.  

La mediana de mutaciones por paciente es de 6,5 en pacientes con PV, 6,5 

en pacientes con TE y de 13 en los pacientes con MF (p=0,008) 43. Los genes 

habitualmente mutados son similares a los que se describen en SMD y LA y 
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afectan a genes involucrados en la regulación epigenética (TET2, DNMT3A, 

IDH1/2, ASXL1, EZH1) y al splicing del ARN (SF3B1, SRSF2, U2AF1) (Tabla 

4). También se han descrito, en grado variable, mutaciones en genes 

implicados en transformación aguda como TP53 y RUNX1. Otro aspecto a 

destacar es que se han observado diferencias en la coexpresión de mutaciones 

adicionales de acuerdo con el genotipo de NMP, siendo más frecuentes en 

aquellos pacientes CALR mutados en comparación con los JAK2 mutados 43. 

Todo lo anteriormente expuesto indica la complejidad clonal que subyace en la 

patogenia y en el fenotipo de estas enfermedades. 
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Tabla 4. Frecuencia y distribución de las mutaciones adquiridas en las 
NMP Ph negativas. 

 Gen PV (%) TE (%) MF (%) 

Mutaciones  

driver 

JAK2V167F 95-97 50-60 50-60 

JAK2 exón 12 1-2 0 0 

CALR 0 25 30 

MPL 0 3-5 5-10 

M
ut

ac
io

ne
s 

ad
ic

io
na

le
s 

Vías de 

señalización 

CBL - 0-2 5-10 

LNK (SH2B3) 2 2-6 3-6 

Procesos 

epigenéticos 

TET2 10-20 4-5 10-20 

DNMT3A 5-10 2-5 8-12 

ASXL1 2 5-10 10-35 

EZH2 1-2 1-2 7-10 

IDH1/IDH2 2 1 5 

Maquinaria 

del splicing 

SF3B1 2 2 4 

SRSF2 - - 4-17 

U2AF1 < 1 < 1 1-8 
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Mutaciones en genes implicados en señalización intracelular 

Recientemente se han descrito mutaciones en los genes LNK y CBL que 

producen un feedback negativo de la vía de transducción de señales 

JAK/STAT. 

LNK 

El gen LNK (Lymphocyte Adaptor Protein), también conocido como 

SH2B3 (SH2B Adaptor Protein 3), es un gen localizado en el cromosoma 

12q24 que codifica para una proteína que pertenece a una familia de proteínas 

adaptadoras que juega un papel importante en la hematopoyesis al regular 

negativamente a JAK2, inhibiendo así la vía de señalización JAK/STAT 185–187. 

En este sentido, estudios murinos knock-out observaron que aquellos ratones a 

los cuales se les eliminó dicho gen desarrollaban un cuadro compatible con 

NMP con trombocitosis, esplenomegalia y fibrosis 188.  

Se han descrito mutaciones con baja frecuencia en TE, MFP y en casos 

de eritrocitosis y, con mayor frecuencia (13%), en transformaciones a LA 189. 

 

CBL 

 El gen CBL (Casitas B-lineage lymphoma proto-oncogene) es un gen 

localizado en el cromosoma 11q23 que codifica para una proteína con actividad 

E3 ubiquitina ligasa que media la ubiquitinación, internalización y degradación 

del receptor activado (TPOR, KIT y FLT3) así como de proteínas con actividad 

tirosina cinasa 190.  

Se han descrito mutaciones en CBL en varias neoplasias mieloides, 

especialmente en la leucemia juvenil mielomonocítica, En fase crónica, estas 

mutaciones son infrecuentes, encontrándose en un 5-10% de pacientes con MF 

y raramente en PV y TE 112,191. 
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Mutaciones en genes implicados en procesos epigenéticos 

TET2  

Las mutaciones en TET2 (Ten-Eleven Translocation-2) fueron las 

primeras alteraciones somáticas recurrentes descritas en los pacientes con 

NMP en un gen que no está directamente involucrado en la vía de señalización 

JAK2/STAT 95.  El gen TET2, localizado en el cromosoma 4q24, pertenece a 

una familia constituida por tres genes (TET1, TET2, TET3). Codifica para una 

enzima 2-oxoglutarato hidroxilasa dependiente de hierro (II) que transforma los 

residuos de 5-metilcitosina en 5-hidroximetilcitosina. La función de este 

nucleótido modificado no está claro, pero podría participar en la desmetilación 

de citocinas 192–194.  Se han detectado tanto mutaciones puntuales (nonsense o 

missense) como pequeñas deleciones e inserciones que se distribuyen a lo 

largo de todo el gen y que producen la pérdida de función de la proteína.  

El gen TET2 está mutado en un 14% de las NMP Ph negativas, siendo 

menos frecuente en la TE que en la PV o MFP, y puede coexistir tanto con 

JAK2V617F como con mutaciones de CALR (menos frecuente). Asimismo, las 

mutaciones de TET2 también se han descrito en otras neoplasias mieloides, 

especialmente en SMD (20-30%) y LMMC (20-45%) 95. Las mutaciones de 

TET2 se adquieren a nivel de las HSC 95, bien antes o después de JAK2V617F 
195. Un estudio realizado en una amplia serie de pacientes ha demostrado que 

las mutaciones de TET2 se adquieren predominantemente antes que 

JAK2V617F 146.  

La primera demostración del papel de las mutaciones de TET2 en la 

hematopoyesis de las NMP se puso de manifiesto mediante un modelo murino 

basado en xenotrasplante. Las células CD34+ JAK2V617F/TET2 mutadas 

injertaban de forma más eficaz en los ratones NOD/SCID en comparación con 

aquellas células CD34+ JAK2V617F/TET2 no mutadas 95.  Más recientemente, 

4 modelos murinos knock-out han demostrado de forma similar que la pérdida 

de función de TET2 favorece la autorrenovación de las HSC y el desarrollo de 

NMP similar a LMMC 196–199. Adicionalmente, las mutaciones de TET2 se han 

descrito en pacientes de edad avanzada que desarrollan una hematopoyesis 

clonal pero sin evidencia de enfermedad hematológica 200. Todos estos datos 
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sugieren, por lo tanto, que las mutaciones de TET2 confieren ventaja clonal a 

nivel progenitor más que conducir a la diferenciación y sobreexpresión de 

células maduras característica de las NMP.  

Para discernir el efecto de la coexistencia de JAK2V617F y mutaciones 

de TET2 a nivel progenitor, Chen y col y Kameda y col, generaron modelos 

murinos JAK2/TET2.  Ambos grupos observaron que los ratones con 

coexistencia de las dos mutaciones (JAK2V617F/TET2 mutado) presentaban 

una ventaja proliferativa de las HSPC y una marcada expansión de los 

precursores mieloides y eritroides comparado con los ratones sólo con 

JAK2V617F o sólo con TET2 mutado 201,202.  

Recientemente, Ortmann y col han genotipado colonias hematopoyéticas 

de pacientes con NMP JAK2 y TET mutadas con el objetivo de elucidar el 

efecto del orden de adquisición de las mutaciones. Estudiaron los progenitores 

más inmaduros de 13 pacientes (JAK2-first n=7, TET2-first n=6). Demostraron 

que los pacientes TET2-first presentaban un predominio de progenitores 

mieloides comunes (p=0,001). Por el contrario, los progenitores 

megacariocíticos y eritroides eran más prevalentes en los pacientes JAK2-first 

(p<0,001), sugiriendo que la mutación JAK2V617F confiere una mayor 

capacidad de diferenciación hacía células más maduras 80. Estos autores han 

sugerido que el orden de las mutaciones podría modificar el fenotipo de las 

NMP. En este sentido, en comparación con los pacientes TET2-first, los JAK2-

first eran más jóvenes, tenían con mayor frecuencia un fenotipo de PV y, a 

pesar de la edad, presentaban una mayor probabilidad de trombosis 80.  

Todos estos datos sugieren que las mutaciones de TET2 favorecen la 

proliferación y, por lo tanto, contribuyen a la dominancia clonal a nivel 

progenitor y que las mutaciones V617F del gen JAK2 participa en la 

diferenciación de las células mutadas con la consiguiente expresión fenotípica 

de las NMP. Esta hipótesis es congruente con el hecho que la carga mutacional 

de JAK2V617F a nivel progenitor en los pacientes con TE y PV es baja, pero 

en las fases más avanzadas de la enfermedad, en las cuáles es más probable 

la presencia de mutaciones adicionales en genes epigenéticos, hay un 

predominio del clon mutado. 
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DNMT3A 

El gen DNMT3A (DNA methyltransferase 3 A) está localizado en el 

cromosoma 2p23 y codifica para un ADN metiltransferasa. Aunque se han 

descrito mutaciones a lo largo de toda la secuencia codificante del gen, 

sobretodo se hallan en el exón 23 de DNMT3A y la más frecuente es la de la 

posición R882. Las mutaciones dan lugar a una pérdida de función de la 

proteína. La frecuencia de las mutaciones en DNMT3A se ha descrito en 

aproximadamente el 10% de los pacientes con PV o MFP, siendo mayor en 

casos de transformación blástica 203. Las mutaciones de DNMT3A se han 

relacionado con un peor pronóstico y una supervivencia reducida en los 

pacientes con LAM, pero no existen estudios que demuestren su impacto en el 

pronóstico y la supervivencia en los pacientes con NMP 204.  

En un modelo murino knock-out en el cuál se eliminó el gen DNMT3A a 

los ratones, se demostró que la pérdida de dicho gen produce una expansión 

del compartimento de células HSC 205, sugiriendo que las mutaciones de 

DNMT3A, igual que las de TET2, confieren una ventaja proliferativa y como 

consecuencia, contribuyen al desarrollo de dominancia clonal, resultados 

similares a los obtenidos por Nangalia y col 206. No obstante, las mutaciones en 

DNMT3A también podrían participar en la presentación del fenotipo de NMP, 

de acuerdo con un modelo murino de R882H en el cuál los ratones 

desarrollaron proliferación mieloide y trombocitosis 207.  

Lundberg y col reportaron que estas mutaciones podían adquirirse antes 

o después de JAK2V617F 146. En la misma línea, se han genotipado colonias 

de 13 pacientes con NMP con mutación en DNMT3A (con coexistencia de 

JAK2V617F n=10; de MPL n=2: de CALR n=1). En los ocho pacientes en los 

cuáles se pudo determinar el orden de las mutaciones, se observó que los 4 

pacientes con DNMT3A-first desarrollaban un cuadro clínico compatible con 

TE, mientras que aquellos que adquirían DNMT3A de forma secundaria 

desarrollaban un fenotipo más próximo a PV o MF post PV 206.  
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ASXL1  

El gen ASXL1 (Additional Sex Combs-Like 1) se localiza en el 

cromosoma 20q11.21 y codifica una proteína implicada en el remodelamiento 

de la cromatina. Se han detectado mutaciones que producen un codón stop 

(nonsense) o una alteración de la pauta de lectura y que se localizan 

fundamentalmente en el exón 12 de este gen. Estas mutaciones hacen que se 

pierda el dominio PHD en la región carboxiterminal 208,209. Su frecuencia es baja 

en TE (4%) y PV (7%), siendo mucho más alta en casos evolucionados a MF o 

en la MFP (20%) 112,208.  

 En un modelo murino knock-out se observó que la pérdida de función de 

ASXL1 se asociaba a un fenotipo con características de MF y SMD: anemia, 

leucopenia, displasia, hematopoyesis extramedular y esplenomegalia 210. De 

forma interesante, en este mismo trabajo se demuestra que la pérdida de 

ASXL1 también se asocia a una disminución de la capacidad de 

autorrenovación de las HSC, pero que se recupera con la coexistencia de 

mutación en TET2, un gen frecuentemente co-mutado con ASXL1 en los 

pacientes con SMD 210.  

 

EZH2 

El gen EZH2 (enhancer of zeste homolog 2) se localiza en el cromosoma 

7q35 y codifica para una proteína con actividad metiltransferasa que pertenece 

al complejo polycomb repressor complex 2 (PRC2) que regula negativamente 

la expresión de genes. Las mutaciones de este gen son mucho más frecuentes 

en pacientes con MFP o MF post-PV/TE y menos frecuentes en TE y PV, por lo 

que se le atribuye un papel importante en la transformación mielofibrótica. 

También se pueden detectar en otras neoplasias mieloides y linfoides 211–213. 

Se asocian a un mal pronóstico en la MFP, con reducción de la supervivencia 

global y un riesgo aumentado de transformación a LA 214. 

Son mutaciones de pérdida de función como muestra el hecho de que 

los ratones EZH2 knock-out simulen un fenotipo de SMD/NMP 211. Además, la 

expresión simultánea de mutación en el gen TET2 daba lugar a una 
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exacerbación del cuadro clínico inducido en los ratones, sugiriendo que su 

función principal recae en la progresión de la enfermedad 215. El efecto de las 

mutaciones de EZH2 en las NMP ha sido también estudiado por Shimizu y col 
216. Han demostrado que las mutaciones de JAK2V617F y de EZH2 contribuyen 

de forma sinérgica en las HSC al desarrollo de las NMP. Asimismo, 

demuestran que el fenotipo de los ratones JAK2V617F se acentúa cuando 

también presentan EZH2 mutado, con una trombocitosis y neutrofília más 

destacada y con más probabilidad de evolución a MF y una reducción de la 

supervivencia. Estos ratones, además, presentan una expansión de las HSC y 

HPC y mayor diferenciación megacariopoyética en detrimento de la 

eritropoyesis.   

  

IDH1/IDH2 

Los genes IDH (isocitrate dehydrogenase) 1 e IDH2 se localizan en los 

cromosomas 2q33.3. y 15q26.1, respectivamente, y codifican para las 

proteínas isocitrato deshidrogenasa 1 y 2 que están implicadas en la 

transformación del NADP+ a NADPH. Las mutaciones en estos genes se 

describieron inicialmente en gliomas y posteriormente en LA de novo y son 

infrecuentes en otros tumores. Como consecuencia de las mutaciones en 

IDH1/IDH2 se altera el metabolismo del isocitrato produciéndose un metabolito 

que inhibe a TET2 217. En las NMP Ph- dichas mutaciones son infrecuentes en 

la fase crónica, pero se detectan en aproximadamente en 22% de los casos de 

fase blástica 218. 

 

Mutaciones en genes implicados en la maquinaria del splicing 

Las mutaciones en los genes implicados en el procesamiento del ARN 

mensajero (o splicing) han sido descritas en neoplasias hematológicas e 

incluyen los genes: SF3B1, SRSF2 y U2AF1 219. Los cuatro genes codifican 

para proteínas que forman parte del complejo proteico que realiza el 

procesamiento del ARN mensajero.  
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Las alteraciones en el gen SF3B1 (Splicing Factor 3B, subunit 1), que 

codifica para un componente básico de la maquinaria de empalme de ARN, se 

han reportado en el 2-4 % de los casos con NMP. Dichas mutaciones se han 

descrito sobre todo en SMD, especialmente en la ARSA (ARSA o ARSA-t) 

donde pueden encontrarse hasta en 65% de los casos 220. Cabe destacar que 

en la RARS-t, SF3B1 puede asociarse a JAK2V617F. Por otra parte, las 

mutaciones en el gen SRSF2 (Splicing Factor Serine/Arginine-Rich 2), las más 

frecuentes en genes del splicing, se detectan en LMMC, así como SMD, MF y 

NMP evolucionadas a LAM 219,221–223. Confieren un pronóstico desfavorable 

especialmente en la MFP 224. Finalmente, las mutaciones de U2AF1 (U2 Small 

Nuclear RNA Auxiliary Factor) se asocian a una intensa anemia y 

trombocitopenia en MFP 225.  

 Un punto importante a destacar es que todas estas mutaciones son 

especialmente prevalentes en los pacientes con MF triple negativas, es decir, 

aquellos que carecen de mutaciones en los genes JAK2, MPL y CALR.  

 

Mutaciones en genes involucrados en la progresión a leucemia aguda 

Se han descrito mutaciones en el gen supresor de tumores TP53 en 

alrededor del 40-50% de los casos con LA post NMP. Dichas mutaciones 

incluyen tanto mutaciones missense como deleciones del gen TP53 o 

amplificaciones del cromosoma 1q que codifica para MDM4, un factor inhibidor 

de TP53 114.  En la fase crónica de la NMP se pueden hallar mutaciones de 

TP53 en estado heterocigoto, pero la evolución a LA se asocia a la adquisición 

de la mutación en el segundo alelo 114. Rampal y col demostraron, mediante un 

modelo murino, que la expresión de JAK2V617F combinado con la pérdida de 

TP53 conducía a un cuadro compatible con LA in vivo 226. Más recientemente, 

otro grupo ha demostrado que los ratones trasplantados con progenitores 

hematopoyéticos JAK2V617F/TP53-/- fallecían a los 46,5 días (mediana) post-

trasplante en contraste con los ratones JAK2V617F/TP53+/+, la mayoría de los 

cuales estaban sanos a los 120 días. Observaron que los ratones que habían 

sido transfectados con JAK2V617F/TP53-/- habían desarrollado infiltración 
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leucémica con acumulación de eritroblastos, cuadro compatible con una 

eritroleucemia 227.   

Se han descrito mutaciones en otros genes que también estarían 

asociados a la transformación leucémica, como IDH1/IDH2, IKZF1 y RUNX1 
228,229. 
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Las neoplasias mieloproliferativas JAK2V617F mutadas se caracterizan 

por la coexistencia de progenitores clonales JAK2V617F mutados y no 

mutados. El conocimiento de la carga mutacional de JAK2V617F y de las 

mutaciones non-driver a nivel de los progenitores hematopoyéticos podría 

proporcionar información sobre la base biológica de los cambios clínicos 

evolutivos, especialmente, la transformación a mielofibrosis y leucemia aguda. 

Asimismo, la carga mutacional a nivel progenitor también podría tener alguna 

influencia en la respuesta al tratamiento.  

Algunos autores postulan que las NMP CALR mutadas son una entidad 

distinta de las JAK2 mutadas, tanto desde el punto de vista biológico, como 

clínico y pronóstico. Estas observaciones podrían ser la consecuencia de un 

comportamiento diferente a nivel de los progenitores hematopoyéticos.  

 

En este contexto, los objetivos que planteamos de los trabajos de investigación 

fueron los siguientes: 

 

1. Caracterizar las subpoblaciones de progenitores hematopoyéticos 

(CD34+CD38- y CD34+CD38+) y cuantificar la carga mutacional de dichas 

subpoblaciones en pacientes con PV. 

 

2. Correlacionar la carga mutacional de JAK2V617F a nivel de los progenitores 

con la fase evolutiva de la enfermedad, la carga mutacional de JAK2V617F 

en los granulocitos y la presencia de mutaciones adicionales. 

 
3. Determinar las diferencias en el tamaño del clon mutado de los 

progenitores hematopoyéticos según el genotipo CALR o JAK2V617F. 

 

4. Investigar la influencia del tratamiento con inhibidores de JAK2 en la 

evolución de la carga mutacional a nivel de los progenitores 

hematopoyéticos. 
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Resumen 

 El objetivo del presente estudio fue evaluar la carga mutacional de 

JAK2V617F en los progenitores hematopoyéticos de pacientes con PV y 

correlacionarla con la fase evolutiva de la enfermedad y con la presencia de 

mutaciones adicionales. La carga mutacional de JAK2V617F se cuantificó en 

CD34+CD38- (HSC), CD34+CD38+ (HPC) y granulocitos de 45 pacientes con 

PV (fase crónica temprana n=26, fase crónica tardía n =10, MF post-PV n = 9). 

Además, se hizo un screening de mutaciones adicionales (TET2, ASXL1, 

DNMT3A, TP53, SF3B1, SRSF2 y U2AF1) en granulocitos y, en los casos con 

mutaciones, se cuantificó la carga mutacional a nivel de las células 

progenitoras.  Por último, se evaluó si la determinación de la carga mutacional 

de JAK2V617F en granulocitos de sangre periférica puede ser útil para 

identificar aquellos pacientes que presentan dominancia clonal a nivel de los 

progenitores hematopoyéticos. 

La cuantificación de JAK2V617F en las células CD34+CD38- de los 

pacientes con MF post-PV fue del 71%, frente al 27% y 12% en los pacientes 

con PV en fase crónica tardía y temprana respectivamente (p<0,001). Se 

obtuvieron resultados similares en los progenitores hematopoyéticos 

CD34+CD38+. En cambio, la cuantificación de JAK2V617F en granulocitos no 

mostró diferencias significativas entre los tres grupos de pacientes siendo del 

77%, 72% y 60% en fase mielofibrosis, crónica tardía y crónica temprana, 

respectivamente. Ninguno de los 26 pacientes analizados en la fase crónica 

temprana mostró dominancia del clon JAK2V617F a nivel de los progenitores 

hematopoyéticos en comparación con el 10% de los pacientes analizados en 

fase crónica tardía y el 78% de los pacientes en fase de mielofibrosis.  

  Se detectaron mutaciones adicionales en 4 (9%) pacientes, 3 de ellos 

correspondían a fase crónica temprana y uno al grupo de mielofibrosis. Los 

genes mutados fueron TET2 (n=3) y DNMT3A (n=1). Dos de los tres pacientes 

con mutaciones adicionales al diagnóstico presentaban dominancia del clon 

con mutación en TET2 y DNMT3A, respectivamente. El análisis mutacional de 

las colonias eritroides obtenidas mediante cultivo permitió establecer el orden 

de adquisición de las mutaciones en 2 pacientes, ambos estudiados en fase 

crónica temprana. En uno de ellos la mutación de TET2 precedió a la 
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adquisición de JAK2V617F, mostrando a su vez dominancia del clon TET2, 

mientras que en el otro paciente la mutación de JAK2V617F fue anterior a la de 

TET2 siendo el único caso con mutación adicional que no mostraba dominancia 

clonal.     

Finalmente, la cuantificación puntual de JAK2V617F en los granulocitos 

no resultó ser de utilidad para identificar correctamente la existencia de 

dominancia clonal a nivel de los progenitores hematopoyéticos. La 

determinación del patrón evolutivo de JAK2V617F mostró una alta sensibilidad, 

pero con una especificidad y valor predictivo positivo bajos.  

En conclusión, la dominancia clonal a nivel de los progenitores 

hematopoyéticos puede estar presente al diagnóstico, especialmente en los 

pacientes con mutaciones adicionales.   
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Resumen 

Las mutaciones JAK2V617F y las del exón 9 del gen CALR son las 

alteraciones genéticas más frecuentes en las NMP Ph negativas. El objetivo del 

presente estudio fue comparar la proporción de progenitores hematopoyéticos 

mutados de acuerdo con el genotipo CALR o JAK2V617F. Para ello se 

cuantificó la carga mutacional de las células CD34+CD38- (HSC), 

CD34+CD38+ (HPC) y de los granulocitos de 138 pacientes: 51 PV (todas 

JAK2 mutadas), 58 TE (35 JAK2V617F y 23 CALR mutadas) y 29 MF (20 

JAK2V617F y 9 CALR mutadas). Los progenitores hematopoyéticos de los 

pacientes con TE CALR-mutada mostraron una carga mutacional más alta que 

los pacientes con TE JAK2V6127F-mutada (HSC: 40% vs 7,5%, p<0.001, HPC: 

33% vs 8%, p<0,001). En cuanto al genotipo CALR, no hubo diferencias 

significativas en la carga mutacional de las HSC entre los pacientes con TE y 

MF (40% vs 48%, p=0.1). Por lo que respecta al genotipo JAK2V617F, los 

pacientes con TE mostraron una menor carga mutacional que los pacientes con 

PV, tanto de las HSC (7,5% versus 17%, p=0,002) como de las HPC (8% 

versus 27%, p<0,001) mientras que los pacientes en fase de mielofibrosis la 

dominancia clonal fue un hallazgo constante.  En conclusión, la proporción de 

progenitores hematopoyéticos mutados es diferente de acuerdo con el genotipo 

de la NMP. Los progenitores hematopoyéticos de las NMP con genotipo CALR 

presentan una elevada carga mutacional tanto en la TE como en la MF. 
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Resumen 

 El tratamiento con Ruxolitinib ha demostrado reducir la esplenomegalia y 

mejorar la sintomatología de los pacientes con PV y MF, con un efecto limitado 

en la disminución de la carga mutacional a nivel de los granulocitos.  

El objetivo del presente estudio fue analizar la evolución de la carga 

mutacional de JAK2V617F en las células CD34+CD38- (HSC), CD34+CD38+ 

(HPC) y en los granulocitos de 7 pacientes con NMP (PV n=4, MF secundarias 

n=3) durante los primeros 12 meses de tratamiento con dicho fármaco. En 5 

pacientes se observó que la carga mutacional a nivel de las HSC se mantenía 

estable (> 50% y < 50% en 3 y 2 pacientes, respectivamente). Por el contrario, 

dos pacientes presentaron variaciones de la carga mutacional a este nivel: un 

aumento del 22 al 47% y un descenso del 54 al 27%. Con respecto al 

compartimento de células HPC, la carga mutacional se redujo a los 6 meses de 

tratamiento en 3 pacientes, pero ésta no se confirmó a los 12 meses. 

Finalmente, los granulocitos fueron la población que presentó menor 

modificación de la carga mutacional de JAK2V617F durante el tratamiento con 

ruxolitinib, sin que ningún paciente presentase respuesta molecular según los 

criterios ELN 2013.  

Adicionalmente, se analizó la presencia de mutaciones adicionales 

(TET2, DNMT3A, TP53, ASXL1, SF3B1, SRSF2 y U2AF1) que pudieran jugar 

un papel en la dinámica de la carga mutacional. Se hallaron 2 mutaciones en 

TET2 (p.R1179fs y p.E1483X) en un paciente con PV. Se cuantificó, asimismo, 

la carga mutacional de ambas mutaciones, sin variaciones significativas en 

ninguna de las tres poblaciones celulares. Estos resultados sugieren que 

Ruxolitinib tiene un escaso efecto sobre la carga mutacional de JAK2V617F de 

las stem cells, células progenitoras y granulocitos.  
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Trabajo 1. 

Dominancia clonal, mutaciones en las stem cells y patrón evolutivo de 
JAK2V617F en la policitemia vera. 

En el presente estudio observamos que los pacientes en fase crónica 

tardía presentaban una mayor carga alélica de JAK2V617F en las células 

CD34+ que los pacientes en fase crónica temprana. Sin embargo, al comparar 

los pacientes en fase crónica tardía con los pacientes en fase de MF post-PV, 

la carga mutacional de JAK2V617F era muchísimo más alta en estos últimos, 

de tal forma que la dominancia clonal estaba presente en el 10% de los 

pacientes en fase crónica tardía, a diferencia del 80% de los pacientes en fase 

de MF post-PV. Teniendo en cuenta que el período entre el diagnóstico y el 

momento del estudio fue similar en pacientes en fase crónica tardía y en la MF 

post-PV, estos resultados apoyarían el hecho de que la aparición de MF post-

PV no es sólo una cuestión de tiempo y, por lo tanto, otros factores deben estar 

involucrados como podría ser la pérdida de heterocigosidad de 9p24 (9pLOH) y 

la adquisición de mutaciones adicionales. 

En este sentido, en el presente estudio se evaluó la presencia de 

mutaciones en TET2, ASXL1, DNMT3A, TP53, SF3B1, SRSF2 y U2AF1. Tres 

pacientes presentaron mutaciones en TET2 y 1 en DNMT3A. De estos 4 

pacientes, uno mostraba dominancia clonal de JAK2V617F y dos de TET2 y 

DNMT3A, respectivamente. Un aspecto importante a destacar es que estos 3 

pacientes presentaban la mutación adicional ya en el momento del diagnóstico 

y, en dos de ellos, pudimos demostrar la dominancia clonal en el diagnóstico. 

Por lo tanto, se podría especular que la dominancia clonal puede estar 

presente al inicio de la enfermedad, especialmente en aquellos casos en los 

que existen mutaciones adicionales a JAK2V617F.  

En cuanto a la evolución clonal, se ha reportado que en la mayoría de 

casos con mutaciones en TET2, éstas se habían adquirido antes que 

JAK2V617F, mientras que en una minoría de pacientes la mutación 

JAK2V617F habría precedido a la de TET2 146,195.  Para elucidar este aspecto, 

nos hemos centrado en los cuatro pacientes portadores de JAK2V617F y otras 
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mutaciones. A través de cultivo de colonias, pudimos determinar el orden clonal 

en 2 de los 4 pacientes. En uno de ellos la mutación de JAK2 se adquirió antes 

que la de TET2 mientras que en el otro paciente la mutación de TET2 se 

adquirió previo a JAK2V617F. En los otros dos pacientes, no se pudo dilucidar 

la jerarquía clonal, si bien se demostró la existencia de recombinación mitótica 

de JAK2V617F con un claro predominio de colonias homocigotas. Es 

importante destacar que tres de estos cuatro pacientes presentaban 

dominancia clonal sugiriendo una ventaja proliferativa de los clones con 

mutaciones adicionales. Además, el único caso con mutación adicional que no 

presentaba dominancia clonal era precisamente aquel en el cual JAK2V617F 

había precedido a TET2. Estos resultados y los de otros autores sugieren que 

la presencia de más de una mutación y el orden de adquisición de las mismas 

en las HSC podría jugar un papel en el desarrollo de dominancia clonal y por 

tanto en el curso evolutivo de la PV 80,146,195. 

En los pacientes con MF post-PV hemos observado una media de carga 

mutacional de JAK2V617F > 70% tanto en HSC, HPC como en granulocitos, de 

tal forma que el 78% de los pacientes presentaban dominancia del clon 

JAK2V617F. Sin embargo, tan solo 1 paciente con MF post-PV presentaba 

mutaciones adicionales. Estos hallazgos sugieren que en la MF post-PV la 

9pLOH juega un papel más importante en el desarrollo de dominancia clonal 

que las mutaciones adicionales. Por tanto, el desarrollo de dominancia clonal 

debido a la presencia de mutaciones adicionales podría tener un significado 

clínico y pronóstico diferente.  En este sentido, Lundberg y col reportaron la 

presencia de mutaciones adicionales en el 37% de pacientes con PV mediante 

análisis de panel NGS con 104 genes, presentando estos pacientes un mayor 

riesgo de transformación a LA 146.  

Una limitación del presente estudio es la baja frecuencia de mutaciones 

adicionales detectadas, que contrasta con el 37% - 62% reportada por otros 

grupos 81,146. Asimismo, se ha descrito una mediana de 6,5 mutaciones por 

paciente con PV mediante secuenciación del exoma 43. Esta baja frecuencia de 

mutaciones detectadas en nuestra serie puede deberse a aspectos 

metodológicos ya que no todos los genes fueron estudiados mediante NGS. En 

concreto, las mutaciones en TET2 y DNMT3A se analizaron mediante 
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secuenciación Sanger, una técnica que requiere la presencia de la mutación en 

una carga superior al 10-20% para ser detectada. Además, en la técnica 

empleada se seleccionaron los exones con mayor frecuencia de mutaciones 

mientras que en los otros trabajos se analizó la totalidad de los exones 43,81,146.  

Por otro lado, en nuestro estudio se analizaron un total de 7 genes, un número 

muy inferior al de otros estudios en los que se ha reportado una mayor 

prevalencia de mutaciones 43,81,146.  

La identificación de dominancia clonal o de mutaciones adicionales no 

está disponible en la práctica diaria. Por ello, sería de una gran utilidad 

disponer de una herramienta capaz de identificar a aquellos pacientes con 

mayor probabilidad de presentar dominancia clonal o mutaciones adicionales. 

Para ello, utilizamos curvas ROC para determinar si la carga mutacional de 

JAK2V617F en los granulocitos podría constituir un marcador de dominancia 

clonal. En este sentido, tanto la determinación puntual de JAK2V617F en un 

momento puntual como la monitorización de JAK2V617F durante la evolución 

de la enfermedad demostraron una baja especificidad para predecir la 

presencia de dominancia clonal. Esta baja especificidad se explicaría por la 

existencia de un elevado número de casos con JAK2V617F persistentemente 

elevado o con un patrón evolutivo cambiante en los que no se existía 

dominancia clonal de JAK2V617F en los progenitores hematopoyéticos.  

En conclusión, el porcentaje de células CD34+ con mutación V617F del 

gen JAK2 en los pacientes con PV aumenta durante la evolución de la 

enfermedad.  En la MF post-PV existe un predominio de progenitores 

hematopoyéticos JAK2V617F mutados probablemente como consecuencia de 

la expansión de los clones homocigotos. En el momento del diagnóstico de la 

PV puede existir hematopoyesis clonal debido a la expansión de clones con 

mutaciones adicionales. 
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Trabajo 2. 

Caracterización de los progenitores hematopoyéticos CD34+ en las 
neoplasias mieloproliferativas JAK2V617F y CALR mutadas. 

 Alrededor del 90% de los pacientes con MPN son portadores de al 

menos una mutación somática, siendo JAK2V617F la más frecuente (69%), 

seguido de las mutaciones en el exón 9 del gen CALR (15%) 146. En el presente 

estudio hemos evaluado la carga mutacional de los progenitores 

hematopoyéticos (HSC y HPC) y granulocitos de 138 pacientes MPN. Los 

hallazgos principales fueron la demostración de una carga mutacional 

significativamente más alta a nivel de progenitor en la TE con genotipo CALR 

que en la TE JAK2V617F-mutada. Además, los pacientes con NMP con 

genotipo CALR presentaron una carga mutacional similar tanto en la TE como 

en la MF. 

 Se ha propuesto que la PV y la TE con mutación en JAK2V617F  

representan un espectro biológico de la misma enfermedad modulada por 

diferentes factores tanto adquiridos como constitucionales 101. Así, la presencia 

de colonias JAK2V617F homocigotas es un hallazgo constante en la PV pero 

rara vez se observa en la TE 59. Por otra parte, Godfrey y col, utilizando la PCR 

de microsatélites para estudiar la pérdida de heterocigosidad, han observado 

que la PV está asociada con la expansión de un clon homocigoto dominante 57. 

Además, se han descrito otros factores que podrían participar en la adquisición 

de un fenotipo particular incluyendo el polimorfismo HBS1L-MYB (rs9376092) 
85, un defecto en la fosforilación de STAT1 106 y el orden de adquisición de 

mutaciones adicionales 80.  

En el presente trabajo hemos observado un aumento de la carga 

mutacional de JAK2V617F a nivel de los progenitores hematopoyéticos de 

acuerdo con el fenotipo, siendo mayor en los pacientes con PV en comparación 

con los pacientes con TE, resultados similares a los obtenidos por otros grupos 
67,68. Estos hallazgos están en concordancia con los resultados de los estudios 

murinos transgénicos que representaron la primera evidencia de que el nivel de 

expresión de JAK2V617F influía en el fenotipo de NMP 90–92. Por otra parte, 
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cuando analizamos los pacientes con MF JAK2 mutados observamos que la 

carga mutacional a nivel progenitor era mayor del 50% en la mayoría de ellos, 

indicando, por lo tanto, una alto porcentaje de pacientes con dominancia clonal, 

resultados superponibles a los obtenidos en otras series de pacientes 67,68. 

Todos estos datos apoyan la hipótesis que la TE y PV representan un espectro 

biológico de una misma enfermedad y que la MF sería un evento tardío.  

 A finales del año 2013, el descubrimiento de mutaciones en el exón 9 del 

gen CALR en la mayoría de pacientes con TE y MF JAK2 y MPL negativas 

supuso un gran avance en el conocimiento molecular de estas enfermedades, 

caracterizando un grupo de pacientes con TE con diferencias clínicas y 

biológicas respecto los pacientes con mutación de JAK2 43,44. En primer lugar, y 

de acuerdo con el hecho de que JAK2V617F – en contraste con CALR - activa 

no solamente la línea megacariocítica, sino también la eritroide y la 

granulocítica, los pacientes con TE JAK2 mutados presentan una hemoglobina 

y leucocitos superiores y una cifra de plaquetas inferior en comparación con los 

pacientes CALR mutados 157–162. Asimismo, se ha descrito un riesgo inferior de 

complicaciones trombóticas en los pacientes con mutación de CALR en 

comparación con los JAK2 mutados 44,157,158,161. Por otro lado, otros autores 

postulan diferencias también a nivel molecular entre estas dos entidades. Así, 

mediante análisis de PICX, se ha descrito clonalidad en el 88% y 26% de 

pacientes con mutación de CALR y JAK2V617F, respectivamente 164.  Además, 

existe una gran diferencia entre estos dos grupos de pacientes en cuanto a la 

carga mutacional de los granulocitos que representa aproximadamente el 15% 

en la TE JAK2 mutada en comparación con el 40% en la TE CALR mutada 157. 

En este sentido, en nuestro estudio pudimos demostrar también diferencias 

estadísticamente significativas en la carga mutacional de los progenitores 

hematopoyéticos en los pacientes con TE de acuerdo con el genotipo, siendo 

superior en los pacientes CALR mutados respecto los pacientes con mutación 

JAK2V617F. Este hallazgo apunta, por tanto, a una mayor ventaja proliferativa 

de las mutaciones de CALR a nivel de las HSC en comparación con la 

mutación JAK2V617F, dato que apoyaría que se trataría de dos entidades 

distintas. Algunos autores han descrito que la adquisición de la mutación 

JAK2V617F es un evento tardío mientras que las mutaciones de CALR son 
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típicamente eventos iniciales 43, un hallazgo que también podría justificar la 

diferente carga mutacional observada a nivel de los progenitores entre ambos 

genotipos. 

De forma interesante, cuando comparamos la carga mutacional a nivel 

de las células CD34+ entre los pacientes con TE y MF CALR mutados, no 

hallamos diferencias estadísticamente significativas. La existencia de un clon 

mutado expandido a nivel progenitor en los pacientes con TE con mutación de 

CALR indicaría que la TE y MF CALR mutada constituirían, a su vez, un 

continuo de una misma enfermedad. En este sentido, y de acuerdo con esta 

hipótesis, se han descrito más características clínicas MF-like (hemoglobina 

inferior, LDH superior) y una mayor probabilidad de transformación a MF en los 

pacientes con TE CALR mutados en comparación con aquellos JAK2V617F 
157,158,160–162.  Por último, la histología de la médula ósea también es diferente 

de acuerdo con el genotipo siendo las anomalías en los megacariocitos más 

frecuentes en la TE CALR mutada que en la TE JAK2V617F 165. 

Marty y col, mediante un modelo murino retroviral pudieron demostrar 

que los ratones con mutación de CALR tipo 1 presentaban mayor probabilidad 

de progresión a MF y aquellos con mutación tipo 2 un cuadro clínico más 

próximo a TE 152. Algunos autores observan estas diferencias en el fenotipo y 

comportamiento clínico de los pacientes con TE y mutación del gen de la 

CALR, según el tipo de mutación que presenten 156. En nuestro subgrupo de 

pacientes con TE CALR mutada no encontramos diferencias en la carga 

mutacional a nivel progenitor de acuerdo con el tipo de mutación de CALR, si 

bien hay que tener en cuenta que el número de pacientes analizados es bajo.  

 Respecto a los pacientes con MF, pudimos demostrar la presencia de 

dominancia clonal en la mayoría de pacientes con mutación V617F de JAK2, 

de acuerdo con otros grupos 67,68 y, asimismo, en la mayoría de pacientes 

CALR mutados.  

Un punto importante a destacar es que la carga mutacional de 

JAK2V617F aumenta de forma progresiva durante la hematopoyesis, de tal 

forma que las HSC mostraban una carga mutacional baja, las HPC mostraron 
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una carga intermedia y los granulocitos la más alta. Esta observación era muy 

manifiesta en la PV y, en menor grado, en la TE. En cambio, en el genotipo 

CALR la carga mutacional fue similar en las tres poblaciones celulares 

estudiadas (en torno al 35-40%) por lo que, asumiendo la presencia de la 

mutación en estado heterocigoto, indica que la mayoría de células son 

portadoras de la mutación. De estos resultados se puede concluir que los 

progenitores JAK2V617F-mutados tienen una capacidad de diferenciación 

superior a los progenitores normales mientras que los progenitores portadores 

de la mutación CALR producen una supresión de la hematopoyesis normal.  

 Finalmente, otro hallazgo del presente estudio fue el aumento progresivo 

de la carga mutacional tanto de JAK2V617F como de CALR en las tres 

poblaciones durante la evolución de la enfermedad. Es importante destacar que 

en los pacientes con NMP CALR mutadas la dominancia clonal se mantenía 

estable durante el seguimiento, sugiriendo una proliferación continua de las 

clonas mutadas.  

  En conclusión, la proporción de progenitores mutados es diferente 

de acuerdo con el genotipo de la NMP. Los pacientes con mutación de CALR 

se caracterizan por una expansión de los progenitores mutados, mientras que 

los pacientes con TE y PV JAK2V617F presentan un pequeño porcentaje de 

progenitores mutados con una alta capacidad de diferenciación.  
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Trabajo adicional 

Dinámica de la carga mutacional de JAK2V617F en las células 
progenitores CD34+ en pacientes en tratamiento con ruxolitinib. 

 El desarrollo de terapias dirigidas a inhibir JAK2 ha supuesto una nueva 

era en el tratamiento de las NMP Ph negativas. Ruxolitinib ha sido el primer 

inhibidor de JAK2 aprobado en PV y MF, ha mostrado eficacia en la mejoría de 

la sintomatología y de la esplenomegalia en los pacientes con PV y MF 
131,132,135,231. No obstante, su capacidad en inducir respuestas moleculares es 

escasa, sugiriendo que no actuaría únicamente sobre las células JAK2 

mutadas, tal y como se demuestra por la limitada reducción de la carga 

mutacional de JAK2V617F en los granulocitos durante el tratamiento 133,134,137. 

Asimismo, otro aspecto que indica que su acción no es exclusivamente sobre 

las células JAK2 mutadas es la mejoría sintomática que también presentan los 

pacientes con mutaciones en CALR y MPL 169. En el presente estudio 

demostramos que ruxolitinib tenía un mínimo impacto en reducir la carga 

mutacional de JAK2V617F en los granulocitos, pero también en las células 

CD34+, sugiriendo una ausencia de capacidad de erradicar la clona 

neoplásica, resultados que apoyan la evidencia obtenida en modelos murinos y 

en pacientes con MF 98,232.  

Una primera observación de nuestra serie es que seis de los 7 pacientes 

presentaban esplenomegalia previa al inicio del tratamiento, y en todos ellos 

pudimos demostrar una reducción de la misma durante el seguimiento. Esta 

mejoría clínica sin reducción de la carga mutacional a nivel progenitor podría 

explicarse por diferencias de los progenitores hematopoyéticos en el 

microambiente entre el bazo y la médula ósea, siendo los progenitores 

esplénicos más sensibles al tratamiento. Así, Wang y col han demostrado que 

AZD1480, un inhibidor de JAK1/2/3 es capaz de inducir apoptosis en las 

células progenitoras esplénicas de pacientes con MF, con la consiguiente 

reducción de la esplenomegalia 232.  

Se ha postulado que la adquisición de mutaciones non-driver adicionales 

a JAK2V617F puede tener un papel en la progresión de la enfermedad y, 
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probablemente, conllevar una respuesta molecular al tratamiento citorreductor 

diferente al esperado 112,230.  Un paciente con PV de nuestra cohorte 

presentaba, adicionalmente a JAK2V617F, dos mutaciones en el gen TET2. 

Durante el tratamiento con ruxolitinib no pudimos demostrar una disminución de 

la carga mutacional de ninguna de las 3 mutaciones ni en las HSC, HPC ni en 

los granulocitos. En este sentido, especulando que ruxolitinib tuviera algún 

impacto a nivel progenitor, éste sería diferente según si las mutaciones de 

JAK2 y TET2 coexistieran en una misma clona o en dos clonas distintas. En el 

primer caso, sería esperable que si ruxolitinib inhibiera JAK2 también tendría 

algún efecto en la carga mutacional de TET2. Por el contrario, en el segundo 

caso, la inhibición de JAK2 podría conllevar una ventaja proliferativa a la clona 

TET2, con su consiguiente expansión. Asimismo, también se ha descrito que el 

orden de adquisición de las mutaciones puede tener impacto en la respuesta al 

tratamiento, siendo los progenitores de los pacientes JAK2-first más sensibles 

a ruxolitinib respecto a los de pacientes TET2-first 80. En este sentido, y a pesar 

de que en el paciente previamente descrito pudimos describir mediante cultivo 

de colonias que la mutación de JAK2V617F se había adquirido antes que 

TET2, no observamos ningún efecto de ruxolitinib en la carga mutacional de 

ninguna de las 3 mutaciones.  

En conclusión, el tratamiento con ruxolitinib conlleva mejoría clínica y 

reducción de la esplenomegalia en una proporción importante de pacientes, tal 

y como se ha demostrado en ensayos clínicos, pero tiene una capacidad 

limitada en modificar la clona neoplásica.  
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1. El porcentaje de células CD34+ con mutación V617F del gen JAK2 en los 

pacientes con PV aumenta durante la evolución de la enfermedad. 

  

2. En la MF post-PV existe un predominio de progenitores hematopoyéticos 

JAK2V617F mutados probablemente como consecuencia de la expansión 

de los clones homocigotos. 

 

3. En el momento del diagnóstico de la PV puede existir hematopoyesis clonal 

debido a la expansión de clones con mutaciones adicionales 

 

4. La proporción de progenitores hematopoyéticos mutados es diferente de 

acuerdo con el genotipo de la NMP.  

 

5. Los pacientes con mutación de CALR se caracterizan por una expansión de 

los progenitores mutados, mientras que los pacientes con TE y PV 

JAK2V617F presentan un pequeño porcentaje de progenitores mutados con 

una alta capacidad de diferenciación. 

 

6. El tratamiento con Ruxolitinib tiene escasa capacidad de modificar la carga 

mutacional de JAK2V617F en las células CD34+ en los pacientes con PV y 

MF.  
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Anexo 1. 
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Se sustituye la copia del Trabajo adicional (correspondiente a las paginas 131-

134 de la tesis) por su referencia bibliográfica para su incorporación al 

repositorio “Tesis Doctorales en Red” 

 

Angona A, Alvarez-Larrán A*, Bellosillo B, Longarón R, Fernández-Rodriguez 

C, Besses C. Dynamics of JAK2V617F allele burden of CD34+ haematopoietic 

progenitor cells in patients treated with ruxolitinib. Br J Haematol 2016; 172 (4): 
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