UC

UNIVERSIDAD
DE CAMNTABRIA

FACULTAD DE MEDICINA
UNIVERSIDAD DE CANTABRIA

GRADO EN MEDICINA

TRABAJO FIN DE GRADO

Escribir Titulo TFG en Castellano

Biologia molecular de las neoplasias mieloproliferativas

Escribir Titulo TFG en Inglés

Molecular biology of myeloproliferative neoplasms

Autor/a: Itziar Lopez Zorroza

Director/es: M. Dolores Delgado Villar

Santander, Junio 2021

TFG-Anexo Il




Indice

1.
2.

3.

6.

INTRODUCCION ....cevvteeecectete ettt es s s st s s s s ettt es s asaeae s et senssasaesesesenanssassesessans 1
HEMATOPOYESIS......covvieeeeceete ettt esesasae st es s s s se st esesassesetesesenssassetesesesnsssssesessans 2
2.1.  SITIOS DE LA HEMATOPOYESIS .....ooovvieeveiiecieieeetessaesesessesesesseses e sessaesesassesssesessaesans 2
2.2.  ORGANIZACION DE LA HEMATOPOYESIS ......cvveveviereerreetesseesesesaesesessesesessessesesnaesans 2
REGULACION DE LA HEMATOPOYESIS .....ovveeeeueveteieeeeececteteteseeesesae et sessaesesesesesesasassesesenans 4
3.1.  AUTORRENOVACION VERSUS DIFERENCIACION.........cocoeverereeereeeereteeeeeeseeaese e eseneeae 4
3.2, SELECCION DEL LINAJE «...ooevveeeeveeceetescte et esasae s st ae s s s senaesaes 5
3.3.  PAPEL DE LAS CITOQUINAS EN LA HEMATOPOYESIS ......cocvevrrreererereieeseeeeierereseseseeaee 6
3.3.1. IMECSF (CSF-1) woviuiuiiecteieeeeeeseeee s sesee et ae s s s st en s s st s s s s s s snes 7
3.3.2.  GIMI-CSF ettt ettt ettt ettt e s e tenas 7
3 T S C I 01] OO OO TOUUR RO 7
3.3.4.  EPO ottt sttt sanee 8
3.3.5.  TPO ottt ettt sttt nan e ranee 8
3.4.  PRINCIPALES ViAS DE SENALIZACION HEMATOPOYETICA ......coveeererereeeceereeeeeeeeeeenene 9
340, VI JAK / STAT oottt en s st et s s ananaetenns 9
3.4.2. Vi@ RAS/MAPK/ERK ....covveiveriecveisiesessie st 11
3.4.3.  VHA PIB-K/AKT oottt s ettt ae s st n s s nanens 12
3.4.4. Vi@ CSF3R/G-CSF..uvreieeeeeeeeeeeeeeeeeeeie et s e ses s s s s snanans 12
NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS ........cvuiuitieitetiesiesesessesssesssssse s s sssesesassessassesessesans 13
4.1.  PRINCIPALES NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS ......cocvivevierrerieerissaesesesaesnaesesanes 13
4.2 MUTACIONES EN IMPN ....ooieiuieeeieeceeeeseeaetessae s s sesassesesse s s s sensesssssssenasassessssesanen 15
4.3.  MUTACIONES CONDUCTORAS: FRECUENCIA Y DISTRIBUCION ......cccevruerrecrerreernen. 15
4.4.  MUTACIONES EN GENES ADICIONALES......c.cvuevevreeerereeeesceeeeseaeseseesesesaesesssesenaese s 19
POLICITEMIA VERA ...ttt sesae st se e s s s sa s ae s s s assesesaesans 20
5.1, EPIDEMIOLOGIA ...oovveieveieeeeteeete ettt bbb se s saes 20
5.2.  PRINCIPALES MANIFESTACIONES CLINICAS EN PACIENTES CON PV.......ccevevrevrrecnnne 21
5.2.1.  SINTOMAS GENERALES .....ooveecereeeeeeceeieesaesesestesesaesesesaessssse s s sesssssssassnanens 21
5.2.2.  COMPLICACIONES MICROVASCULARES ........cevuevereeerrrreeseeseeseseesesesassessassenanens 22
5.2.3. TROMBOSIS ....cvvuievieieeteeete ettt s s s s s s s st s s s saneas 22
5.2.4.  OTRAS MANIFESTACIONES.......ceeiuerereirerierteseessesseesessaessssssesesae s s sesassessaeees 24
5.3.  EVOLUCION NATURAL DE LA PV ....oveeeeeeceeeeecee et seseae et senae s sen s senanees 25
5.3.1.  PROGRESION A FIBROSIS........ocverreeeerreeieeceeseeeesesessesssesaesssssesesessssesssssssasssanens 25
5.3.2.  TRANSFORMACION LEUCEMICA .....cvvuivreeeeerieetesesaetesesae s senas e ses e 25
MUTACIONES CONDUCTORAS EN LA PV.....uevieereeeeseeeeeseeie e sae s sae s s 26



6.1, MULACION JAK2VBLTF ... seeee e s e sas s s sesas s ssas s sasasses e sasansans 26
6.2.  MUTACIONES EN EL EXON 12 d@ JAK2 .....oveviereeeeeeeeeeeeeeeeseevesaess e ses s sensenans 28
6.3.  CONSECUENCIAS MUTACIONALES ......cvvveveceeeerreeeeeeseessseseesessesssesse s sssessessesessenans 28

7. MUTACIONES SOMATICAS ADICIONALES .......coeveeetereceeeeeeeeeseseeeseseesssessesesessssessssesessesssenens 29
7.1.  MUTACIONES EN REGULADORES EPIGENETICOS .....cvveereveeeeereeeeeseaesesessssessesssenaesns 31
TAL ASKLL oottt sttt sttt 31
2% S 7.4 OSSOSO 33
7130 TET2Y DNMT3A Lottt sttt sae s 34

7.2. MUTACIONES EN EL COMPLEJO DEL ESPLICEOSOMA........coovveveeererreerernessereessenenens 36
7.3.  MUTACIONES EN REGULADORES TRANSCRIPCIONALES.......cevvveveveeeerreeeeerereesenennas 36

8.  SISTEMAS DE PUNTUACION DE PRONOSTICO .....cuovvrriiececreteeesee e 37
9. TRATAMIENTO DE LA POLICITEMIA VERA......ocoueveeereceseeeeeeeseeesesee s s s sesaesessesas s senens 38
9.1.  PREVENCION DE TROMBOSIS.....cocvetiieiuirererereieeaeiese e seses s st esssasse s s s s aeaesenes 39
9.2.  TRATAMIENTOS CITORREDUCTORES ......vveveecevereeteieceesessessesssssesesssssessesesassessssssenes 40
9.2.1. QUIMIOTERAPIA.....oveeeeeeeteeeeeee e seseetesessesesaetessas s s s sssssse s s ssassesanasssanens 40
9.2.2.  INTERFERON ..ottt ettt ettt a bbb s s 40
9.2.3.  INHIBIDORES DE JAK2....coouvereeeerceeeeteseesssesessessssessessesssesssssssssssessesassesassansenens 41

10.  NUEVOS ENFOQUES TERAPEUTICOS.......ccvvuiverereereieriessessessasssssaessassesssesesssesesassesanes 45
10.1.  REGULACION EPIGENETICA .....cueviuireieitereete et 45
10.2.  INHIBIDORES DE HSPOO........coocvuivieeieieerecteie st s sesass s sse s s s ssens 47
10.3.  INHIBIDORES DE MDM2. .....oocevecveeeereeseciseeesesassessesassssessssssssssssssssssesssssssessssssssens 47
10.4.  INDUCCION DE LA APOPTOSIS .....ouvverereceeeeseesseesessssssesesssasssssesssssssessessssssessssesnens 47
10.5.  INMUNOTERAPIA ..ottt s bbb ae s sae s ssans 48
10.6.  AGENTES ANTIFIBROTICOS........coivuiuieereeiieeesnseseesessesessssessassse s sesss s s sesae s ssens 49
11, CONCLUSIONES ....ovovevecvieeteeeeseeeseeeesas s sesas s sesse s sas s sas s sss s ssss st essesan s sesnsssansnsenas 49
12, BIBLIOGRAFIA .....oovieevceeeeete et esee s sesas s seses s sessas s s s sesss s ssss st snassan s sssasasnassnsanes 50
61 TR 112 1O 54



RESUMEN

Las neoplasias mieloproliferativas cronicas cromosoma Filadelfia negativas,
incluida la policitemia vera (PV), trombocitemia esencial (ET) y mielofibrosis
primaria (PMF), se caracterizan por la expansion clonal de una célula
hematopoyética pluripotente dando como resultado una excesiva producciéon de
células sanguineas maduras. Se han descrito mutaciones impulsoras clave: JAK2,
CALR y MPL, todas las cuales actian para activar constitutivamente la via JAK-
STAT. La presente revision tiene como objetivo mostrar una vision general amplia
de la sefializacion involucrada, haciendo especial hincapié en la policitemia vera.
PV se caracterizada por una produccion elevada de glébulos rojos y la gran
mayoria de los pacientes porta la mutacion JAK2V617F, con un subconjunto
menos frecuente con mutaciones en el exéon 12 de JAK2. Ademas, se han
identificado mutaciones sométicas adicionales en otros genes que afectan la
regulacion epigenética, la supresion de tumores, y otras vias de sefializacion lo
que lleva a la modificacion de algunas caracteristicas de la enfermedad y agrega
una capa de complejidad a su patogénesis molecular. Todos estos factores han
puesto de relieve la amplia variedad de procesos y vias celulares implicados, cuyo
conocimiento ha conllevado al desarrollado terapias dirigidas mucho mas eficaces
para el tratamiento de estas enfermedades.

Palabras clave: hematopoyesis, neoplasias mieloproliferativas, mutaciones
conductoras, reguladores epigenéticos.

ABSTRACT

Chronic Philadelphia chromosome negative myeloproliferative neoplasms,
including polycythemia vera (PV), essential thrombocythemia (ET), and primary
myelofibrosis (PMF), are characterized by clonal expansion of a pluripotent
hematopoietic cell resulting in excessive production of mature blood cells. Key
driver mutations have been described: JAK2, CALR, and MPL, all of which act to
constitutively activate the JAK-STAT pathway. The present review aims to show a
broad overview of the signaling involved, with particular emphasis on polycythemia
vera. PV is characterized by elevated red blood cell production and the vast
majority of patients carry the JAK2V617F mutation with a less frequent subset with
mutations in exon 12 of JAK2. In addition, additional somatic mutations have been
identified in other genes that affect epigenetic regulation, tumor suppression, and
other signaling pathways, leading to the modification of some characteristics of the
disease and adding a layer of complexity to its molecular pathogenesis. All these
factors have highlighted the wide variety of cellular processes and pathways
involved, the knowledge of which has led to the development of much more
effective targeted therapies for the treatment of these diseases.

Key words: hematopoiesis, myeloproliferative neoplasms, driver mutations,
epigenetic regulators.



ABREVIATURAS

- AML: Acute myeloid leukemia
- ASXL1: Additional sex combs-like gene
- BAP: Brahma Associated Protein
- Bcl-2: B-cell lymphoma 2
- BET: Bromodomain and extraterminal domain
- BRD: bromodomain
- CALR: calreticulina
- CBF-B: Core-binding factor subunit beta
- CBL: Cas-Br-M (murine) ecotropic retroviral transforming sequence homologue
- CD: cluster of differentiation
- CFU: Colony forming Unit
CFU-BASO: Basophil
CFU-E: Erythrocyte
CFU-EO: Eosinopnil
CFU-GEMM: Granulocyte-Erythrocyte-Monocyte-Megakaryocyte
CFU-GM: Granulocyte-Macrophage
CFU-L: Lymphocyte
CFU-MEG: Megakaryocyte
- CHIP: Clonal hematopoiesis of indeterminate potential
- CNL: Chronic neutrophilic leukemia
- CSF: Colony-stimulating factor
M-CSF: macrophage colony-stimulating factor
G-CSF, o CSF 3: Granulocyte colony-stimulating factor
GM-CSF: Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
- DNMT3A: DNA cytosine-5-methyltransferase 3A
- EPO: Erythropoietin
- ERK: extracellular signal-regulated kinases
- ET: trombocitemia esencial
- EZH2: Enhancer of zeste homolog 2
- FasR: Fas receptor
- FL: receptor-type tyrosine-protein kinase FLT3
- FOG: Friend Of GATA
- FOXO3A: Forkhead box O3
- GAP: guanine activating protein
- GATA: GATA Binding Protein
- GEF: guanine nucleotide exchange factor
- GTP/ GDP: guanosine triphosphate/ guanosine diphosphate
- HAT: Histone acetyltransferase
- HDAC: Histone deacetylase
- HIF: Hypoxia-inducible factors
- HLA: Human leukocyte antigen
- HMT: Histone methyltransferase
- HOX: homeobox gene
- HRE: hypoxia responsive element
- HSC: Hematopoietic Stem cell
- HU: hydroxyurea
- IDH: Isocitrate dehydrogenase
- IFN-y: Interferon gamma
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IL: Interleukins

iPSS: International Prognostic Scoring System

JAK: Janus Activated Kinase

JMJID1C: Jumoniji Domain Containing 1C

MAPK: mitogen-activated protein kinase

MDM2/MDM4: murine doble minute

MDS: myelodysplastic sindrome

MIPSS-PV: Mutation-Enhanced International Prognostic
for Polycythemia Vera

MPN: Myeloproliferative neoplasms

NFEZ2: Nuclear Factor Erythroid 2

NF-kB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NGS: next generation sequencing

PcG: Polycomb-group protein

PD1: programmed death 1

PKB (AKT): serine/threonine-specific protein kinase
PMF: Primary myelofibrosis

PPM1D: Protein phosphatase 1D

PPMF: mielofibrosis post-PV

PRC: polycomb repressive complex 2

PR-DUB: Polycomb repressive deubiquitinase

PRMT5: Protein arginine N-methyltransferase 5

PV: Policitemia Vera

ROS: reactive oxygen species

RUNX1: Runt-related transcription factor 1

SCF: Stem Cell Factor

SCL: stem cell leukemia hemopoietic transcription factor
SOCS: Suppressor Of Cytokine Signaling

SRSF2: Serine And Arginine Rich Splicing Factor 2
STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription
TET2: Tet methylcytosine dioxygenase 2

TFGR: transforming growth factor beta

TGF-alfa: Transforming Growth Factor Alfa

TP53: Tumor protein P53/ cellular tumor antigen p53
TPO: Thrombopoietin.

TYK2: Non-receptor tyrosine-protein kinase

UDP: uniparental disomy

VEGF: Vascular endothelial growth factor

Systems
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1. INTRODUCCION

Las neoplasias mieloproliferativas cronicas (MPN) son trastornos clonales de
la hematopoyesis, siendo las mas relevantes en la préactica clinica, la leucemia
mieloide cronica y las neoplasias mieloproliferativas cronicas cromosoma
Filadelfia negativas. Estas Ultimas, comprenden la policitemia vera (PV), la
trombocitemia esencial (TE) y mielofibrosis primaria (MFP), un grupo heterogéneo
de enfermedades clonales de las células madres hematopoyéticas, caracterizadas
por aumento de la proliferacion eritroide, mieloide y megacariocitica que provoca
un aumento de células maduras en sangre periférica.

Este trabajo tiene como objetivo revisar las bases moleculares y las vias de
sefalizacion implicadas en la génesis de las neoplasias mieloproliferativas
cronicas, especialmente en la Policitemia Vera. Comenzaremos describiendo
brevemente la hematopoyesis, haciendo especial hincapié en la regulacion de la
misma. La correcta sefalizacidén de las citoquinas es esencial, ya que activa vias
de transduccion de sefiales que transmiten la sefial al nucleo vy, finalmente,
modulan la transcripcion de genes reguladores. La proteina JAK2 es una quinasa
qgue forma parte de la via de transduccion de sefiales JAK-STAT que utilizan los
receptores de citoquinas tipo | como el receptor de la EPO, G-CSF, GM-CSF o la
TPO.

Las neoplasias mieloproliferativas estan asociadas a mutaciones directoras en
los genes JAK2, CALR y MPL que conducen a una activacién constitutiva de la
sefalizacion JAK-STAT, independiente de la regulacion de citoquinas. De esta
manera, tras revisar las manifestaciones clinicas principales de la PV, nos
centraremos en estudiar las mutaciones y sus consecuencias moleculares. En el
afio 2005, se describié la presencia de la mutacion JAK2V617F que produce una
activacion constitutiva de la proteina JAK2 en ausencia de la union del ligando al
receptor causando una activacion permanente de esta via de transduccion de
sefales. Un pequeio porcentaje de pacientes con policitemia vera JAK2V617F
negativos, presentan mutaciones en el exéon 12 de JAK2.

La incorporacion de las nuevas tecnologias de secuenciacion masiva ha
permitido describir mutaciones no conductoras adicionales, con relevancia
prondstica y terapéutica. Por lo tanto, a continuacion, se detallaran las mutaciones
coexistentes en modificadores de cromatina, componentes del complejo de
espliceosomas, modificadores de metilacion del ADN, supresores de tumores y
reguladores de la transcripcion cuyo numero total esta inversamente relacionado
con la supervivencia y el riesgo de transformacion leucémica. Las mutaciones mas
frecuentemente observadas estan presentes en genes reguladores epigenéticos
como TET2, ASXL1, DNMT3Ay EZH2, asi como en reguladores transcripcionales,
incluyendo el supresor tumoral TP53.

Por dltimo, examinaremos en profundidad las principales herramientas
terapéuticas que existen actualmente para los pacientes con MPN vy, gracias al
conocimiento de los mecanismos moleculares subyacentes, algunas de las
nuevas terapias que estan en proceso de investigacion, dirigidas especificamente
a moléculas diana.



2. HEMATOPOYESIS

La sangre es uno de los tejidos mas regenerativos de nuestro organismo. En
ella surgen a diario un billon de células (10'?) mediante el proceso de
hematopoyesis, que ocurre bajo condiciones muy especificas en la médula 6sea.
Esto implica un nivel muy alto de renovacion celular, exigido por la necesidad de
reemplazar las células sanguineas maduras de manera rapida, dada su limitada
vida media. Hoy en dia, y gracias al avance en diversos campos de la biologia
molecular y celular, se ha logrado obtener un panorama muy amplio y detallado
de este proceso y su regulacion (Bates & Ekem, 2015).

2.1. SITIOS DE LA HEMATOPOYESIS

Todos los tipos celulares sanguineos surgen de células madre
hematopoyéticas de la médula 6sea, el lugar principal de la hematopoyesis en
adultos. Ernst Haeckel uso por primera vez la palabra célula madre (Stammzelle)
en 1868, para referirse al organismo unicelular primordial del que descendia toda
la vida multicelular. Desde el principio, el concepto de célula madre se ha
enmarcado en un modelo de arbol, donde las células madre multipotentes dan
lugar a su progenie a través de una serie ordenada de pasos de ramificacion
(Flores-figueroa & Pelayo, 2009).

El sistema hematopoyético se origina en el saco vitelino extra-embrionario
alrededor del dia 21 de gestacion, el cual se diferencia en células endoteliales
por un lado y células hematopoyéticas por otro (Flores-figueroa & Pelayo, 2009).
Varias lineas de evidencia sugieren que las células hematopoyéticas y
endoteliales, pueden emerger de un progenitor comun, el hemangioblasto,
dando lugar tanto a las células como a los vasos sanguineos (Bates & Ekem,
2015).

La eritropoyesis primitiva se desarrolla en los vasos sanguineos fetales, el
higado y el bazo, mientras que las células granulociticas no se producen en
grandes cantidades hasta que la hemopoyesis se establece en la médula 6sea.
Al nacer, la actividad hematopoyética esta distribuida en la médula 6sea por todo
el esqueleto humano, pero retrocede gradualmente con el tiempo, de modo que
en la vida adulta, la hematopoyesis normal, se encuentra principalmente en la
pelvis y esterndn (con pequefias cantidades en otros huesos como las costillas,
craneo y vertebras) (Bates & Ekem, 2015).

2.2.  ORGANIZACION DE LA HEMATOPOYESIS

Morfologicamente las células madre indiferenciadas se parecen a pequefios
linfocitos, muchas de las cuales se mantienen en fase GO del ciclo celular. Dicho
estado de reposo se mantiene gracias al factor de crecimiento trasformante 3
(TFGPB) cuya actividad esta mediada por p53, un supresor tumoral que regula la
proliferacion celular. La consecuencia de todo esto es que las células madre
permanecen quiescentes en el microambiente del estroma (Bates & Ekem,
2015).

De acuerdo al grado de maduracion celular, se han identificado cuatro
compartimentos (Flores-figueroa & Pelayo, 2009) (ver esquema en Figura 1).



i) El primer compartimiento corresponde a las células méas primitivas, llamadas
células troncales hematopoyéticas (Hematopoietic Stem cell HSC). Estas células
son capaces de auto-renovarse (gracias a la cual se mantiene la reserva de
células madre) y son multipotenciales (pueden dar origen a los distintos linajes
sanguineos). Tienen una morfologia linfoblastoide y expresan en su superficie
antigenos como CD34, CD90, CD117 (también llamado c-KIT), CD133 y SCAl
(stem cell antigen) y ausencia de otros como CD33, CD38, o marcadores
especificos de linaje (Flores-figueroa & Pelayo, 2009). CD34 es el marcador mas
conocido de células madre y de células progenitoras humanas y se trata de
miembro de la familia de sialomucina de glucoproteinas, que son moléculas muy
glucosiladas con capacidades potenciales de adhesion y sefializacion(Bates &
Ekem, 2015).

i) Las HSC dan origen a células progenitoras hematopoyéticas, las cuales han
perdido su capacidad de auto-renovacion, pero conservan su potencial
proliferativo. Comparten ciertas caracteristicas inmunofenotipicas con las células
troncales hematopoyeticas, como la expresion del antigeno CD34, sin embargo,
presentan patrones de expresion de marcadores celulares muy particulares, de
acuerdo al linaje al que pertenecen (Flores-figueroa & Pelayo, 2009).

iil) Las células progenitoras hematopoyeticas dan lugar a células precursoras
reconocibles por su morfologia, las cuales, a pesar de ser inmaduras, pueden
ser identificadas en frotis de médula O0sea. Estas células constituyen la gran
mayoria de las células de la médula 6sea (>90%).

iv) Finalmente, los precursores hematopoyéticos al madurar, generan las células
sanguineas circulantes (Flores-figueroa & Pelayo, 2009).Las células sanguineas
pertenecen a dos ramas fundamentales: linfoide y mieloide. La rama linfoide esta
formada por células que pertenecen al sistema inmune T, B y NK. Los linfocitos
B y T, presentan receptores especificos en su membrana que les permiten tanto
reconocer como generar respuestas especificas contra agentes concretos
generando, ademés, memoria inmune. Los linfocitos NK en cambio, pertenecen
a la inmunidad innata cuyas principales funciones son la citotoxicidad y la
secrecion de citoquinas (Doulatov et al., 2012).

El linaje mieloide incluye varios tipos de células de vida corta,
completamente diferenciados y distintos entre si. En primer lugar, los monocitos
gue forman parte tanto de la defensa inmune innata por medio de fagocitosis
como de la adaptativa, actuando como células presentadoras de antigeno (HLA-
II). En segundo lugar, tenemos los granulocitos, que incluyen los neutréfilos
(fagocitos profesionales con un importante papel contra la defensa de bacterias
piégenas), eosinofilos (células que tienen citotoxicidad frente a parasitos,
especialmente helminitdos tapizados por IgE) mastocitos y basolilos (contienen
granulos con sustancias vasoactivas, siendo protagonistas en reacciones de
hipersensibilidad tipo 1). En tercer lugar, los glébulos rojos, encargados del
trasporte de oxigeno a los tejidos y por ultimo las plaguetas, involucradas en la
hemostasia y generacion de trombos (Doulatov et al., 2012).
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Figura 1. Esquema de la hematopoyesis y lugares de actuacion de los factores de crecimiento
mas importantes (Moraleda Jimenez, 2017).

3. REGULACION DE LA HEMATOPOYESIS

Para regenerar continuamente el sistema hematopoyético, se debe generar
permanentemente el niamero correcto de tipos celulares especificos en el
momento y lugar adecuados. Para lograr esto, las decisiones de destino, como,
quiescencia versus proliferacién, autorrenovacion versus diferenciacion,
supervivencia versus muerte, deben elegirse constantemente en las células
madre hematopoyéticas. Por tanto, un andlisis exhaustivo de su control
molecular y la interaccion exacta, es fundamental para una comprension
completa de la hematopoyesis normal y patolégica (Moraleda Jimenez, 2017).

3.1. AUTORRENOVACION VERSUS DIFERENCIACION

La eleccion de las HSC entre la autorrenovacion y la diferenciacion debe estar
estrictamente regulada para permitir tanto la generacion de células diferenciadas
como el mantenimiento preciso del nimero de HSC correcto. Las sefiales
extrinsecas de ligandos asociados a la matriz extracelular, solubles o unidos a
la membrana del nicho, son necesarias para el comportamiento apropiado de las
HSC (Bates & Ekem, 2015). Actualmente se propone que existen dos nichos
principales, el osteoblastico enddseo y el endotelial perivascular. Ademas, la
médula 6sea, comprende una mezcla heterogénea de varios tipos de células que
incluyen células sanguineas, células mesenquimales, osteoblastos,
osteoclastos, células endoteliales, células reticulares, células grasas y muchos
otros tipos, que también influiran en el destino hematopoyético.



A nivel unicelular, incluso las células madre hematopoyéticas son
heterogéneas en su eficacia de reconstitucion, lo que demuestra que no solo la
autorrenovacion y la diferenciacion estan controladas por el entorno, sino que
existen reguladores intrinsecos de la funcionalidad de las HSC (Moraleda
Jimenez, 2017).

Por ejemplo, el factor SCF (Stem Cell Factor), que es producido por las
células del estroma, es capaz de unirse al receptor c-KIT expresado por las
células madre hematopoyéticas y estimular su proliferacion (Bates & Ekem,
2015). Sin embargo, a pesar de afios de investigacion, el mecanismo molecular
exacto y los genes diana relevantes que inducen la expansion de las HSC siguen
estando mal definidos (Moraleda Jimenez, 2017).

3.2. SELECCION DEL LINAJE

La diferenciacibn de células multipotentes en diferentes linajes debe
controlarse bien para permitir la produccion oportuna del nimero y tipo correctos
de células maduras. Entre otros, encontramos en primer lugar, el factor SCL,
crucial para la especificacion del destino hematopoyético durante el desarrollo
de la hematopoyesis primitiva (saco vitelino) y definitiva (en el adulto), debido a
gue, en su ausencia, no se generan células sanguineas (Rodriguez Juan,
Dominguez Marild, 2015).

El factor de union central RUNX1 y su cofactor de unién CBF-8, también son
necesarios para la transicion de las células madre hematopoyéticas, pues en su
ausencia, no existe hematopoyesis. Otro factor esencial es GATA2, y se ha
propuesto como un marcador especifico de células hematopoyéticas, ademas,
su disminucién afecta el compromiso de las células hacia los distintos linajes
sanguineos (ver esquema en Figura 2).

Los factores de transcripcion GATA son una familia de proteinas
caracterizadas por su capacidad de unirse a la secuencia de DNA “GATA”. Por
ejemplo, GATAl1 promueve la diferenciacibon hacia un linaje
megacariocitico/eritroide y PU.1, induce diferenciacion mieloide (en especial,
granulocitos y monocitos). Estas proteinas interactian de tal forma que cada uno
inhibe la trascripcion del otro y este antagonismo favorece la eleccion del linaje
de la HSC. De esta manera, en estudios realizados en ratones, se ha visto que
aguellos que no producen GATAL, aunque produzcan un numero de colonias
eritroides adecuado (CFU-E), hay una parada en la maduracion del
proeritroblasto y mueren de anemia severa (Bates & Ekem, 2015).

GATA2 es el segundo miembro de la familia de proteinas GATA y esta
implicado en la expansion de progenitores (Bates & Ekem, 2015). Su funcion es
inducir la expresién de GATAL, que a su vez activa su propia expresion y reprime
GATAZ2 (Rodriguez Juan, Dominguez Marilt, 2015). Ademas, el desplazamiento
de GATA2 por GATAL1 en el locus c-KIT, da como resultado un bucle de
cromatina reordenado y una expresion de c-KIT regulada a la baja, lo que
demuestra su capacidad para alterar directamente las interacciones de
cromatina.



La familia NOTCH son otros de los factores de trascripcion altamente
conservados, involucrados en la proliferacion, crecimiento y diferenciacion de las
células hematopoyéticas. NOTCH se trasloca al nucleo donde participa en la
formacion de complejos de unién al DNA vy regula la transcripcion de diversos
genes. El factor NOTCHL1 es necesario para la generacion de la hematopoyesis,
ya que embriones deficientes de esta proteina son capaces de producir
progenitores hematopoyéticos pero no HSC de largo plazo.

Por otra parte, en el desarrollo del linaje megacariocitico y eritroide; participan
otros muchos factores de trascripcion, como el cofactor FOG (Friend of GATA),
y el antagonismo entre c-MafB, un factor altamente expresado en monocitos, y
ETS1. La asociacion de estos dos ultimos factores, inhiben la transactivacion
mediada por ETS1 y en consecuencia, se bloquea la maduracion eritroide
(Rodriguez Juan, Dominguez Marild, 2015)
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Figura 2. Factores de transcripcion y marcadores de superficie (CDs) expresados durante la
hematopoyesis. La Figura indica las etapas clave en la diferenciacion de las células madre
hematopoyéticas, sefialando los principales factores de transcripcién expresados durante cada
etapa de maduracion, asi como los principales marcadores de superficie (Rodriguez Juan,
Dominguez Marild, 2015).

3.3. PAPEL DE LAS CITOQUINAS EN LA HEMATOPOYESIS

Los factores de crecimiento hematopoyéticos y citoquinas son glucoproteinas
reguladoras solubles, que poseen caracteristicas estructurales similares como la
presencia de alfa hélices unidos por lazos beta (Trikha & Carson, 2014).

Muchos de los receptores de dichas citoquinas son glucoproteinas
transmenbrana de tipo 1 con dominios extracelulares, y que dimerizan cuando
se une su ligando. Asi, por ejemplo, los receptores de G-CSF y de eritropoyetina
(EPO) homodimerizan, mientras que los de las cadenas B de la interleuquina IL3,
IL5 y receptores GM-CSF, dimerizan con una cadena beta comun. Otros



miembros de la superfamilia de receptores (como IL6, IL11, IL12) requieren la
presencia de una glucoproteina trasmenbrana gp130 para transducir la sefal
(Bates & Ekem, 2015).

Una vez que los factores de crecimiento se han unido a sus receptores en la
superficie celular, activan vias de transduccion de sefiales que transmiten la
sefal al nucleo y, finalmente, modulan la transcripcion de genes reguladores. De
esta manera, y como ejemplo, los precursores mieloides pueden diferenciarse
en macréfagos y granulocitos segun la presencia de dichos factores de
crecimiento (Trikha & Carson, 2014).

3.3.1. M-CSF (CSF-1)

El factor estimulante de colonias de macrofagos M-CSF o CSF-1, funciona
uniéndose a su receptor CSF-1R cuya uniéon conduce a la dimerizacion y
autofosforilacion de los residuos de tirosina del receptor y da como resultado la
activacion de la ruta RAS / RAF / MAPK / ERK. Esto promueve el crecimiento y
la diferenciacion de macrofagos por lo que, niveles altos de CSF-1, pueden
interferir con el desarrollo mieloide adecuado, lo que podria resultar en la
generacion de neoplasias mieloproliferativas (Trikha & Carson, 2014).

3.3.2. GM-CSF

Es un factor de crecimiento capaz de generar macréfagos y granulocitos a
partir de precursores y funciona uniéndose al receptor GSF2R de alta afinidad,
el cual conduce a la activacion de una serie de sefiales, incluidas las vias JAK /
STAT, MAPK y PI3K (Trikha & Carson, 2014). En condiciones de estado
estacionario, los niveles circulantes de GM-CSF son bajos. Pero dependiendo
de los niveles, GM-CSF puede poseer efectos inhibidores o estimulantes sobre
el sistema inmunolégico. A bajas concentraciones, GM-CSF aumenta la
respuesta inmune al mejorar la presentacion de antigenos por las células
dendriticas. En cambio, altas concentraciones de GM-CSF, provocan la
multiplicacion de células supresoras mieloides, un grupo de heterogéneo de
células inmaduras con fuerte actividad inmunosupresora. Al igual que el CSF-1,
el GM-CSF esta relacionado con la progresion del tumor y la metastasis. La
presencia de GM-CSF en el estroma tumoral se asocia con el desarrollo de
células mieloides inmaduras (Trikha & Carson, 2014).

3.3.3. G-CSF

El factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) juega un papel
fundamental durante el desarrollo de neutréfilos y en la granulopoyesis,
estimulando asi el desarrollo mieloide. Existen hasta seis isoformas diferentes
de G-CSFR que se generan debido a un procesamiento diferencial cuya
sobreexpresion, se ha relacionado con determinadas leucemias mieloides. El
dominio intracelular de G-CSFR contiene dos dominios denominados caja-1 y
caja-2, cuya activacion conduce a la activacion de numerosas vias de
sefalizacion, incluida la via JAK / STAT (Trikha & Carson, 2014).



3.3.4. EPO

El factor de crecimiento eritropoyético o eritripoyetina (EPO), producido
principalmente en el rifién adulto, circula en plasma controlando la cantidad de
oxigeno que tenemos en la sangre (Chotinantakul & Leeanansaksiri, 2012).

El gen Epo contiene un elemento de respuesta a la hipoxia en su extremo 3’
(hypoxia responsive element, HRE) el cual une al factor de transcripcion
inducible por hipoxia HIF. Se han identificado tres familias de HIF: HIF1, HIF2,
HIF3 que producen una serie de respuestas adaptativas a la hipoxia entre las
gue destacan la estimulacion de formacion de vasos (mediante VEGF), cambios
metabdlicos (por ejemplo activacion de enzimas metabdlicas) y aumento de
expresion del receptor de la transferrina, entre otros (Bates & Ekem, 2015). Los
HIF son heterodimeros compuestos por una subunidad B que se expresa
constitutivamente (también conocida como traslocador nuclear de receptores de
hidrocarburos arillo, ARNT) y una subunidad a regulada por la concentracion de
oxigeno (Chotinantakul & Leeanansaksiri, 2012).

En condiciones norméxicas la subunidad a es degradada, por una familia de
hidroxilasas (PHD1, PHD2 y PHD3) que promueven el reclutamiento de la
proteina supresora de tumores Hippel Lindau, preparando los HIF para la
degradacion en los proteosomas (Bates & Ekem, 2015). En condiciones de
hipoxia, HIF-a es traslocado al nucleo y dimeriza con HIF- para posteriormente
unirse a los sitios de union hipoxicos HBS. Estos son lugares de secuencias
CGTG, muy conservadas filogenéticamente presentes dentro de HRE, en
conjunto, todos regulados por la concentracion de oxigeno en sangre
(Chotinantakul & Leeanansaksiri, 2012).

Concluyendo, el aumento de los niveles del heterodimero HIF eleva la
transcripcion del gen EPO, aumentando los niveles séricos de la proteina. La
union de la EPO a los receptores de la eritropoyetina (EPO-R) resulta en la
transduccion de sefiales al ndcleo, estimulando asi la produccion de glébulos
rojos (Bates & Ekem, 2015). Poco después de la estimulacién del receptor por
su ligando, los mecanismos para la regulacion negativa de estas vias de
sefalizacion también se activan, devolviendo las proteinas de sefializacion a sus
niveles basales. Este proceso es crucial para prevenir la hiperestimulacion y, en
consecuencia, la desregulacion de la maquinaria celular (Chotinantakul &
Leeanansaksiri, 2012).

3.3.5. TPO

Se sabe que c-MPL y su ligando, la trombopoyetina (TPO), regulan la
megacariopoyesis. El receptor c-MPL se expresa principalmente en las células
madre hematopoyéticas, en menor medida en los progenitores megacariociticos.
(Chotinantakul & Leeanansaksiri, 2012). TPO inicia la transduccion de la sefial
al unirse al receptor c-MPL, que se asocia con la tirosina quinasa citoplasmatica
Janus quinasa 2 (JAK2) a través de su dominio de caja 1. En el estado no ligado
c-Mpl existe como un homodimero, y la union de TPO da como resultado un
cambio conformacional que acerca las colas citoplasmaticas del receptor. En
consecuencia, las moléculas de JAK2 asociadas con el receptor se acercan lo



suficiente entre si para activarse. JAK2 luego se fosforila a si mismo en multiples
residuos y fosforila c-Mpl en al menos Tyr 625y Tyr 630. Estos residuos de
fosfotirosina proporcionan sitios de acoplamiento para proteinas de sefializacion
estimulando asi la cascada de STAT, PI3K, MAPK y ERK 1y 2 (Chotinantakul &
Leeanansaksiri, 2012).

3.4. PRINCIPALES VIAS DE SENALIZACION HEMATOPOYETICA

3.4.1. ViaJAK/STAT

La via JAK-STAT representa la via principal para la trasmisién de la sefial del
receptor de citoquinas al DNA, responsable de los efectos reguladores en el
crecimiento, el desarrollo y la sefalizacién hematopoyética (Ferrao et al., 2018).
La union de la citoquina a su receptor conduce a la dimerizacién del receptor y
la activacién subsiguiente de JAK. Los receptores son fosforilados por JAK en
residuos de tirosina especificos, y a continuacion, STAT se transloca al ndcleo y
activa genes uniéndose a sitios diana en sus promotores (Vainchenker &
Kralovics, 2017).

La familia JAK de mamiferos consta de cuatro miembros: JAK 1, JAK 2, JAK
3 y tirosina quinasa2 (TYK2). Estan constitutivamente unidos intracelularmente,
a los receptores de citoquinas hematopoyéticas mencionados en el apartado
anterior (Ferrao et al., 2018) (ver apartado 3.3.).

Los receptores homodimeéricos como el receptor de eritropoyetina (EPOR),
MPL y el receptor del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSFR)
usan JAK2, mientras que los receptores heterodiméricos usan JAK1 y JAK2 /
tirosina quinasa 2 (TYK2) o JAK3 (Vainchenker & Kralovics, 2017).

Los JAK comparten una estructura conservada de cuatro dominios. La mitad
C-terminal, contiene los dominios JH1 y JH2 (Figura 3). JH1 se comporta como
una tirosin quinasa con actividad catalitica que esta constantemente activada.
JH2, en cambio, es una pseudoquinasa estructuralmente similar a JH1 pero que
carece de actividad catalitica (Grabek et al., 2020). El dominio JH2 es requerido
para dos funciones distintas en la sefalizacion por citoquinas: para la inhibicion
de la actividad basal de JAK2 y para la activacion de la sefializacion inducida por
citoquinas. Se ha propuesto que el dominio JH2 contribuye a la formacion de
complejos JAK-receptor en respuesta al ligando, donde JH2 actia como un
switch que regula la transduccion de sefiales (Mendiola Valle & Soto Cruz, 2005).

JAK2 FERM SH2 JH2 (pseudokinase) JH1 (kinase)

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Figura 3. Representacion esquematica de la estructura de la proteina JAK2. Modificada de
(Jang & Choi, 2020).

La sefalizacion de JAK por tanto, ocurre gracias a la activacion constitutiva
del dominio JH1 que experimenta fosforilacion, y se libera de la inhibicién de la
actividad JH2 (Grabek et al., 2020). En el extremo N terminal, existen dos tipos
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de dominios llamados FERM y SH2, responsables de la interaccion con los
distintos receptores (Vainchenker & Kralovics, 2017) (ver Figura 3). EI dominio
FERM estd a su vez compuesto por tres subdominios, incluyendo un pliegue
similar a la ubiquitina (F1), un dominio similar a la proteina de union del CoA del
acil (F2), y un pliegue similar a la homologia del plextrino (PH) (F3). Estos tres
dominios forman una estructura entrelazada similar a una hoja de trébol y estan
estrechamente asociados con el dominio SH2 para formar un holodominio de
unioén de receptores (Ferrao et al., 2018).

JAK2 se considera el miembro prototipico de la familia JAK (Kickler, 2005).
El gen JAK2 (Janus Kinase 2) se encuentra localizado en el brazo corto del
cromosoma 9 en el locus p24.1, evolutivamente muy conservado que funciona
como tirosina quinasa. Se activa a través de una variedad de receptores, como
los de eritropoyetina (EPOR), trombopoyetina (TPOR) y factor estimulante de
colonias de granulocitos/ macrofagos (GM-CSFR) que regulan la produccion de
los linajes eritroide, megacariocitico y granulocitico, espectivamente (Grinfeld et
al., 2017) (Figura 4). Cuando son estimulados por ligandos, los receptores se
dimerizan y acercan las quinasas JAK2. JAK2 se autofosforila e induce la
fosforilacidén de la porcion citoplasmica del receptor y los factores posteriores que
participan en la proliferacion, diferenciacion y resistencia de la célula a la
apoptosis (Guijarro-hernandez & Vizmanos, 2021). Tiene asi un papel esencial
en la sefalizacion de citoquinas e interferones involucrados en el crecimiento,
hematopoyesis (GMCSF, EPO, TPO, IL-3), la inmunidad y la alergia (IL-12, IL-
23, IL-5), y las respuestas antivirales (IFNQ).

La ablacion con JAK2 en ratones da lugar a una letalidad embrionaria debida
a la interrupcién de la eritropoyesis en el Gtero, lo que explica la necesidad critica
de la sefializacién con JAK2 en el desarrollo del sistema hematopoyético. Por
otra parte, JAK2 es también un protooncogen (ver apartado 6.1.) pues la
sustitucion de valina por fenilalanina en la posicion del aminoacido 617 (V617F)
en el exon 14 de JAK2, se ha demostrado que impulsan un subconjunto de
trastornos mieloproliferativos, que se detallaran en apartados posteriores.

La familia STAT esta compuesta por siete miembros de la familia: STAT1,
STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B Y STAT6. Aungque las moléculas de
STAT pueden ser activadas por una variedad de citoquinas, poseen sin embargo
especificidad de citoquinas. Por ejemplo, STAT1 es activado por IFNa / B, y
STAT6 es activado por IL-4 e IL-13 (Vainchenker & Kralovics, 2017). La
eritropoyetina, puede activar STAT1, STAT3 y STAT5, pero el patrén clasico de
activacion de los eritrocitos es la via JAK2/STATS. Dicha activacion, conduce,
posteriormente a la trascripcion de genes antiapoptéticos, como Bcl2 y Bcl-XL,
entre otros muchos genes. JAK2 también puede activar otras vias de
sefalizacion, como PI3/AKT y MAPK (ver Figura 4) favoreciendo la supervivencia
celular (Vainchenker & Kralovics, 2017).
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Figura 4. Vision general de la sefializacion molecular por JAK2. La unién de los ligandos a los
receptores de citoquinas de la superficie celular inicia la autofosforilacion de JAK2 y la
fosforilacion de las tirosinas de los receptores citoplasmaticos. Los STATs se unen a los
receptores a través de los dominios SH2 y se traslocan al nacleo para inducir la expresion de
genes efectores como Pim quinasa anti-apoptética y BclxL, ciclinas que promueven la progresion
del ciclo celular. JAK2 también activa PI3K/Akt y MAPK, vias que promueven la proliferacion y
la supervivencia. Los reguladores negativos SOCS y CBL marcan JAK2 para su degradacion por
parte de los proteasomas, LNK secuestra JAK2 por union directa, y la proteina tirosina
fosfatasas(PTP) defosforila JAK y STAT. Los factores de transcripcion se muestran en azul y
reguladores negativos en verde (Jones, 2014).

El supresor de la sefalizacién de citoquinas (SOCS) es un regulador
negativo de la via JAK / STAT. Por ejemplo, SOCS1 y SOCS3 compiten con las
proteinas STAT por la uniéon del receptor de citoquinas, promoviendo la
degradacion de JAK2 a través del proteasoma (Figura 4). JAK2 es también
regulado negativamente por las proteinas CBL, que actian como ubiquitina
ligasas, y por la proteina adaptadora LNK que secuestra JAK2. También las
proteinas tirosin fosfatasas intervienen en el control de la sefializacion de JAK2,
evitando la union de STAT con el ADN diana (Jones, 2014). Mas alla de la
activacion de las cascadas de sefializacion citoplasmaticas, recientemente se ha
descrito que JAK2 puede traslocarse al nucleo produciendo un impacto directo
en el estado de la cromatina (Jones, 2014).

3.4.2. Via RAS/MAPK/ERK

La familia RAS consta de proteinas de bajo peso molecular con actividad
GTPasa intrinseca. En los seres humanos, el gen Ras codifica cuatro proteinas
distintas de 21 kDa: HRas, NRas, Kras4A y Kras4B. El estado de activacion de
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RAS depende de su asociacion con GTP o GDP; cuando estan unidos con GTP,
estan activos y pueden interactuar con otros efectores posteriores. Por el
contrario, cuando se unen a GDP, estan inactivos y no se unen a otras proteinas.
En condiciones fisioldgicas, estas interacciones estan reguladas por el factor de
intercambio de nucleétidos de guanina (GEF) y las proteinas activadoras de
GTPasa. GEF y GAP regulan la activacion de RAS al promover el intercambio
de GDP por GTP y la hidrélisis de GTP, respectivamente. Las mutaciones en los
genes RAS promueven la proliferacion, la supervivencia y la migracion de las
células ademas de la angiogénesis tumoral a través de la activacion de
numerosas vias de sefalizacion que eventualmente conducen a una regulacion
positiva de factores proangiogénicos como el VEGF (Trikha & Carson, 2014).
JAK2 activado, por tanto, induce a la activacion de la via RAS el cual fosforila
ERK, una serina treonina quinasa que activa multiples proteinas tanto en el
citoplasma como en el nucleo. ERK es un regulador clave de una amplia
variedad de vias de sefalizacion, por lo que su desregulacion podria interrumpir
multiples procesos. En el citoplasma, ERK contribuye al transporte de iones,
apoptosis y regulacion del metabolismo, entre otros. En el ndcleo, se dirige a los
reguladores del ciclo celular y a multiples factores de transcripcién (Guijarro-
hernandez & Vizmanos, 2021).

3.4.3. Via PI3-K/AKT

La via de la PI3-K esta implicada en la sefializacion de IL-6, Epo, GM-CSF,
G-CSF y M-CSF.(Bates & Ekem, 2015). Cataliza la fosforilacion del 3'OH en el
fosfotidilinositol en la membrana plasmatica afectando el crecimiento celular, la
supervivencia, la migracion y el metabolismo celular (Bates & Ekem, 2015). AKT
es una quinasa de supervivencia celular que inhibe la apoptosis mediante la
fosforilacidon de la proteina proapoptética BAD y el factor de transcripcion
FOXOS3A. Ademas, AKT puede activar una amplia gama de mecanismos como
la traduccién de proteinas a través de mTOR o la maquinaria del ciclo celular
(Guijarro-hernandez & Vizmanos, 2021). Varias proteinas de sefalizacién que
incluyen serina, treonina quinasa y proteina de union a G tienen dominios que
se unen especificamente a fosfoinositoles fosforilados. En las células en reposo,
estas proteinas se localizan en el citoplasma, pero se trasladan a la membrana
plasmética en respuesta a la fosforilacion de lipidos. Estas proteinas activadas
pueden iniciar una variedad de procesos celulares, como la polimerizacién de
actina y el ensamblaje de complejos de sefalizacion (Jang & Choi, 2020).

3.4.4. Via CSF3R/G-CSF

El receptor del factor estimulante de colonias de granulocitos (CSF3) es
esencial para la maduracion granulocitica. El dominio extracelular, es importante
para la proliferacion de los neutréfilos y su region citoplasmatica, regula la
diferenciacion y funcion granulocitica. Ademas, puede funcionar en algunos
eventos de adhesion o reconocimiento en la superficie celular (Jang & Choi,
2020).

Como se puede deducir, es fundamental un correcto control de todas estas
vias que activan la hematopoyesis, pues de no ser asi, existiria una
sobreproduccion de células sanguineas al activarse constitutivamente vias
fisiolégicas de transduccion de sefiales, hecho que ocurre, por ejemplo, en las
neoplasias mieloproliferativas (MPN) (Cross, 2019).
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4. NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS

Las neoplasias mieloproliferativas (MPN) son trastornos hematologicos
clonales que conducen a la sobreproduccion de células derivadas del linaje
mieloide (Grabek et al., 2020). Incluyen varias enfermedades muy heterogéneas
clinicamente, pero todas comparten su origen de una célula progenitora
hematopoyética multipotencial. Mantienen ademas, una sobreproduccion de uno
0 mas elementos formes de la sangre sin displasia significativa y existe una
predileccion por la hematopoyesis extramedular, la mielofibrosis y una tasa
variable de transformacién en leucemia aguda (Kasper et al., 2016).

Dentro de las neoplasias mieloproliferativas destacan, por un lado, la
leucemia mieloide crénica, leucemia neutrofila crénica y la leucemia eosinofilica
cronica, que expresan un fenotipo mieloide y, por otro lado, la policitemia vera
(PV, polycytemia vera), la mielofibrosis primaria (PMF, primary myelofibrosis) y
la trombocitosis esencial (ET, essential thrombocytosis), los cuales pueden
transformarse entre si (Kasper et al., 2016).

Las mutaciones impulsoras especificas dentro de las células madre y los
progenitores mieloides (como mutaciones en JAK, PI3-K 0 RAS), proporcionan
sefales proliferativas independientes de citoquinas que conducen a la
sobreproduccion de células mieloides (Grabek et al.,, 2020). Adicionalmente
pueden aparecer otras mutaciones, predominantemente en genes reguladores
epigenéticos, procesamiento de ARN y reguladores transcripcionales que seran
un sello distintivo de la evaluacion diagndstica, prondstica y terapéutica en
pacientes con MPN. Ademas, otros factores genéticos, como la predisposicion
de la linea germinal, el orden de adquisicion de la mutacién y la frecuencia de
las variantes alélicas, también influyen en el inicio y la progresion de la
enfermedad (Jang & Choi, 2020).

Los estudios de secuenciacion masiva de nueva generacion (NGS) han
proporcionado informacion clave sobre los mecanismos moleculares de las MPN
ademas, ha contribuido sustancialmente a nuestra comprension de la
patogénesis de la enfermedad, destacando el papel de la evolucién clonal en la
progresion de la enfermedad (Jang & Choi, 2020). Ademas, el prondstico de la
enfermedad se ha expandido, de abarcar solo la toma de decisiones clinicas, a
incluir la gendmica en los sistemas de puntuacién de prondstico. Teniendo en
cuenta la disminucion de los costes y el aumento de la velocidad y la
disponibilidad de las tecnologias de alto rendimiento, se esta alcanzando la
integracion de NGS en el proceso de diagnostico, pronostico y tratamiento de
estas enfermedades (Skov, 2020).

4.1. PRINCIPALES NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS

A los efectos de esta revision, nos centraremos en los MPN mas comunes de
PV, ET y PMF, también llamadas neoplasias mieloproliferativas cromosoma
Filadelfia negativas, y que comparten mutaciones impulsoras similares (Next
Generation Sequencing in MPNs . Lessons from the Past and Prospects for Use
as Predictors Of, 2020). En concreto, centraremos el estudio en la Policitemia
vera, la neoplasia mieloproliferativa mas frecuente como veremos a
continuacion.
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El “International Working Group for MPN Research and Treatment” (IWG-
MRT), definio y actualizd los criterios diagndsticos para clasificar, aquellas
mielofibrosis que se desarrollaban de novo (mielofibrosis primarias) y aquellas
secundarias a PV y ET (post-PV-MF y post-ET-MF). Dicha actualizacion surgi6
de la necesidad de diferenciar aguellos pacientes con mielofibrosis temprana o
de novo, que presentaban una mayor agresividad y una supervivencia global
reducida en comparacién con ET primaria. Las tasas de progresion fibrética de
ET y PV, durante un intervalo de tiempo similar, se estiman del 4% al 11% y del
6% al 14%, respectivamente (Loscocco et al., 2020) (ver tablas en el Anexo:
criterios diagndsticos de la OMS).

Toda MPN puede transformarse en leucemia mieloide aguda secundaria,
conocida como fase blastica de la MPN, que generalmente es refractaria a la
quimioterapia convencional y tiene un prondstico desfavorable. Por ejemplo, el
riesgo de leucemia a los 15 afios, se estima en 2,1% a 5,3% para ET, 5,5% a
18,7% para PV y mas del 20% para PMF (Loscocco et al., 2020).

e La PV se caracteriza por una produccion elevada de glébulos rojos que
incluye un aumento de la concentracion de hemoglobina, aumento del
hematocrito y / o aumento de la masa de glébulos rojos. Ademas, es
frecuente encontrar hiperplasia variable de los linajes megacariociticos y
granulociticos. La gran mayoria porta una mutacion de Janus Kinase 2,
JAK2V617F, con un subconjunto menos frecuente que tiene una mutacion
del exén 12 de JAK2.

e La ET se caracteriza por trombocitosis sostenida y aumento del nimero
de megacariocitos. No se dispone de ningun marcador clonal para
distinguir de manera constante la ET de otras variantes no clonales
reactivas y mas frecuentes de trombocitosis, lo que dificulta su
diagndstico. No hay sintomas o signos especificos en la ET, los pacientes
pueden tener tendencias hemorragicas y trombéticas que se manifiestan
en el primer caso como facilidad para la formacion de equimosis y, en el
segundo, como oclusiones microvasculares, eritromelalgia o isquemias
cerebrales transitorias. Algo importantes es que la trombocitemia
esencial, puede evolucionar y transformarse PV o PMF después de varios
afos, lo cual revela la naturaleza real de la MPN subyacente. Existe
sobrexpresién suficiente de la carga del alelo JAK2V617F en los
neutroéfilos de la ET y la PV, de tal manera que no puede utilizarse como
caracteristica diagndstica especifica; solo la cuantificacién de la masa
eritrocitica y el volumen plasmatico permiten distinguir entre laPV yla ET.
Por lo tanto, una vez que se determinan la masa eritrocitica y el volumen
plasmatico, es relevante observar que 64% de los pacientes con
diagnéstico de ET y positividad para JAK2V617F cursa en realidad con
PV (Kasper et al., 2016).

e La mielofibrosis es un trastorno mas heterogéneo, tanto por sus
caracteristicas clinicas como bioldgicas, caracterizado por la proliferacion
de megacariocitos y granulocitos anormales, con depésito de tejido
fibrético en la médula 6sea. No hay signos o sintomas especificos en la
mielofibrosis primaria (PMF). Muchos pacientes se encuentran
asintomaticos y la enfermedad se detecta casi siempre por la
identificacion de esplenomegalia, resultados anormales en la biometria
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hemética o ambos, durante una valoracibn comun. Sin embargo, a
diferencia de las MPN relacionadas, algunos signos frecuentes son
sudoracion nocturna, fatiga y pérdida de peso. Un frotis sanguineo revela
las caracteristicas tipicas de la hematopoyesis extramedular: dacriocitos,
eritrocitos nucleados, mielocitos y promielocitos; también pueden
observarse mieloblastos (Kasper et al., 2016). Las células mieloides
proliferan inicialmente en la médula ésea y luego se expanden a sitios
extramedulares como el bazo, produciendo hematopoyesis extramedular
(Vainchenker & Kralovics, 2017).

4.2. MUTACIONES EN MPN

Las neoplasias mieloproliferativas estan asociadas a mutaciones directoras
en los genes JAK2, CALR y MPL que conducen a una activacion constitutiva de
la sefializacibon JAK-STAT, independiente de la regulacibn de
citoquinas. Ademas, la mayoria de los pacientes tienen mutaciones
concomitantes en genes implicados en la metilacion del ADN, la modificacion de
la cromatina, el empalme del ARN mensajero, la regulacion de la transcripcion y
la transduccion de sefiales (Loscocco et al., 2020).

Estas mutaciones adicionales pueden surgir antes, en el contexto de la
denominada “hematopoyesis clonal de potencial indeterminado” (CHIP), o
después de la adquisicion de la mutacion conductora. El fenotipo clinico de MPN
resulta de interacciones complejas entre mutaciones y factores del
hospedador. La aplicacion cada vez mayor de técnicas de secuenciacion de
nueva generacion (NGS) ha ampliado el conocimiento del panorama mutacional
y ha contribuido a definir la importancia clinica de las mutaciones (Loscocco et
al., 2020).

4.3. MUTACIONES CONDUCTORAS: FRECUENCIA Y DISTRIBUCION

La activacion constitutiva de la via JAK-STAT es el sello distintivo de
MPN. Las mutaciones en JAK2, CALR Yy MPL se denominan "mutaciones
impulsoras”, en funcién de su papel en el impulso del fenotipo MPN y son
cruciales para el diagnostico junto con las caracteristicas clinicas e
histopatologicas. Estas tres mutaciones son mutuamente excluyentes, pero se
han informado tanto casos de coexistencia, como pacientes con caracteristicas
de MPN pero sin ninguna de estas mutaciones clasificandose estos ultimos como
“triple negativo” (Skov, 2020).

Por ejemplo, el espectro de mutacion impulsora de la trombocitemia esencial, es
mas diverso que en la policitemia vera, con proporciones aproximadamente
similares de pacientes portadores de mutaciones activadoras JAK2, MPL y
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CALR, lo que también ocurre en la mielofibrosis primaria (Bose & Verstovsek,
2019). Ademas, no todas las mutaciones son iguales pues, por ejemplo, las
mutaciones en JAK2 y MPL ocurren como mutaciones puntuales de ganancia de
funcién (como por ejemplo, JAK2V617F y MPLW515L), mientras que las
mutaciones en CALR ocurren como cambios de marco de +1 par de bases en el
altimo exon codificante de CALR , lo que resulta en la generacién de un nuevo
C-terminal (Mead & Mullally, 2017) (Figura 5).

In-frame small 000 T i|’vm‘"= in exon 14
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Figura 5. Representacion esquematica de la estructura de la proteina y la ubicacion de la
mutacion. (A) JAK2, (B) MPL , (C) CALR y (D) CSF3R . El tamafio del circulo corresponde a la
frecuencia de mutacién (Jang & Choi, 2020).

En las MPN se describieron dos tipos de mutaciones en JAK2. En primer
lugar, en 2005 se identifico la sustitucion de valina por fenilalanina en la posicién
del aminoacido 617 (V617F) en el exén 14 (Figura 5A). JAK2V617F es una
mutacion de ganancia de funcion y esta presente en la mayoria de los pacientes
con MPN, incluido aproximadamente el 98% de los pacientes con PV y el 50-
60% de los pacientes con ET o PMF (Loscocco et al., 2020) (Skov, 2020). En
segundo lugar, en 2007 se descubrieron diversas mutaciones, particularmente
inserciones o0 delecciones en el exdon 12 de JAK2; consideradas
extremadamente raras y que se encuentran exclusivamente en 2 a 3% de todos
los pacientes con PV negativos para JAK2V617F (Loscocco et al., 2020).

CALR codifica la calreticulina, una proteina chaperona de 46 kDa ubicada
en la luz del reticulo endoplasmico, que tiene un papel clave en el mantenimiento
de la homeostasis del calcio y el plegamiento de proteinas.
Las mutaciones CALR son la segunda mutacibn mas comun en pacientes con
MPN (después de JAK2 V617F) y se encuentran en el 20 al 25% de los casos
de ET y del 25 al 30% de los casos de PMF (rara vez se encuentra en PV) (Jang
& Choi, 2020). Hasta la fecha, se han descrito mas de
50 mutaciones CALR diferentes, todas en el exdn 9, 80% de las cuales son
mutaciones de tipo 1 o tipo 2 (Figura 5C). La mutacion de tipo 1 es una delecion
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de 52 pb (c.1092_1143del, p.L367fs * 46), mientras que la mutacién de tipo 2 es
una insercion de 5 pb (c.1154 1155insTTGTC, p.K385fs * 47). La distribucion de
estos tipos de mutacion CALR varia segun el subtipo de MPN. Los mutantes de
tipo 1 son mas frecuentes, asociandose con un fenotipo de mielofibrosis y un
riesgo significativamente mayor de transformacion mielofibrotica en la ET. Por el
contrario, los mutantes de tipo 2 se asocian con un fenotipo ET, un riesgo de
trombosis bajo (a pesar de un recuento de plaquetas mas elevado) y una
evolucion clinica indolente (Jang & Choi, 2020) (ver Figura 5). CARL, por tanto,
en comparacion con el mutante JAK2, se asocia con recuentos de plaguetas mas
altos y de hemoglobina y leucocitos mas bajos.

El papel de CALR mutado en relacion con el fenotipo clinico de MPN adn
no se ha aclarado completamente, pero diversos estudios apuntan que CALR
mutante se une a MPL dentro del reticulo endoplasmico lo que resulta en la
activacion constitutiva de MPL y, en consecuencia, de la sefializacion JAK-STAT
(Jang & Choi, 2020). Las mutaciones en MPL, receptor de la superficie celular
de TPO, explican en gran medida la trombocitosis marcada en pacientes con ET
y PMF. Dicho receptor regula la megacariopoyesis y la produccién de plaquetas
a través de la sefializacion JAK-STAT y también se expresa en las células madre
hematopoyéticas. Se han descrito mutaciones en el exén 10 de MPL (Figura 5B)
siendo las mas comunes mutaciones de ganancia de funcion W515L y W515K
(Loscocco et al., 2020). Por lo tanto, las mutaciones CALR y MPL casi siempre
estan asociadas con un fenotipo ET o MF, pero no con un fenotipo PV, puesto
que la activacion de esas vias en las células madre pluripotentes de la médula
0sea, promueve en la megacariopoyesis y un fenotipo de trombocitosis (Mead &
Mullally, 2017).

Recientemente, se han encontrado mutaciones en CSF3R relacionadas
con la leucemia neutrofilica cronica (CNL). Este gen, codifica el receptor G-
CSFR por lo que su mutacion, conduce a la activacion constitutiva de dicho
receptor, promoviendo asi la proliferacion de neutréfilos maduros (Jang & Choi,
2020). La mutacibn mas comun, CSF3R T618I (Figura 5D) es una mutacion
activadora en la regién proximal de la membrana que da como resultado la
dimerizacion del receptor independiente de la unién del ligando y la activacion
constitutiva de la via JAK-STAT (Jang & Choi, 2020). El diagnostico diferencial
de la leucemia neutrofilica cronica y la leucemia mieloide crénica atipica a
menudo es un desafio puesto que ambas presentan una superposicion de
caracteristicas clinicas como leucocitosis, esplenomegalia y diatesis
hemorragica. Por tanto, el reciente descubrimiento de mutaciones
en CSF3R resulta un gran avance para el diagnostico diferencial de estos
trastornos. La mutacion activadora de CSF3R T618l se encuentra en mas del
80% de los pacientes con CNL, pero esta ausente en los pacientes con leucemia
mieloide crénica. En 2017, las directrices de la Organizacion Mundial de la Salud
incluyo las mutaciones en CSF3R como uno de los criterios de diagndstico de la
CLN (Jang & Choi, 2020).
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La razén por la que podemos encontrar la mutacion JAK2V617F en
policitemia vera, trombocitemia esencial o mielofibrosis primaria, es que es capaz
de activar los 3 principales receptores de citoquinas (receptor de eritropoyetina,
receptor del factor estimulante de colonias de granulocitos y MPL) (ver Figura 6).
En cambio, CARL y MPL, estan restringidos a la activacion de MPL, por lo que
sus mutaciones las encontrariamos en la trombocitemia esencial y mielofibrosis
primaria (Vainchenker & Kralovics, 2017). A pesar de que se hayan descritos
casos de coexistencia, en general se trata de mutaciones excluyentes (Figura 6)
(Jang & Choi, 2020).
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Figura 6. Mecanismo general de activacion de citoquinas de la via JAK-STAT. La unién del
receptor conduce a la dimerizacion de las subunidades del receptor, lo que induce la
transfosforilacion de las JAK. Las JAK activadas fosforilan los receptores, que posteriormente son
reconocidos por las STAT. Los STAT son fosforilados por JAK y transportados al nicleo, donde
regulan la transcripcion de sus genes diana. Las mutaciones impulsoras somaticas clave para el
desarrollo de neoplasias mieloproliferativas ocurren en (B) JAK2, (C) CALR, (D) MPLy
(E) CSF3R, todos los cuales estan asociados con la activacion de la via JAK-STAT (Jang & Chai,
2020).

Por otra parte, aquellos pacientes con caracteristicas de MPN sin ninguna de
estas mutaciones se clasifican como “triple negativo” (Loscocco et al., 2020). Se
han descrito en aproximadamente 10% de los casos de ET y del 5 al 10% de los
casos de mielofibrosis. La evaluacion diagnéstica tipica de estos pacientes
implica el analisis del exon 14 de JAK2, elexon 10 de MPLYy elexon 9
de CALR para detectar la presencia de mutaciones somaticas (Jang & Choi,
2020). Un pequefio numero de pacientes, tras tiempo del diagndstico, puede
adquirir mutaciones en JAK2, lo que puede reflejar la expansion clonal de una
mutacion de carga muy baja o un falso negativo en la prueba inicial (Loscocco et
al., 2020). Cuando no se encuentran mutaciones en dichos genes, el estudio se
amplia y se suelen encontrar “mutaciones no canonicas”. Por ejemplo, dentro de
MPL, se incluyen mutaciones T119l, S204F / P y E230G en el dominio
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extracelular e Y591D / N en el dominio intracelular. En JAK2, se pueden
encontrar mutaciones no canoénicas V625F, F556V, R683G y E627A. Como se
demostré en estudios funcionales, la mayoria de estas variantes raras conducen
a la activacion constitutiva de la sefializacion JAK-STAT (Loscocco et al., 2020).

4.4. MUTACIONES EN GENES ADICIONALES

Los analisis de secuenciacion masiva NGS han descubierto un namero
notable de mutaciones somaticas adicionales con relevancia pronostica y
terapéutica (Loscocco et al., 2020) (Figura 7). Estan presentes en el 50% de los
pacientes con MPN que no se limitan solamente a las neoplasias
mieloproliferativas, pues también estan presentes en la leucemia mieloide aguda
(AML), los sindromes mielodisplasicos (MDS) asi como en algunos pacientes
ancianos sin una enfermedad mieloide manifiesta, siendo mas frecuentes en los
pacientes de edad avanzada (Jang & Choi, 2020).
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Figura 7. Frecuencia y distribucién de las mutaciones en pacientes con MPN. (A) Grafico
de barras que muestra el nimero de pacientes con mutaciones en los genes indicados.
Los pacientes de ET son representados en amarillo, los pacientes de PV en rojo, y los
pacientes con mielofibrosis en marrén claro. (B) Grafico de tarta con la distribucion de
mutaciones somaticas entre 197 pacientes del con MPN segun el fenotipo. Los tonos de
gris indican el nUmero de mutaciones somaticas por paciente. Modificada de (Lundberg
et al., 2014).

19



Se trata de mutaciones coexistentes en modificadores de cromatina,
componentes del complejo de espliceosomas, modificadores de metilacion del
ADN, supresores de tumores y reguladores de la transcripcion cuyo nimero total
esta inversamente relacionado con la supervivenciay el riesgo de transformacion
leucémica. En cambio, confieren nuevos puntos de oportunidad terapéutica
(Grabek et al., 2020). Cabe destacar que no son mutuamente excluyentes, pues
pueden ocurrir dos 0 mas mutaciones simultaneamente (Jang & Choi, 2020).
Aunque no impulsan directamente la proliferacion clonal, sin embargo influyen
en el curso y la progresion de la enfermedad y, por tanto, contribuyen a la
heterogeneidad de la MPN (Lanikova et al., 2019). En un estudio realizado sobre
la frecuencia y distribucion de las mutaciones en pacientes con MPN (Lundberg
et al., 2014), destacaron que después de JAK2V617F y CALR, las mutaciones
mas frecuentemente observadas fueron en genes reguladores epigenéticos
como TET2, ASXL1, DNMT3A y EZH2, asi como en reguladores
transcripcionales, incluyendo el supresor tumoral TP53 (Figura 7). En apartados
posteriores se detallara el papel de estas mutaciones en las MPN.

5. POLICITEMIA VERA

A continuacién, centraremos este trabajo en el estudio mas detallado de la
policitemia vera, siempre en comparacibn con las otras neoplasias
mieloproliferativas. Profundizaremos en diversos aspectos de la enfermedad: las
manifestaciones clinicas, las alteraciones moleculares subyacentes y como el
conocimiento de estas alteraciones esta permitiendo predecir el pronéstico de
los pacientes y dirigir la terapia mediante el desarrollo de farmacos dirigidos
contra dichas alteraciones moleculares.

La policitemia vera, junto con la trombocitemia esencial y la mielofibrosis,
pertenece a las llamadas "clasicas" neoplasias mieloproliferativas BCR-ABL1-
negativas, un grupo heterogéneo de enfermedades, caracterizado por la
expansion clonal de una célula madre hematopoyética (lurlo et al., 2020).

5.1. EPIDEMIOLOGIA

Se estima que su incidencia anual es de 2,3 a 2,8 por cada 100.000
personas/afio en poblaciones como en Europa y América del Norte
(reportandose las menores tasas en Israel y Japon) (lurlo et al., 2020). La edad
media del diagndstico esta en torno a los 60 afios siendo muy raro el diagnostico
antes de los 20. Existe ademas un discreto predominio masculino, asi como una
mayor tendencia a presentarse a una edad inferior en dicho grupo (lurlo et al.,
2020). Dada la importante heterogeneidad clinica entre los pacientes con PV,
algunos tienen una esperanza de vida normal y otros desarrollan complicaciones
potencialmente mortales, con una mediana de supervivencia alrededor de 14
afios (Loscocco et al., 2020).

La PV no se considera una enfermedad hereditaria, aunque se han descrito
familias con predisposicion genética a presentar la enfermedad. En estudios de
asociacion del genoma realizados en pacientes con policitemia vera, se ha visto
asociacion entre el haplotipo 46/1 y la aparicion de JAK2 V617F. Se trata de una
region de 280 Kb de largo del cromosoma 9p que incluye tres genes en su
totalidad: el gen JAK2, insulina like 4 (INSL4) e insulina like 6 (INSL6 ). Dicho
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haplotipo es mas propenso a la mutacion JAK2V617F y mutacién del exdn
12. Sin embargo, una posibilidad mas probable es que la aparicion de JAK2
mutante en el contexto del haplotipo JAK2 46/1 confiera una ventaja clonal o
fenotipica adicional (Lanikova et al., 2019).

En la mayoria de casos de PV no hay un agente causal identificable que
justifique la aparicion de la enfermedad, aunque en casos puntuales se ha
sugerido la relacion con radiaciones ionizantes, asi como con la exposicion a
determinados toxicos (Loscocco et al., 2020).

5.2. PRINCIPALES MANIFESTACIONES CLINICAS EN PACIENTES
CON PV

La mayoria de las manifestaciones clinicas de la PV son una consecuencia
directa de la proliferacion excesiva de las diversas lineas celulares
hematopoyéticas que participan en el proceso neoplasico (Cuthbert & Stein,
2019). El curso de la enfermedad es variable, siendo muchos de los diagndésticos
causales en analiticas sanguineas rutinarias. En los casos sintomaticos, éstos
derivan de principalmente de recuentos elevados de globulos rojos, que dan
como resultado un aumento de la viscosidad de la sangre, y de recuentos
elevados de plaquetas, que pueden contribuir a la formacién de trombos
(Lengfelder et al., 2006).

El fenotipo clinico de MPN resulta de interacciones complejas entre
mutaciones y factores del hospedador. De esta manera, por ejemplo, los
hombres suelen presentar tasas mas altas de trombocitemia, necesidades de
transfusion y una duracion mas corta de la enfermedad, mientras que las mujeres
suelen experimentar sintomas mas graves Yy frecuentes, particularmente
sintomas abdominales y microvasculares (Cuthbert & Stein, 2019). Ademas, la
edad avanzada, tipicamente definida como = 60 afos, es un factor de riesgo bien
establecido para la progresion de la enfermedad. Diversos estudios afirman que
la mediana del nimero de afios hasta la progresiéon de la enfermedad es
estadisticamente mayor entre los pacientes mas jovenes en comparacion con la
cohorte de ancianos (Cuthbert & Stein, 2019).

5.2.1. SINTOMAS GENERALES

Son frecuentes los sintomas inespecificos, como astenia, cefalea, pérdida de
peso, sudoracion y prurito. Esto se debe, en parte, a que la mutacion
JAK2 V617F provoca un exceso de citoquinas que promueve la inflamacion
sistémica. Los pacientes con PV, presentan mayor tasa de IL-1, IL-7, IFN-a e
IFN-y y VEGF, en comparacién por ejemplo con los pacientes con ET los cuales
presentan niveles relativamente bajos de marcadores inflamatorios.

El prurito, concretamente, ocurre en un cuarto de los pacientes pudiendo ser
a menudo la primera manifestacion de la enfermedad (se ha visto que el 65% de
todos los pacientes experimentan sintomas en promedio 2,9 afios antes del
diagnéstico) y pudiendo llegar a ser severo en algunos casos. Es caracteristico
el prurito acuagénico, es decir, precipitado por bafios calientes y puede asociarse
con el eritema, hinchazén o dolor, mas intenso en el pecho, la espalda, el lado
medial de los brazos y las piernas (Cuthbert & Stein, 2019). El mecanismo exacto
por el cual se desarrolla el prurito no se comprende, aunque diversos estudios
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afirman que la basofilia, el exceso de histamina y el déficit de hierro podrian estar
relacionados, ya que suele aliviarse controlando el hematocrito (Cuthbert &
Stein, 2019).

5.2.2. COMPLICACIONES MICROVASCULARES

Los sintomas microvasculares como consecuencia de un aumento de
viscosidad de la sangre e hipersensibilidad plaquetaria, son comunes en la PV.
Incluyen cefalea, alteraciones visuales, mareos, entumecimiento, disminucion de
la concentracion, alteraciones del estado de animo y problemas de
sexualidad. Es de destacar que los pacientes con PV experimentan dolores de
cabeza y problemas de concentracion mas graves en comparacion con las
cohortes con ET y MF.

La eritromelalgia es una complicacion vasomotora de la PV que se manifiesta
como calor, eritema y dolor ardiente en las extremidades. Ademas, los pacientes
experimentan con frecuencia parestesias en las manos y pies cuya clinica mejora
con el frio. Aunque la patogenia no se comprende completamente, se cree que
esta parcialmente mediada por hipersensibilidad plaquetaria (Cuthbert & Stein,
2019). En 1985, Michiels et al estudiaron la fisiopatologia de la eritromelalgia
mediante biopsias cutaneas, destacando la inflamacién arteriolar, proliferacion
fiboromuscular y oclusiones trombadticas. Su equipo describié la resolucion del
dolor y la reversiobn de las complicaciones microvasculares con aspirina e
indometacina, pero no con otros agentes terapéuticos, destacando asi el
importante papel de la inflamacion mediada por plaquetas y la oclusion
microcirculatoria en la patogenia de la eritromelalgia (Cuthbert & Stein, 2019).

5.2.3. TROMBOSIS

La trombosis es la complicacion grave mas comuan en los pacientes con PV,
pudiendo ser arterial (y llevar a infartos de miocardio o infartos cerebrales),
venosa o microvascular (lurlo et al., 2020).

La incidencia global de trombosis arterial y venosa es significativamente
mayor entre los pacientes mayores (edad> 65 afios) o en aquellos con
antecedentes de trombosis previa. Ademas, los factores de riesgo
cardiovascular, en particular, la hipertension, el tabaquismo y la leucocitosis,
aungue todavia no estan incluidos formalmente en un sistema de puntuacién de
riesgo, contribuyen, a aumentar el riesgo global de trombosis arteriales. Por el
contrario, un cariotipo anormal y trombosis venosas previas se ha visto que se
correlacionan mas con un mayor riesgo de complicaciones venosas (lurlo et al.,
2020). Como consecuencia, los pacientes con PV estan actualmente
estratificados en dos clases de riesgo trombotico: un grupo de bajo riesgo, en el
caso de pacientes mas jovenes (edad <60 afios) sin trombosis previa, y un grupo
de alto riesgo, en el caso de pacientes mayores de 60 afilos y / o con
complicaciones trombéticas previas (lurlo et al., 2020).

En la circulacion venosa, suelen ser frecuentes los trombos en sitios
inusuales como en vasos mesentéricos, esplénicos y trombos hepato-portales.
Los datos indican que la propension a la trombosis venosa en sitios atipicos esta
correlacionada con la presencia de la mutacion JAK2 V617F. La trombosis de la
vena esplénica, por ejemplo, se encuentra a menudo a la vez que JAK2V617F,
incluso en pacientes sin PV (Mackman, 2018).
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Los glébulos rojos, expresan el receptor de muerte FasR. La activacion de
FasR en los globulos rojos conduce a una pérdida de la asimetria de la
membrana y a la exposicion de fosfolipidos cargados negativamente, como la
fosfatidilserina, en la superficie celular. Por otra parte, las plaquetas, expresan
FasL. Se ha demostrado que las plaguetas inducen la exposicion a
fosfatidilserina en los glébulos rojos a través de una interaccion entre FasL en
las plaquetas y FasR en los glébulos rojos. Dicha interaccion ligando / receptor
promueve el ensamblaje de complejos de factores de coagulacién que conducen
a la generacion de trombina y la formaciéon de trombos oclusivos (Mackman,
2018) (ver Figura 8).

Recientemente, el grupo de Guy et al., 2019 investigaron el papel de las
células endoteliales que expresan JAK2 V617F en la formacion de trombos.
Usaron ratones modificados genéticamente que expresaban JAK2 en sus células
endoteliales, pero no en células hematopoyéticas y demostraron que tenian
predileccion por desarrollar eventos tromboticos a pesar de tener recuentos
sanguineos normales y tasas normales de generaciéon de trombina. Observaron
que tenian un fenotipo pro-adhesivo asociado con un aumento de la exposicién
endotelial de P-selectina, secundario a la desgranulacién de los cuerpos de
Weibel-Palade (éstos son granulos de almacenamiento que poseen las células
del endotelio y que almacenen principalmente factor de von Willebrand y la P-
selectina) (Figura 8). Todo esto provoca una mayor propension a los trombos y
al estudiar sus células endoteliales, observaron que la regulacion incrementada
de la P-selectina se atribuye al aumento de la fosforilacion de STAT3 que es un
evento “aguas abajo” de la sefializacion de JAK / STAT (Cuthbert & Stein, 2019).

La P-selectina ha sido implicada también en la progresion a mielofibrosis
pues conduce a una mayor liberacion de las proteasas de los neutréfilos y del
factor de crecimiento transformante beta, que desempefia un papel fundamental
en el desarrollo de fibrosis de la médula 6sea, osteosclerosis y progresion de la
enfermedad (Bar-Natan & Hoffman, 2019).
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Figura 8. Mecanismo de la formacion de trombos. La mutacion Jak2V617F provoca un aumento
en la desgranulacion del cuerpo de Weibel-Palade (WPB) de las células endoteliales de la P-
selectina y el factor von Willebrand (VWF); translocacion de Rapl hacia la membrana celular con
activacion de las integrinas LFA1 y VLA4; y aumento de la formacion de trampas extracelulares de
neutrofilos (NET). Ademas, una interaccion entre glébulos rojos y plaquetas a través de FasL /
FasR provoca la externalizacion de la fosfatidilserina (PS). Todos estos eventos juegan un papel
en la formacién de trombos (Bar-Natan & Hoffman, 2019)

5.2.4. OTRAS MANIFESTACIONES

El aumento del hematocrito genera un enlentecimiento del flujo sanguineo
pudiendo ocasionar diversas manifestaciones neuroldégicas como cefalea,
somnolencia, insomnio, amnesia, tinitus, vértigo o depresion. La hipertensién es
probablemente mas comun en los pacientes con PV, al igual que la
hiperuricemia. Se estima que la esplenomegalia afecta del 30 al 40% de los
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pacientes con PV y generalmente se asocia con una enfermedad
avanzada. Ademas, se ha demostrado se asocia significativamente con un
mayor riesgo de transformacion fibrética y / o evolucion leucémica (lurlo et al.,
2020).

5.3. EVOLUCION NATURAL DE LA PV

Tradicionalmente se pensaba que la PV progresaba en serie desde la
eritrocitosis hasta la mielofibrosis y la transformacién leucémica, pero su
presentacion y progresion pueden variar enormemente como consecuencia de
variables como la edad de presentacion, el sexo o la genética. Ademas, existen
formas indolentes y agresivas de la enfermedad siendo estas Ultimas objeto de
estudios recientes que sugieren que la acumulacién de mutaciones deletéreas
podria identificar a pacientes en riesgo de transformacion de la enfermedad
(Spivak, 2019). Los MPN son dinamicos y estan sujetos a transformaciones entre
ellos debido a mutaciones de genes directores compartidos. Por ejemplo,
la ET positiva para JAK2 V617F puede transformarse en PV, hecho que ocurre
mas a menudo en mujeres y, de la misma manera, la PV transformarse en
mielofibrosis.

5.3.1. PROGRESION A FIBROSIS

La evolucion fibrética a MF destaca como una importante transformacion de
la enfermedad con impactos significativos en la morbilidad y mortalidad entre los
pacientes con PV.Durante un periodo de 20 afios ocurre la llamada
“mielofibrosis post-PV” (PPMF) en el 26% de las PV (Grabek et al., 2020). Un
recuento de leucocitos 2 15 x 10 °/ L en el momento del diagnéstico de PV se
considera un factor de riesgo significativo para el desarrollo de mielofibrosis post
PV. Ademas, una vez diagnosticada con MF, una leucocitosis mayor de 30 x
10°/ L es un predictor atil de disminuciéon de la supervivencia. Aun asi,
desafortunadamente no hay pruebas de que el control de la leucocitosis pueda
prevenir la progresiéon (Cuthbert & Stein, 2019).

Se ha demostrado, ademas, en todas las neoplasias mieloproliferativas,
independientemente del subtipo y la mutacién impulsora, existe una activacion
de vias de sefializacién inflamatorias. Por ejemplo, las HSC positivas para
JAK2V617F son capaces que producir de manera aberrante citoquinas
proinflamatorias en la médula, como, IL-1b, TFG B y el TNFa. Todo esto, a la
larga conduce a una reduccion en el numero de células madre mesenquimales
y una aceleracion de la progresion de la neoplasia mieloproliferativa, culminando
en fibrosis medular (Mead & Mullally, 2017). Segun los criterios de consenso del
“International Working Group for Myeloproliferative Neoplasms Research and
Treatment” (IWG-MRT), el diagnostico de mielofobrosis post-PV requiere un
grado de fibrosis de médula 6sea =2 (escala de 3 puntos) o 23 (escala de 4
puntos), ademas de dos caracteristicas clinicas como anemia, esplenomegalia,
sintomas constitucionales, necesidad de flebotomia y / o terapia citorreductora,
o un frotis leucoeritroblastico (Cuthbert & Stein, 2019).

5.3.2. TRANSFORMACION LEUCEMICA

El acontecimiento més grave de la PV es la trasformacién en leucemia aguda,
con una incidencia durante un periodo de 20 afos del 8 al 17% (Grabek et al.,
2020). Es mas frecuente durante la mielofibrosis post-PV, espontaneamente o
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asociado con la quimioterapia o la irradiacion (como el uso de fésforo-32 y
agentes alquilantes como clorambucilo y pipobroman). Ni
la expresion de JAK2 V617F ni su frecuencia alélica variante se correlacionan
con la transformaciéon leucémica, los cambios gendmicos o la supervivencia
(Spivak, 2019). En cambio, si que se han asociado varias mutaciones con la
evolucion leucémica, entre ellas en los genes ASXL1, TP53, SRSF2, IDH1/2
y RUNX1 (Cuthbert & Stein, 2019), que se describiran mas adelante.

6. MUTACIONES CONDUCTORAS EN LA PV

Varias lineas de evidencia apoyan el concepto de que la célula diana original
que adquiere la mutacion iniciadora de MPN es una célula madre hematopoyética;
inmunofenotipicamente definida como CD34* CD38 . A partir de aqui, la mutacion
se encuentra en todos los linajes de células maduras (Mead & Mullally, 2017). El
desarrollo fenotipico de la enfermedad, ademas, requiere la existencia de una
ventaja selectiva de las células madre, donde ocurrird la hematopoyesis clonal
(Mead & Mullally, 2017).

6.1. Mutacion JAK2V617F

La mutacion somatica mas frecuente de JAK2 ocurre como consecuencia de
un cambio de una base G a T en el nucle6tido 1849 en el ex6n 14 del dominio
pseudoquinasa JH2, lo que da como resultado una sustitucion de aminoacidos
de valina por fenilalanina en el codén 617 (Grabek et al., 2020). Como se
menciond anteriormente, el dominio pseudoquinasa de JAK2, en condiciones
normales, tiene 2 funciones: inhibir el dominio quinasa y promover la activacion
dependiente de citoquinas. V617F activa JAK2 mediante un mecanismo que no
se comprende completamente, pero los datos estructurales y funcionales han
establecido que el primer cambio conformacional inducido por V617F involucra
la hélice C del dominio pseudoquinasa (Vainchenker & Kralovics, 2017). De esta
manera, JAK2V617F reduce la funcidén autoinhibidora del dominio JH2 y conduce
a la activacion constitutiva de la quinasa. Como consecuencia, se produce una
hipersensibilidad a las citoquinas, y el receptor se activa independientemente de
la union de ligando (Grinfeld et al., 2017). Ademas, la mutacién V617F puede
permitir el escape de la regulacion negativa por parte del supresor de la
sefalizacion de citoquinas 3 (SOCS3) (Grinfeld et al., 2017).

Nuestras células, son diploides, por lo que contienen 2 copias del genoma,
cada una de ellas procede de un progenitor. La posesion de 2 alelos idénticos
en una posicion determinada se denomina homocigosidad, si los alelos son
diferentes se nombra como heterocigosidad. La pérdida de
heterocigosidad puede definirse como el fenémeno por el cual un locus pierde
una de las copias de un gen, por delecion u otro mecanismo, siendo esto lo que
ocurre en los pacientes con PV (Kasper et al.,, 2016). Mas de 95% de los
pacientes con PV expresa esta mutacion y, con el transcurso del tiempo, una
pequefia proporcién de las personas con PV con heterocigosidad JAK2 V617F
adquiere homocigosidad por recombinacion mitética (esto ultimo ocurre rara vez,
tras 10 afios de evolucidn de la enfermedad) (Kasper et al., 2016).

Otro evento molecular comun en la Policitemia Vera es la disomia uniparental
adquirida (aUPD). Se refiere a la situaciéon en la que ambas copias de un
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cromosoma, o de parte de un cromosoma, se heredan de un cromosoma de un
solo progenitor, en lugar de una copia que proviene de la madre y el padre. Dicho
fenémeno no solo puede ocurrir como una lesion de la linea germinal (UPD
constitucional) sino que también puede adquirirse en células somaticas, lo que
se conoce como UPD adquirida (aUPD). La primera observacion de aUPD fue
realizada por Kralovics y Prchal en 2002 en la Policitemia Vera, y se ha
demostrado que es la aberracion cromosémica mas comun en las neoplasias
mieloproliferativas (MPN) (Wang et al., 2016). Se cree que el 9p aUPD es un
evento genético posterior que ocurre después de la adquisicidén
de JAK2 V617F para proporcionar una ventaja de crecimiento a las células y
hacer que JAK2 V617F sea homocigoto. Sin embargo, recientemente se ha
reconocido que 9p aUPD puede ocurrir antes de JAK2 V617F (Wang et al.,
2016). Es decir, 9p aUPD en si mismo puede tener una ventaja competitiva
independiente (ya sea debido a la seleccion de un haplotipo de JAK2 particular o
alteraciones en otros genes en el cromosoma 9p) que no esta relacionada con
la dosis de JAK2V617F (Grinfeld et al., 2017).

La mutacion JAK2V617F surge en un progenitor hematopoyético multipotente,
por lo que puede impulsar todos los fenotipos de las diferentes neoplasias
mieloproliferativas a través de la activacion independiente de ligandos de
receptores para eritropoyetina (EPO), trombopoyetina (TPO) y factor estimulante
de colonias de granulocitos (G-CSF), lo que resulta en la expansion de linajes
eritroides, megacariociticos y granulociticos, respectivamente (Loscocco et al.,
2020). Ademas, también puede estar presente en el linaje linfoide, especialmente
en células B y NK y mas raramente en células T, estando ausente en células no
hematopoyéticas (Vainchenker & Kralovics, 2017).

Un trabajo reciente utilizando modelos de ratones transgénicos con la mutacién
JAK2V617F plantearon la cuestion de si JAK2V617F es capaz de iniciar MPN o si
son necesarias mutaciones adicionales para el inicio de la enfermedad (Mead &
Mullally, 2017). Demostro que, el inicio de MPN se puede lograr a partir de un solo
HSC que expresa JAK2V617F, y que lo mas probable es que no se requieran otros
eventos genéticos para la induccion de un fenotipo de MPN completo. En cambio,
observaron y que la adquisicion de JAK2 V617F no da como resultado
invariablemente MPN (Grinfeld et al., 2017). Estudios realizados con xenoinjertos
de células de pacientes con mutaciones en JAK2 han demostrado que la mutacion
JAK2V617F por si sola, no confiere una fuerte ventaja de autorenovacion. En
cambio, dichas células mutantes si que estan sesgadas hacia una diferenciacion
simétrica con una expansion posterior del grupo progenitor. Estas observaciones
han llevado a la sugerencia de que JAK2V617F solo, es insuficiente para iniciar la
enfermedad pero que se requieren mutaciones adicionales.

La cuestidon de si la presencia de JAK2V617F inicia las MPN también se ha
planteado con frecuencia, ya que se ha encontrado dicha mutacion en la sangre
periférica de individuos sin enfermedad hematoldgica aparente (Lanikova et al.,
2019). Este fenbmeno, se ha denominado hematopoyesis clonal de potencial
indeterminado (“clonal hematopoiesis of indeterminate potencial’, CHIP) y esta
fuertemente asociado con el aumento de la edad (Mead & Mullally, 2017).
Curiosamente, estos individuos muestran una carga alélica muy baja, tienen un
mayor riesgo de enfermedad cardiovascular y algun riesgo (pero no inevitable) de
progresion de la MPN (Lanikova et al., 2019).
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JAK2V617F se encuentra entre las mutaciones asociadas a CHIP mas
comunes y, en la mayoria de los casos, las mutaciones de JAK2 son eventos
aislados que ocurren en ausencia de otras mutaciones hematoldgicas asociadas
a malignidad, lo que sugiere que JAK2V617F solo es suficiente para provocar
hematopoyesis clonal, pero insuficiente para inducir la neoplasia mieloproliferativa.
Parece ser necesario un umbral minimo de carga del alelo JAK2V617F para el
desarrollo de una enfermedad manifiesta (Mead & Mullally, 2017).

6.2. MUTACIONES EN EL EXON 12 de JAK2

En 2007 se describié que, en aquellos casos de PV en los que no se
detectaba la mutacion JAK2V617F, podian presentar mutaciones en el exon 12
de JAK2. Dichas mutaciones no se localizan en un nucledétido concreto, como es
el caso de la mutacion V617F, si no que se trata de inserciones o deleciones que
pueden afectar a diferentes nucleétidos que se encontraban aproximadamente
a 80 aminoacidos antes de V617. Se observan en el 1% al 2% de los pacientes
con PV (Jang & Choi, 2020).

Las mutaciones afectan a los residuos entre K537 y E543. Se encuentran
corriente arriba del dominio JH2 y producen un aumento de la fosforilacién de
JAK2 (en comparacion con las mutaciones JAK2V617F) que resulta en la
activacion independiente de las citoquinas del dominio JH1 (Jang & Choi, 2020).
A diferencia de JAK2V617F, las mutaciones en el exén 12 solo estan presentes
en mutaciones heterocigotas. Ademas, no se asocian generalmente a
trombocitemia esencial ni a mielofibrosis primaria, pero, JAK2 exén 12, si que
puede progresar a mielofibrosis secundaria (Vainchenker & Kralovics, 2017).

Los pacientes con mutaciones en el exdén 12 activan predominantemente el
receptor de EPO y muestran niveles mas altos de JAK2 y STAT5. Como
consecuencia, mantienen una eritrocitosis mas marcada con valores de
hemoglobina mas altos y una leucocitosis y trombocitosis mas baja. Todo ello
hace que los pacientes presenten una edad mas temprana en el momento del
diagndstico. Todo esto sugiere que el aumento del JAK2 promueve el fenotipo
policitémico (Jang & Choi, 2020). Sin embargo, a pesar de las diferencias en el
fenotipo, la evolucion clinica de los pacientes con la mutacion de JAK2 en el exén
12 parece ser muy similar a la de los pacientes con la mutacion JAK2V617K
(Vainchenker & Kralovics, 2017).

6.3. CONSECUENCIAS MUTACIONALES

Se han propuesto varias explicaciones posibles para intentar comprender el
por qué una mutacion de JAK2V617F adquirida por una sola HSC puede resultar
en una variedad de fenotipos clinicos tan amplios (PV, ET y fenotipos de MF).

La primera hipotesis defiende la correlacion entre en fenotipo y la proporcién
de alelos con la mutacion JAK2, ya que varias lineas de evidencia sugieren que
el aumento de la sefalizaciéon de JAK2 conduce a un fenotipo mas policitemiante
(Grinfeld et al., 2017). Por ejemplo, existe una carga de alelos mutados mas baja
en la trombocitemia esencial en comparacion con la policitemia vera (Grinfeld et
al., 2017). Un aumento aun mayor de carga de alelos se ha correlacionado con
la progresion a mielofibrosis, 1o que es consistente con observaciones de mayor
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carga de alelos en pacientes con MF en comparacién con PV y ET (Grabek et
al., 2020). La segunda hipotesis hace referencia a la relacion entre el equilibrio
de STAT1, STAT3 y STATS. Por ejemplo, el aumento de la actividad STAT1 en
progenitores hematopoyéticos produce un fenotipo tipo trombocitemia esencial,
aumenta la trombocitosis, acelera la fibrosis y disminuye la supervivencia global,
mientas que una regulacion a la baja de la actividad STAT1 produce un fenotipo
similar a la PV (Lanikova et al., 2019). Esto ocurre porque STAT1 favorece
niveles mas altos de IFNy que limita la diferenciacion eritroide y aumenta la
proliferacion de megacariocitos (Grabek et al., 2020).

Cuando aparecen las mutaciones en el exon 12 o la mutacion JAK2V617F en
lineas celulares dependientes de citoquinas (como la IL3), se produce una
hipersensibilidad a dichas citoquinas o una independencia de las mismas. A
bajos niveles de expresion de JAK2V617F, por ejemplo, es necesaria tanto la
presencia de citoquinas como los receptores EPOR. En cambio, a mayor nivel
de expresiéon JAK2V617F, mayor independencia de las mismas (Vainchenker &
Kralovics, 2017). Como consecuencia, se produce una sefalizacion anormal de
las vias MAPK, PI3K-AKT y STAT lo que conlleva una mayor activacion de genes
de proliferacién y genes pro-supervivencia como Bcl-XL (Grabek et al., 2020).
Ademas, como se explica en el apartado 6, se ha visto que la hiperactivacion de
la via JAK-STAT puede tener consecuencias directas sobre la cromatina,
actuando sobre las histonas e impidiendo su capacidad para regular ciertos
genes (Vainchenker & Kralovics, 2017).

7. MUTACIONES SOMATICAS ADICIONALES

Las mutaciones conductoras somaticas mencionadas en JAK2, MPL, CALR y
CSF3R no pueden explicar completamente la heterogeneidad de las MPN en
general y de la policitemia vera en particular (Jang & Choi, 2020). Se describen
como mutaciones coexistentes ya que su presencia dentro de un clon puede
preceder a la adquisicién de la mutacion conductora o puede ocurrir después de
la mutacion (Grabek et al., 2020). Existe ademas una conciencia cada vez mayor
de que mutaciones somaticas adicionales no conductoras pueden contribuir al
pronéstico de la PV, afectando a la supervivencia general libre de leucemia y
libre de mielofibrosis (Cuthbert & Stein, 2019). En general, las variantes
mutacionales adversas se asocian con una supervivencia inferior, impulsando
algunas a la progresion a mielofibrosis y otras a la trasformacion leucémica
(Tefferi et al., 2016). Tefferi et al describieron la presencia de tales mutaciones
adicionales y sus implicaciones pronésticas. Utilizando un panel de 27 genes
relevantes para la neoplasia mieloide, identificaron que un 53% de los pacientes
con PV presentaban variantes distintas de las mutaciones conductoras
tradicionales, siendo TET2 y ASXL1 las mas comunes (Tefferi et al., 2016).

En la Figura 9 se resumen las principales mutaciones encontradas en genes
modificadores de la cromatina, complejo del espliceosoma, supresores
tumorales y reguladores transcripcionales, que se detallan a continuacién.
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Figura 9. Vias de sefializacion molecular implicadas en MPN. Receptores de la superficie celular
son el receptor de eritropoyetina (EPOR; rojo), receptor de trombopoyetina / MPL (azul marino),
MPL con calreticulina mutada (CALR), MPL de tipo salvaje sin ligando (trombopoyetina (TPO)
unido y sin sefializacion STAT. EPOR de tipo salvaje con ligando unido (eritropoyetina (EPO) que
conduce a sefializacion STAT, EPOR con mutante JAK2, MPL con mutante JAK2 y MPL mutada.
El citoplasma muestra la sefializacion de la via STAT con activacion de las vias PI3K / Akt y RAS,
y el nicleo muestra los efectos de las mutaciones coexistentes en las funciones nucleares. Se
indican los modificadores de metilacion del ADN, los supresores de tumores, los reguladores de la
transcripcion, complejo del espliceosoma y modificaciones de la cromatina alterados en las MPN
(Grabek et al., 2020).
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7.1. MUTACIONES EN REGULADORES EPIGENETICOS

La palabra "epigenética" significa "ademas de cambios en la secuencia
genética”, englobando cualquier proceso que altere la actividad genética sin
cambiar la secuencia del ADN, y conduce a modificaciones que pueden
transmitirse a las células hijas. Se han identificado muchos tipos de procesos
epigenéticos, entre ellos, los mas frecuentes son la metilacion, acetilacion,
fosforilacién y ubiquitilacién de las histonas y la metilacién del ADN (Weinhold,
2006).

En las células eucariotas el ADN esté enrollado alrededor de un octamero de
histonas, dos moléculas de cada una de las histonas H3, H4, H2A y H2B, para
formar el nucleosoma, la unidad primaria que conforma la cromatina. Los
nucleosomas compactan el genoma y restringen el acceso y reconocimiento del
ADN a los factores de transcripcion, de tal manera que existe un balance entre un
empaquetamiento efectivo del genoma y la accesibilidad a proteinas reguladoras.
A esta regulacion contribuyen, entre otras, la actividad de enzimas modificadoras
de histonas como las proteinas histona acetiltransferasa (HAT), las proteinas
histona metiltransferasa (HMT), las proteinas histona desacetilasa (HDAC) y las
proteinas ADN metiltransferasas (DNMT1, DNMT3a y DNMT3b) (Sauvageau &
Sauvageau, 2010).

Las histonas, por lo tanto, sufren modificaciones postraducionales que
“‘encienden” o “apagan” su funcién biologica. Las proteinas histona
metiltransferasa (HMT) son las que nos atafien principalmente en la presente
revisibn ya que algunas, junto con la proteina ASLX2, forman parte del
complejo Polycomb (PcG) (Sauvageau & Sauvageau, 2010). Las proteinas
Polycomb estan presentes en la mayoria de los organismos multicelulares y se
han identificado mas de 15 proteinas PcG diferentes que forman parte de
complejos multiproteicos distintos. Se trata de proteinas necesarias para el
silenciamiento epigenético a largo plazo de la cromatina; ademas, tienen un papel
importante en la diferenciacion de las células madre y el desarrollo embrionario
temprano (Vainchenker & Kralovics, 2017). Por lo tanto, junto con el complejo
represor polycomb, ASXL1 induce la metilacién de histonas, lo que conduce al
silenciamiento de ciertos genes, como los genes genes homedticos (HOX) u otros
propios del desarrollo que deben permanecer inactivos (Grabek et al., 2020).

7.1.1. ASXL1

Las mutaciones en ASXL1 son la segunda mutacion reguladora epigenética
mas comun en MPN después de TETZ2 y ocurren en aproximadamente el 25% de
los casos de (Jang & Choi, 2020). Dichas mutaciones ocurren en el extremo 5' del
exon 12, principalmente como mutaciones de desplazamiento del marco de lectura
0, con menos frecuencia, mutaciones sin sentido, resultando en la ganancia de
funcién en algunas vias celulares y a una pérdida de funcion en otras (Grabek et
al., 2020). Los miembros de la familia ASXL comparten una arquitectura de
dominio comun altamente conservado (ASXH) en la region N-terminal vy
un homeodominio vegetal (PHD) en la region C-terminal. Dichos dominios
reconocen diferentes subtipos de histonas como H2AK119ub y H3K27.

El ASXL normal tiene efectos tanto de silenciamiento como de activacion en la
expresion génica. Por un lado, interacciona con una proteina asociada BARCA1
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(BAP1), un supresor tumoral critico en tumores soélidos. BAP1 a la vez, es un
componente esencial del polycomb tipo 1, ya que desubiquitina la histona H2A en
la lisina 119 (H2AK119ub) (Asada et al., 2018). Cuando se potencia la actividad
ASXL1-BAP, de alguna manera se protege a la histona H2AK119 ya que evitan su
ubiquitinacioén, y por lo tanto, su destruccion por el proteosoma (Grabek et al.,
2020). De esa manera, la histona mantiene ciertos genes silenciados, como los
genes HOXA, evitando su trascripcion. Los genes HOXA son una familia de genes
que se expresan en las células madre hematopoyéticas y participan en su
diferenciacion. Se expresan continuamente durante la fase proliferativa de la
hematopoyesis y disminuyen su expresion cuando las células comienzan a
diferenciarse. Por ejemplo, la proteina HOXAY es requerida en la hematopoyesis
de eritrocitos y megacariocitos (Vainchenker & Kralovics, 2017) (ver Figura 10A).
Los mutantes ASXL1y BAP1 ocurren en diversas neoplasias hematoldgicas, entre
ellas PV y forman un complejo hiperactivo con una actividad incrementada que
promueve la transformacion mieloide, se potencia la actividad el complejo ASXL1
/ BAP1 lo que provoca la expresion desregulada de genes HOXA en las células
hematopoyéticas (Balasubramani et al., 2015) (Figura 10B).

Otra de las funciones de ASXL no mutado es inducir la metilacion de las marcas
de histonas a través del complejo represor polycomb 2 (PRC2) que conduce a la
represion y el silenciamiento de genes de remodelacion de la cromatina
como HOXA. En dicho complejo participan proteinas como EZH2, EED y SUZ12,
gue promueven la trimetilacion de la histona H3 en la lisina 27 (H3K27me3). Los
efectos de pérdida de funcién de la mutacion ASXL1 estan mediados por una
pérdida de trimetilacion de la histona H3 lisina 27 (H3K27) mediada por PRC2, lo
que lleva a la pérdida de la represion del grupo de genes HOXA (Grabek et al.,
2020) (Figura 10).

En las neoplasias mieloproliferativas ademas, junto con la pérdida de la
trimetilacién de H3K27, existe una regulacion positiva de los genes que gobiernan
la diferenciacion mieloide. Este sesgo mieloide, se puede atribuir parcialmente a
otra aberracion que ocurre en ASXL1. ASLX1 mutante se une a BRD4, una
proteina que pertenece a la familia BET (bromodomains and extra-terminal domain
(BET)) (Jang & Choi, 2020). La familia de proteinas BET comprende BRD2, BRD3,
BRD4 (expresada de forma ubicua) y BRDT y se caracterizan por la presencia de
dos dominios bromodominios N -terminales conservados (BD1 y BD2) y un
dominio C-terminal. La estructura del bromodominio contiene cuatro hélices alfa
separadas por una region de bucle variable y juntas permiten la formacién de una
cavidad hidrofobica que reconoce residuos de acetil-lisina (Hajmirza et al., 2018).
Son 'lectores' de cromatina: al interactuar con lisinas acetiladas en las colas de
histonas, reclutan proteinas cromatina para regular la expresion génica. La union
de ASXL1 mutante a BRD4, resulta en la acetilacién de H3K27 lo que conduce, por
una parte, a la regulacion positiva de genes mieloides pero por otra parte, como
se explica mas adelante, también confiere mayor sensibilidad a los inhibidores de
bromodominio BET (ver apartado 10.1).
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FIGURA A FIGURA B
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Figura 10. Representacion esquemdtica de los complejos asociados a la histona H2AK119 y H3K27. A)
representa lo que ocurre en condiciones normales. Por un lado, la actividad ASXL1-BAP evita la ubiquitinacion
de la histona H2AK119 y por otro, ASXL no mutado favorece la metilacion de las marcas de histonas a través
del complejo represor polycomb 2 (PRC2). Ambos hechos evitan la trascripcion de los genes HOXA. B)
representa lo que ocurre en situaciones patolégicas como la PV. Por un lado, los mutantes ASXL1 y BAP1
forman un complejo hiperactivo, que elimina la ubiquitinacion de H2AK119. Por otro, las mutaciones en
ASXL1 provocan una pérdida de trimetilacion de H3K27 promoviendo ambos acontecimientos la expresion
de genes HOXA (Asada et al., 2018).

Por lo tanto, la expresion de la proteina mutante ASXL1 da como resultado una
cromatina mas abierta en las HSC y, por lo tanto, una expresién desregulada de
genes criticos para la autorrenovacion vy diferenciacion. Las mutaciones
de ASXL1 se asocian con un mal pronostico y una mayor frecuencia de
transformacién leucémica (Jang & Choi, 2020). Segun la clasificacion del
“International Prognostic Scoring System” (iPSS), conducen a una citopenia
profunda con una displasia asociada con un defecto en las propiedades de
autorrenovacion (Vainchenker & Kralovics, 2017). Cabe destacar, que en las
neoplasias mieloproliferativas, las mutaciones ASXL1 no estan asociadas a una
sola mutacion conductora, pudiendo aparecer junto con JAK2, CARL o MPL
(Grabek et al., 2020).

7.1.2. EZH2

EZH2 codifica una histona metiltrasferasa y forma parte del complejo PRC2
mencionado anteriormente. ASXL1 recluta el complejo PRC2 en loci especificos a
través de una interaccion directa entre ASXL1y EZH2; lo que provoca, finalmente,
la metilacion del histona nucleosémica H3 en la lisina K27 (Grabek et al., 2020). La
mayoria de las mutaciones de EZH2 en la enfermedad mieloide, en particular
MPN, conllevan una pérdida de su funcion y modifica drasticamente el fenotipo de
MPN. La pérdida de funcion de EZH2 da como resultado una des-represion de un
conjunto de genes que incluye varios oncogenes, como por ejemplo HOXAO9.
Ademas, es uno de los causantes del cambio en el fenotipo de la enfermedad pues
provoca una inhibicion de la eritropoyesis y promocion de la megacariopoyesis,
acelerando asi el desarrollo de mielofibrosis (Jang & Choi, 2020). Por lo tanto, las
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alteraciones genéticas en EZH2 se asocian con un prondstico adverso y una
disminucién de la supervivencia general (Szybinski & Meyer, 2021).

En cuanto a los pacientes con policitemia vera, no se han identificado
mutaciones EZH2, pero pacientes con mielofibrosis post-PV si que han
demostrado mutaciones EZH2 que significan un cambio fenotipico en PV que
induce proliferacion de megacariocitos y fibrosis (Grabek et al., 2020).

7.1.3. TET2y DNMT3A

La metilacién en el atomo de carbono 5 del nucledtido citosina (5-metil-citosina
o 5-mC), es la modificacion epigenética predominante del ADN. TET2 y DNMT3A
son proteinas encargadas de regular dicho proceso. Las mutaciones en ambos
reguladores aumentan la autorrenovaciéon de las HSC JAK2 V617F y desempefan
un papel importante tanto en el inicio como en la progresion de la enfermedad
(Jang & Choi, 2020).

El gen regulador epigenético mas frecuentemente mutado en las MPN es un
miembro de la familia TET; mutaciones con pérdida de funcién se encuentran en
aproximadamente el 10% de las MPN. TET2, en condiciones normales, convierte
la 5-metilcitosina (5mC) en 5-hidroximetilcitosina (5-hmC), iniciando asi el proceso
de desmetilacion, necesario para la regulacién génica en las células madre y el
desarrollo embrionario (Grinfeld et al., 2017). El gen TET2 se expresa en gran
medida en las células madre hematopoyéticas y en las células progenitoras, y se
regula negativamente con la diferenciacion. Una de las consecuencias de la
mutacion de TET2 por tanto, es un aumento en el porcentaje de
células inmaduras (Solary et al., 2014). Todas las mutaciones de TET2 son
mutaciones puntuales o delecciones con pérdida de funcion, por lo general en un
alelo, y mas raramente en ambos alelos somaticos (Grinfeld et al., 2017). En
pacientes con mutacién en TET2, se observa una reduccién de 5-hmC lo que
provoca un exceso de metilacion del DNA (ver Figura 11). Esto genera un efecto
particular sobre las HSC aumentando la expresion de genes de autorrenovacion,
sensibilizando las células hematopoyéticas a mutaciones cooperantes y sesgando
hacia la diferenciacion mielomonocitica (Grabek et al., 2020). Una posible
explicacion es que el compromiso del linaje esta regulado por TETZ2, lo que sugiere
un posible mecanismo por el cual las mutaciones de TET2 pueden resultar en un
bloqueo de diferenciacion mieloide.

Existe una hipotesis que defiende que el orden en que se adquieren las
mutaciones somaticas influye en la seleccién de subclones hematopoyéticos, lo
que, a su vez, tiene un impacto en el fenotipo de la enfermedad, riesgo trombatico,
edad de presentacion y respuesta al tratamiento. De esta manera, se ha visto que
aquellos pacientes con una mutacion simultanea en JAK2 y TET2 que adquirieron
la mutacién JAK2V617F antes que TET2 tienen mayor probabilidad de presentar
PV que ET. Muestran asi una mayor expansion de los progenitores eritroides a
una edad mas temprana y tienen ademas, mayor riesgo de trombosis (Grinfeld et
al., 2017). Por el contrario, los pacientes con TET2 o DNMT3A primero, son mas
propensos a tener trombocitemia esencial (Jang & Choi, 2020). Cabe destacar,
que TET2 se asocia mas significativamente con formas familiares y esta variante,
en combinacion con 46/1 y otras variantes, tiene un efecto aditivo sobre la
susceptibilidad a las neoplasias mieloproliferativas. La variante TET también
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confiere una predisposicion a la co-ocurrencia de tumores solidos en pacientes
con neoplasias mieloproliferativas (Cross, 2019).

DNMT3A es parte de la familia DNMT de enzimas responsables de la
metilacion del ADN en los dinucleétidos CpG (metilacién de citosinas (5mC). La
mutacion mas comun de DNMT3A en las neoplasias mieloides es la sustitucion de
histidina por arginina en la posicion 882 (R882H), que altera su actividad
enzimatica. Los estudios en ratones indican que la DNMT3A mutante disminuye
el reclutamiento de PRC2 en H3K27 favoreciendo la accesibilidad y la expresion
génica persistente (Guijarro-hernandez & Vizmanos, 2021). Las mutaciones
DNMT3A son menos frecuentes que las mutaciones TET2 (5% -10%) (Grabek et
al., 2020) y de forma similar a TET2, es mas probable que los pacientes presenten
PV cuando JAK2 V617F se adquiere antes de la mutacion DNMT3A mientras que
aguellos que adquirieron primero DNMT3A, presentan un fenotipo de ET
(Loscocco et al., 2020).

Concluyendo, TET2 y DNMT3A pueden aumentar las capacidades de
autorrenovacion de las HSC jugando asi un papel importante al inicio de la
enfermedad. Ademas, a pesar de que no haya evidencia clara de que estas
mutaciones induzcan inestabilidad genética, al inducir una hematopoyesis clonal
y asi aumentar la replicacién de las células madre mutadas, pueden inducir
indirectamente mutaciones secundarias. También pueden favorecer la
leucemogénesis modificando progresivamente el equilibrio entre autorrenovacion
y diferenciacion (Guijarro-hernandez & Vizmanos, 2021).
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Figura 11. Descripcion general de los genes modificadores de la enfermedad mutados en MPN
y sus consecuencias moleculares. Estas mutaciones ocurren en genes que afectan la
regulacion epigenética (ASXL1,EZH2 ,DNMT3A, TET2), supresién tumoral
(TP53 y PPM1D), regulacion de la transcripcion ( RUNX1y NFE2) y empalme (SRSF2,
U2AF1, SF3B1y ZRSR2) (Guijarro-hernandez & Vizmanos, 2021).
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7.2. MUTACIONES EN EL COMPLEJO DEL ESPLICEOSOMA

El espliceosoma es un complejo que se encuentra en el ndcleo celular
eucariota que esta formado por ribonuleoproteinas capaces de eliminar intrones
de los precursores de ARNm, formando parte del complejo del “splicing” de
RNA. Los factores de empalme también mutan de forma recurrente en MPN y
hasta aproximadamente el 20% de los pacientes con PMF albergan alteraciones
genéticas en SRSF2, U2AF1, SF3B1 o ZRSR2 que provocan un empalme
incorrecto (Figura 11) (Guijarro-herndndez & Vizmanos, 2021).

SRSF2 es fundamental para el ensamblaje de espliceosomas. Contiene el
motivo de union de ARN de tipo ribonucleoproteina y el dominio carboxilo-terminal
rico en serina/arginina que facilitan la interaccion entre diferentes factores de corte
y empalme del RNA. En concreto, reconocen y unen secuencias de ARN GGNG
y CCNG (Guijarro-hernandez & Vizmanos, 2021). Las mutaciones de SRSF2
se agrupan en la prolina 95, siendo la mutacién mas frecuente una sustitucién de
histidina (P95H). Esto provoca una funcidon alterada que conduce a un
reconocimiento preferencial de los motivos CCNG (a direfencia del SRSF2 no
mutado, que reconoce los motivos CCNG y GGNG por igual) (Grabek et al., 2020).
Esto altera el equilibrio de empalme de numerosos pre-ARNm lo que causa una
regulacién negativa de EZH2 asi como el empalme incorrecto de CASP8, que
activa la sefializacién de NF-kB involucrado en la proliferacién y supervivencia de
las células cancerosas (Guijarro-hernandez & Vizmanos, 2021).

7.3. MUTACIONES EN REGULADORES TRANSCRIPCIONALES

Los pacientes con MPN suelen mostrar alteraciones en factores de
transcripcion, principalmente el factor nuclear eritroide 2 (NFE2) y RUNX1 (factor
de transcripcion de la familia RUNX 1), que suelen sobreexpresarse en pacientes
con PV (Guijarro-hernandez & Vizmanos, 2021).

Al estudiar como el aumento de los niveles de NFE2 contribuye a los MPN,
Peeken et al identificaron 60 reguladores epigenéticos, entre ellos la histona
desmetilasa JMID1C que desmetila la histona H3K9, lo que permite una mayor
transcripcion génica (Copie-Bergman, 2018). En células hematopoyéticas sanas,
la expresion de NFE2 se mantiene a un nivel bajo por la unién de HP1a y por la
presencia de H3K9 dimetilado. Las proteinas heterocromatina 1 ( HP1) son una
familia de proteinas altamente conservadas que, entre otras funciones, reprimen
la transcripcion de genes por formacion de heterocromatina.

Las mutaciones descritas en NFE2 son deleciones de cuatro aminoacidos y
cambios de desplazamiento. En los pacientes con PV existe una disminucion de
HP1a y mayor expresion de IMJID1C asociados con una metilacion disminuida de
H3K9 a lo largo del locus NFE2 lo que aumenta la expresion de NFE (Copie-
Bergman, 2018). Por contra, el silenciamiento de JMJD1C reduce selectivamente
el crecimiento independiente de citoquinas mediado por JAK2 V617F, lo que
sugiere un beneficio terapéutico potencial para la MPN (Jang & Choi, 2020) (ver
Figura 11). NFE2 participa en cascadas inflamatorias aumentando la transcripcion
de IL-8 y promueve la proliferacion activando la expresion de CDK4, CDK®6 y ciclina
D3. Ademas, produce especies reactivas de oxigeno (ROS), un grupo de
moléculas que contienen oxigeno altamente reactivas que participan en
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numerosos procesos bhioldgicos. Esto da como resultado la oxidacion de lipidos y
proteinas y un aumento del dafio oxidativo del ADN lo que provoca roturas del
ADN que inducen inestabilidad. La produccion excesiva de ROS y el posterior
estrés oxidativo confieren una ventaja proliferativa a los clones de JAK2 V617F y
activan las vias proinflamatorias (NF-kB) que crean mas ROS (Guijarro-hernandez
& Vizmanos, 2021).

Otro regulador transcripcional alterado en MPN es RUNX1 (factor de
trascripcion relacionado con Runtl) que esta ubicado en el cromosoma 21q22.12
y juega un papel critico en la hematopoyesis. A través de su interaccion con el
ADN, RUNX1 controla la expresion de genes diana implicados en la diferenciacion
hematopoyeética, la regulacion del ciclo celular, la biogénesis de los ribosomas y
las vias p53 y TGF (Grabek et al., 2020). Las mutaciones de RUNX1 inactivan
la proteina, lo que conduce a una diferenciacion mieloide reducida y un aumento
de la autorrenovacion de las HSC (Guijarro-hernandez & Vizmanos, 2021).

Por ultimo, otro de los reguladores importantes involucrado es TP53. El gen
supresor de tumores TP53 se encuentra en el cromosoma 17 y codifica una
proteina de union al DNA que responde al dafio del DNA induciendo programas
transcripcionales que provocan la detencion del ciclo celular o la apoptosis, entre
otras respuestas celulares. La presencia de mutaciones de TP53 en la PV con la
consiguiente pérdida de heterocigosidad conduce a la transformacion leucémica
(Grabek et al., 2020).

Existen numerosos reguladores “aguas arriba” de TP53 que se sobreexpresan
en las neoplasias mieloproliferativas, como MDM2 y MDM4. Ambos inhiben la
funcion de TP53, pues son capaces de facilitar la exportacion de TP53 fuera del
nacleo e inducir su degradacion mediada por ubiquitina. La mutacién en TP53 o
en MDM2 parece ser la via mas comun de transformacion leucémica en PVy ET
(Grabek et al., 2020). Finalmente, PPM1D es una serina-treonina fosfatasa que
regula negativamente TP53 y se regula positivamente en la transcripcion en la
induccion de TP53. Las mutaciones en PPM1D conducen a una proteina que
carece de un dominio de degradacion carboxiterminal. Esto da como resultado una
progresion alterada del ciclo celular, una disminucion de la apoptosis (Guijarro-
hernandez & Vizmanos, 2021).

8. SISTEMAS DE PUNTUACION DE PRONOSTICO

Un determinante clave del tratamiento de pacientes con neoplasias
mieloproliferativas es el pronostico predicho. Por ejemplo, los pacientes que se
espera que tengan un curso clinico benigno en el futuro, probablemente se
beneficiarian de tratamientos dirigidos a minimizar el riesgo trombotico, mientras
gue aquellos que se espera que tengan una progresion a leucemia o insuficiencia
de la médula 6sea mielofibrética podrian ser candidatos para terapia mas
intensiva. La clasificacion actual de las neoplasias mieloproliferativas se ve
obstaculizada por la heterogeneidad de la enfermedad dentro de los subtipos y
la superposicién clinica entre ellos. Una clasificacion gendmica tiene la virtud de
identificar a los pacientes con factores biolégicos causales compartidos y dirigir
asi las terapias nuevas a pacientes apropiados (Grinfeld et al., 2020).
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Las caracteristicas genomicas desempefian un papel sustancial en la
prediccion de la progresion de la enfermedad. Asi, por ejemplo,
las mutaciones CALR se asocian de forma independiente con un mayor riesgo
de transformacion mielofibrotica. Las mutaciones adicionales en reguladores
epigenéticos, factores de empalme y sefializacion via RAS se asocian con la
transformacioén mielofibrotica y leucémica. A pesar de que aun no se hayan
incorporado en el sistema de puntuacion pronostica que se utiliza en pacientes
con PV, datos recientes muestran el impacto prondéstico de la carga del
alelo JAK2V617F, riesgo cardiovascular, y mutaciones de alto riesgo
de ASXL1, SRSF2 e IDH2. Recientemente se he propuesto agregar estas
mutaciones adversas en el Sistema de puntuacion de prondstico internacional
mejorado por mutaciones (MIPSS-PV) (Grabek et al., 2020).

El sistema de clasificacion y prondstico personalizado ha sido mejorado
recientemente, identificando distintos subgrupos genéticos y correlacionandolos
con el fenotipo de la enfermedad y el resultado del paciente de manera
personalizada (Grinfeld et al., 2020). Este sistema mostré6 un rendimiento
superior a los principales esquemas de prondstico actuales en uso clinico, como
el International Prognostic Scoring System (IPSS) o el Dynamic IPSS (DIPSS),
ya que es capaz de generar predicciones de riesgo especificas como la
supervivencia a largo plazo, la muerte en la fase crénica y la transformacién
mielofibrética y leucémica, lo que es especialmente importante para los
pacientes de riesgo intermedio pues permite predicciones mas informativas.
Grinfeld et al. crearon una calculadora personalizada para predecir el progreso
de un paciente en puntos de tiempo dinamicos, presentando métricas de
supervivencia e informacién sobre la biologia de la enfermedad. Disponible en
https://www.sanger.ac.uk/science/tools/progmod/progmod/

9. TRATAMIENTO DE LA POLICITEMIA VERA

El hecho de que las MPN se originan y se propagan por células madre que
se renuevan por si mismas y que se parecen mucho fenotipicamente a las HSC
nérmales, representa tanto un desafio como una oportunidad terapéutica. El
objetivo terapéutico radica, principalmente, en atacar a las células madre que
propagan la enfermedad. Lamentablemente, se ha demostrado, que dichas
poblaciones son tremendamente resistentes a las terapias que pueden inducir
remisiones citogenéticas ya que no tienen una marcada actividad proliferativa.
No obstante, dado que las mutaciones somaticas confieren una ventaja
competitiva, las vias que median esta ventaja selectiva deberian, en principio,
ser susceptibles de direccionamiento terapéutico (Mead & Mullally, 2017).

La Unica terapia curativa actual para las MPN vy, por lo tanto, el Unico
tratamiento que puede erradicar las células madre de la MPN, es el trasplante
alogénico de HSC. Sin embargo la recaida es un hallazgo muy frecuente en
estos pacientes, incluso después de la dosis altas de quimioterapia de
acondicionamiento (Mead & Mullally, 2017). Ademas, debido a la toxicidad
asociada con el procedimiento junto con una mayor morbilidad y mortalidad, este
enfoque esta actualmente restringido a una minoria de pacientes mas jovenes
con MPN avanzadas (Loscocco et al., 2020).
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Los pacientes con PV sufren una carga de sintomas sustancial y una
longevidad reducida debido a complicaciones trombohemorragicas o progresion
a mielofibrosis o leucemia mieloide aguda (Brkic & Meyer, 2021). Por lo tanto, a
dia de hoy, la prevencion de la trombosis y la progresién de la enfermedad
forman el enfoque doble en la estrategia de tratamiento (Venugopal &
Mascarenhas, 2020).

9.1. PREVENCION DE TROMBOSIS

Los episodios trombaticos representan la principal causa de morbilidad y
mortalidad para los pacientes, por lo que la estratificacion del riesgo
cardiovascular es de crucial importancia el momento del diagnéstico (lurlo et al.,
2020). Los pacientes menores de 60 afos sin antecedentes de trombosis se
clasifican como de “bajo riesgo” y se tratan de forma conservadora con
flebotomia terapéutica para mantener un hematocrito inferior al 45% en la PV.
Ademas, se les aconseja que optimicen los factores de riesgo cardiovascular
(tabaquismo, presion arterial, obesidad) y se les prescribe aspirina en dosis bajas
para la prevencion de la trombosis (Venugopal & Mascarenhas, 2020). La terapia
con aspirina en dosis bajas también es eficaz para aliviar las alteraciones
microvasculares asociadas con la PV, ya que se cree que estos sintomas se
deben a interacciones plaquetarias-endoteliales anormales basadas en vasos
pequefios (lurlo et al., 2020). Para muchos pacientes de bajo riesgo, la
flebotomia y la aspirina pueden ser la Unica forma de tratamiento necesaria
(Lengfelder et al., 2006).

A pesar de la flebotomia terapéutica, aun experimentan tasas de trombosis
mas altas de lo normal en comparacién con la poblacion general ya que, pueden
no tener un hematocrito bien controlado (<45%) entre visitas. Ademas, puede
provocar sintomas relacionados con la deficiencia de hierro que pueden
exacerbar o imitar los sintomas relacionados con PV (Venugopal &
Mascarenhas, 2020). En este sentido, se estan evaluando anélogos de
hepcidina en PV como una alternativa a la flebotomia terapéutica, ya que la
hepcidina regula el metabolismo del hierro, evitando su absorcién a nivel
intestinal e impidiendo la liberacién del hierro desde los macréfagos a los
precursores eritroides. PTG300 es un analogo de la hepcidina que ha
demostrado frenar la disponibilidad de hierro para los precursores eritroides, lo
que impide la eritropoyesis, dando como resultado la normalizacion del
hematocrito (Kremyanskaya et al., 2020).

Por el contrario, los pacientes con PV de alto riesgo requieren tratamiento
citorreductor para disminuir su nivel de hematocrito de forma permanente,
eliminar la necesidad de flebotomia y disminuir el riesgo de
coagulacion. Ademas, dado el riesgo inherente de trombosis en la PV,
independientemente de la estratificacion de riesgo actual, esta ganando impulso
el movimiento para iniciar la terapia citorreductora en pacientes con PV de bajo
riesgo (Venugopal & Mascarenhas, 2020).
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9.2. TRATAMIENTOS CITORREDUCTORES

La terapia citorreductora esta reservada para aquellos pacientes con
caracteristicas de “alto riesgo” (ver apartado 5.2.3. trombosis) y pacientes con
PV de bajo riesgo que padecen sintomas incontrolados, esplenomegalia
sintomética e intolerancia a la flebotomia terapéutica (Venugopal &
Mascarenhas, 2020).

9.2.1. QUIMIOTERAPIA

La dosificacion cronica a largo plazo con agentes quimioterapéuticos orales
sigue siendo un pilar terapéutico. El quimioterapico mas utilizado la hidroxiurea
(hidroxicarbamida), un agente antineoplésico perteneciente a la familia de los
antimetabolitos que inhibe la enzima ribonucledtido reductasa reduciendo asi la
producion de desoxirribonucledtidos (Grabek et al., 2020). Es el agente
citorreductor recomendado en primera linea cuya indicacidon esta basada en su
efectividad en mejorar eficazmente la mielosupresion y reducir el riesgo de
trombosis en comparacion con el uso de flebotomia sola. En cambio, la eficacia
de la hidroxiurea con respecto a la prolongacion de la supervivencia y
supervivencia libre de transformacién a MF y leucemia aguda es controvertida
ya que rara vez consigue respuestas moleculares (Mahuad, 2019).

La hidroxiurea es actualmente el tratamiento de eleccion para pacientes con
PV mayores de 40 afios y es bien tolerada en la mayoria de los pacientes siendo
los efectos adversos mas frecuentes molestias gastrointestinales como nauseas,
intolerancia gastrica y diarrea por lo general leves (Mahuad, 2019). Sin embargo,
algunos pacientes pueden no lograr un beneficio adecuado con las
manifestaciones persistentes relacionadas con la enfermedad o pueden no
tolerar la terapia a largo plazo. Los pacientes con resistencia o intolerancia a la
HU, respectivamente, se asocian con un mayor riesgo de muerte y una calidad
de vida alterada.

Otros agentes orales incluyen busulfan y pipobroman. El busulfan, un agente
alquilante, ha mostrado una respuesta hematolégica del 80% y molecular del
30% en pacientes con PV resistente a hidroxiurea, pero tiene datos
contradictorios sobre si aumenta significativamente el riesgo de transformacion
leucémica; por lo tanto, a menudo se usa como segunda linea para periodos mas
cortos (Grabek et al., 2020).

9.2.2. INTERFERON

Si bien la hidroxiurea (HU) es el farmaco inicial de eleccion, se prefiere el
interferon-a pegilado (IFNa) en pacientes més jovenes que desean tener
descendencia, ya que HU es un teratdgeno potencial (Mahuad, 2019). En los
altimos afios, el interferon-a (IFNa), ha surgido como un enfoque prometedor en
la MPN, particularmente en PV, con altas tasas de remisiones hematolégicas y
moleculares (Loscocco et al., 2020). En concreto, ha demostrado tasa de
respuesta en PV, consiguiendo que una 94,6% de los pacientes lleguen a la
remision clinica (Grabek et al., 2020).

Un posible mecanismo por el cual logra remisiones moleculares, puede estar
relacionado con su capacidad para estimular poblaciones de células madre
normalmente inactivas. Esto lo consigue a través de sus efectores, los genes
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estimulados por interferon (ISG) (Loscocco et al.,, 2020). Los interferones
endogenos se definen como tipo 1, tipo 2 y tipo 3. Los IFN de tipo 2, en particular
el IFNy, participan en la respuesta inflamatoria que induce la fosforilacion de
JAK1 y JAK2 para activar STAT1. Los IFN tipo 1 (IFNa e IFNB) usan la
fosforilacion de JAK1 y Tyk2 para activar STAT1y STAT2 y la induccion de ISG.
De esta manera, la estimulacion aguda de IFNa es capaz de estimular los genes
ISG y activar asi las células hematopoyéticas inactivas (Grabek et al., 2020). La
exposicion aguda a interferdn, por tanto, promueve la proliferacion celular desde
un estado inactivo, pero la exposicion cronica altera la funcion de las HSC y
conduce a un agotamiento progresivo. Para evitar dicho agotamiento, las HSC
pueden inducir el factor regulador de interferén 2 (IRF2) que es capaz de suprimir
la senalizacion de IFNa para proteger las células madre inactivas del
agotamiento dependiente de IFN tipo 1 y preservar la capacidad de
autorenovacion y diferenciacion (Grabek et al., 2020).

El tratamiento con IFNa estimula tanto las células
madre JAK2 V617F positivas como las quiescentes, pero conduce a una
deplecion preferencial de JAK2 V617F. Esto ocurre porque las células HSC
mutantes para JAK2 V617F muestran un aumento de la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y dafio del ADN, en comparacién con las de tipo
salvaje (Grabek et al., 2020). Se han informado remisiones moleculares a largo
plazo, es decir clon JAK2V617F indetectable, después de la interrupcion de la
terapia con interferdn, lo que sugiere que las HSC mutantes JAK2V617F pueden
ser erradicadas por interferon. Sin embargo, también se han observado recaidas
moleculares después de la interrupcion del interferén, lo que respalda el
concepto de que, en algunos pacientes, las células madre de la MPN persisten
y pueden mediar la recaida.

En este sentido, el Ropeginterferon alfa-2b monopegilado (Ropeg) ha
recibido la aprobacion en Europa como terapia de primera linea para pacientes
con PV tras la demostracién de su eficacia superior sobre la hidroxiurea en el
ensayo PROUD / CONTINUATION-PV (Loscocco et al., 2020). Se administra
semanalmente lo que mejora la tolerabilidad del paciente garantizando el
cumplimiento a largo plazo. Ropeg esta actualmente aprobado en Europa como
agente de primera linea para el tratamiento de la PV en ausencia de
esplenomegalia sintomatica.

Curiosamente, la presencia de mutaciones adicionales como TET2, ASXL1,
IDH2 y TP53 se asocian con disminuciones mas pequefias de la carga de alelo
JAK2V617F, provocando una resistencia molecular al interferdn, lo que sugiere
indirectamente que el panorama gendmico de los pacientes con MPN puede
predecir las respuestas al tratamiento (Loscocco et al., 2020).

9.2.3. INHIBIDORES DE JAK2

El desarrollo clinico de las terapias con inhibidores de JAK2 inicié una nueva
era de terapia molecular dirigida para las MPN BCR-ABL negativas (Mead &
Mullally, 2017). Dado que la mutacién JAK2 V617F impulsa la MPN a través de
la activacion de la senalizacion JAK-STAT, el desarrollo de inhibidores de JAK
(JAKI) ha despertado un gran interés (Loscocco et al., 2020).
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Existen dos tipos de inhibidores JAK2. Los de tipo 1 son compuestos
competitivos con ATP, por lo que se dirigen al bolsillo de unién de ATP y
estabilizan JAK. Paraddjicamente, los compuestos que inhiben las JAK con un
mecanismo de tipo | a pesar del bloqueo de la funcion de quinasa y la inhibicion
de la fosforilacion de STAT, pueden aumentar la fosforilacion del bucle de
activacion de JAK (Kate Shannon ., 2016). Tras la interrupcién del inhibidor JAK
en cambio, la reserva fosforilada se agota rapidamente, lo que conlleva un
empeoramiento del sindrome clinico, lo que se conoce como abstinencia del
inhibidor JAK (Grabek et al., 2020). La mayoria de los inhibidores clinicamente
probados son de tipo 1 y se diferencian en su especificidad para JAK2. Muchos
inhibidores se dirigen tanto a JAK2 como a JAK1 (ruxolitinib y momelotinib) y con
menos frecuencia, estan los que se dirigen solo a JAK2 (NS-018, pacritinib y
fedratinib) (Li et al., 2019)

El uso de ruxolitinib se ha expandido a PV, particularmente para controlar la
enfermedad en pacientes resistentes o intolerantes a la hidroxiurea. Ha
demostrado ser superior para el control del hematocrito, la reduccion del tamafio
del bazo y la respuesta hematologica completa (Grabek et al., 2020). Sin
embargo, los inhibidores de JAK2 tipo 1 han sido decepcionantes en su
capacidad para inducir remisiones moleculares completas, ya que muestran una
falta de reduccion significativa en la carga del alelo JAK2V617F (Loscocco et al.,
2020). Esto se debe a que, durante la neoplasia, existe una seleccidn
preferencial de aquellos progenitores multipotentes mas comprometidos, lo que
trae una incapacidad para bloquear significativamente la fosforilacion de STATL1.
Curiosamente, el tratamiento ex vivo con ruxolitinib si que es capaz de bloquear
completamente STATL, lo que sugiere una concentracion de farmaco intracelular
inadecuada en las HSC mutadas (Grabek et al., 2020). Al final, el fracaso de los
inhibidores de JAK2 para inducir la remision molecular en las MPN negativas
para BCR-ABL es la falta de eficacia de estos agentes para atacar las células
madre de la MPN (Brkic & Meyer, 2021). Ademas, se ha visto que, la interrupcién
de ruloxitimib se asocia a la adquisicién de mutaciones adicionales que ocurren
principalmente en ASXL1, seguidas de TET2, EZH2 y TP53, por lo que se
relaciona con una mayor evolucion de la enfermedad y una disminucion de la
supervivencia global. Demostrando, por tanto, un potencial modificador de la
enfermedad limitado, ya que no previene la evolucién clonal de MPN con la
adquisicion de mutaciones adicionales (Loscocco et al., 2020). Esto resalta el
limitado potencial modificador de la enfermedad de la terapia de agente Unico
con inhibidor de JAK2 que requiere estrategias de tratamiento mejoradas (Brkic
& Meyer, 2021).

Conociendo los mecanismos moleculares de cada farmaco, la combinacion
de IFNa y ruxolitinib parece ser interesante. Por un lado, el interferon aumenta
STAT1 fosforilado para inducir a las células madre hematopoyéticas fuera de la
inactividad y una vez activadas, ruxolitinib bloqueara la activacién de STAT en
poblaciones de progenitores eritroides. Los estudios de fase 2 de esta
combinaciéon mostraron una respuesta hematoldgica completa que se logré en el
44% de los pacientes con PV a los 12 meses de tratamiento (Grabek et al.,
2020).

Los inhibidores de JAK2 tipo 2, reconocen la conformacion inactiva de las
quinasas y se unen al bolsillo de union de ATP y a un bolsillo extra solo accesible
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en la conformacion de quinasas inactivas. Provocan de esta manera, una
estabilizacion de JAK2 inactivo. En este caso, no se acumula la fosforilacion y
por tanto, no se observa el efecto de la abstinencia al inhibidor mencionada
anteriormente (Brkic & Meyer, 2021). Al explotar los sitios de unidn
complementarios contiguos al bolsillo de union de ATP los inhibidores de tipo
pueden ganar en especificidad y, por lo tanto, en selectividad. BBT594, CHZ868
y PDX son los inhibidores JAK2 tipo 2 publicados hasta la fecha utilizados
solamente en modelos in vitro (Grabek et al., 2020). CHZ868 ha demostrado una
eficacia mejorada en las neoplasias malignas impulsadas por JAK2, incluidas
MPN y leucemia linfoblastica aguda de células B. Sin embargo, la sefializacion
de JAK2 también es esencial para la funcibn normal de las HSC, ya que su
inhibicion completa da como resultado graves defectos intrinsecos celulares en
la funcién de las HSC, citopenias y supervivencia reducida (Brkic & Meyer, 2021).

Las estrategias para lograr la especificidad de la mutacion pueden incluir el
desarrollo de inhibidores alostéricos dirigidos al dominio de la pseudoquinasa
JH2 (ver Figura 3) en lugar del dominio de la quinasa JH1. El desarrollo exitoso
de inhibidores de tirosina quinasa 2 dirigidos al dominio pseudoquinasa es
alentador y se espera que conduzca al desarrollo de inhibidores especificos de
JAK2V617F (Brkic & Meyer, 2021).

La resistencia a los inhibidores de JAK2 representa un desafio clave para la
terapia de la PV. Por ejemplo, se ha demostrado que la respuesta al ruxolitinib
se pierde en el 50% de los pacientes que inicialmente se benefician en un
periodo de 5 afos; y se han propuesto varios mecanismos para la aparicion de
dichas resistencias (Brkic & Meyer, 2021).

En primer lugar, la exposicién prolongada a inhibidores de JAK2, induce
resistencia de las células MPN mediante la formacion de heterodimeros de JAK2
con otros miembros de la familia JAK como JAK2-JAK1 y JAK2- TYK2 capaces
de reactivar la sefalizacion de JAK2 en presencia de inhibidores de JAK2. Por
otra parte, se demostrd que dicha resistencia es reversible, lo que se ajusta a la
observacién clinica de una sensibilidad renovada al ruxolitinib después de una
interrupcion del farmaco. Por lo tanto, el tratamiento intermitente con inhibidores
de JAK2 podria representar un nuevo enfoque terapéutico. Sin embargo, cuando
se interrumpe ruxolitinib, es frecuente que aparezca un rebote de citoquinas con
el empeoramiento clinico del paciente, lo que plantea un desafio para esta
estrategia (Brkic & Meyer, 2021) (Figura 12).

Por otra parte, mientras que los inhibidores de JAK2 suprimen eficazmente la
via de MAPK, pueden existir mecanismos de resistencia debido a que se activa
la via MAPK pero a través de otros receptores tirosina quinasas. Por ejemplo, el
receptor del factor de crecimiento derivado de plaguetas puede evitar la
inhibicion de JAK2 y mediar la activacion compensadora de la via MAPK (ver
Figura 12). Una estrategia terapéutica frente a esto es, por tanto, un
direccionamiento combinado de JAK2 y MAPK que mejore la eficacia terapéutica
de ruxolitinib (Brkic & Meyer, 2021). La inhibicion combinada de JAK2 y MAPK
por ruxolitinib y binimetinib mejora los efectos del tratamiento, siendo
particularmente eficaz para reducir la fibrosis de la médula 6sea. Por una parte,
los estudios preclinicos han demostrado una eficacia mejorada de la inhibicion
combinada de PI3K por BEZ235 y ruxolitinib, lo que llevo a estudios clinicos de
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fase | / Il que evaluaron inhibidores de PI3K como idelalisib, parsaclisib y
umbralisib en combinacién con ruxolitinib en mielofibrosis (Brkic & Meyer, 2021).

Los mecanismos de resistencia a la inhibicion de JAK2 también pueden
relacionarse con el microambiente de la médula 6sea. Los niveles elevados de
citoquinas inflamatorias y los propios fibrocitos positivos para JAK2V617F,
protegen a las células estromales de los efectos de los inhibidores de JAK2.

El orden por el cual las mutaciones son adquiridas por el clon MPN impacta
en la proliferacion de progenitores hematopoyéticos, la presentacion clinica y el
riesgo de complicaciones tromboticas y, ademas, podria ser importante para la
sensibilidad a la terapia con inhibidores de JAK2. Se ha observado que las
células de pacientes con MPN con doble mutacion JAK2 / TET2 responden
mejor a ruxolitinib cuando se adquirio por primera vez JAK2V617F. Por lo tanto,
ruxolitinib no previene la evolucion clonal de MPN con la adquisicion de
mutaciones adicionales, pues hasta el 35% de los pacientes desarrollan al
menos una mutacién adicional, principalmente en ASXL1 , TET2 , EZH2 y TP53
(Brkic & Meyer, 2021).

1. Genetic 2. Functional 3. Resistance by
resistance resistance through compensatory
JAK-heterodimer cytokine signaling
formation

JAK2-inhibition
| 4
STATs STATs
MAPK i i MAPK
PI3K/AKT i PI3K/AKT PI3K/AKT
v v v
Downstream signaling Downstream signaling Downstream signaling

Figura 12. Mecanismos de resistencia a los inhibidores de JAK2. La resistencia a la inhibicion
de JAK2 puede desarrollarse mediante la adquisicion de mutaciones de resistencia de JAK2
(1. resistencia genética) o mediante la formacién de heterodimeros de JAK2 con JAK1 o
tirosina quinasa 2 (TYK2), que mantienen funcionalmente la sefalizacion intracelular
(2.resistencia funcional). La resistencia intrinseca a la inhibicién de JAK2 puede producirse por
la activacion de otras vias de sefializacion como, por ejemplo, la via de MAPK debido a la
activacién a partir de receptores tirosina quinasas como el PDGFR (3. resistencia por
sefializaciébn compensatoria) (Brkic & Meyer, 2021).
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10. NUEVOS ENFOQUES TERAPEUTICOS

La comprensién de la biologia de la MPN se ha profundizado en los dltimos
afos y los mecanismos de resistencia se conocen cada vez mas. Se han
propuesto muchas dianas nuevas para la intervencion terapéutica (Figura 13) y
se estan realizando numerosas investigaciones clinicas y preclinicas (Brkic &
Meyer, 2021).
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Figura 13 Posibles dianas terapéuticas en neoplasias mieloproliferativas. Las moléculas diana
resaltadas en rojo estén inhibidas, las moléculas diana resaltadas en verde estéan activada (Brkic
& Meyer, 2021).

10.1. REGULACION EPIGENETICA

Como se menciona en el apartado 6.1, las histonas compactan el genoma
restringiendo el acceso del ADN a los factores de trascripcion, y las enzimas que
regulan este proceso constituyen una diana terapéutica potencial. Un ejemplo de
ello son las enzimas histona deacetilasa (HDAC), que desacetilan residuos
de lisina acetilados de las histonas. De esta manera, por ejemplo, los
nucleosomas que llevan histonas con lisinas desacetiladas, mantienen una carga
positiva y esto aumenta las interaciones entre nucleosomas generando una
estructura mas compacta (Guijarro-hernandez & Vizmanos, 2021).

La desacetilacion de la histona es un proceso bioquimico que se cree que
cumple un papel en la promocién del crecimiento del tumor. Lo logra al silenciar
algunos genes supresores de tumores, asi como otros genes que son
responsables de la progresion del ciclo celular, la proliferacion celular, la
apoptosis y la diferenciacion. Panobinostat pertenece a una clase de inhibidores
de la histona deacetilasa (HDAC) que ayuda a reactivar genes supresores de
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tumores silenciados epigenéticamente (Brkic & Meyer, 2021). Por otra parte, al
inhibir HDAC, induce la hiperacetilacion de la proteina de choque térmico (hsp)
90, inhibiendo asi su funcién. HSP90 es una proteina chaperona que ayuda a
otras proteinas a plegarse adecuadamente (entre ellas RAF, AKT). Se ha
demostrado, ademds, que las células mutadas JAK2 son mas dependientes de
HSP90 para la conservacion de su crecimiento y supervivencia que las células
mieloides normales (Guijarro-hernandez & Vizmanos, 2021). El tratamiento con
Panobinostat ha demostrado que normaliza el hematocrito y mejoran la
supervivencia sin mielosupresion, asi como supera la resistencia adquirida a la
inhibicion de JAK2. Varios estudios clinicos iniciales sobre Panobinostat/
ruxolitinib o Panobinostat como agente Unico en la MF estan actualmente activos
(Brkic & Meyer, 2021).

La metilacion de la arginina de las colas de histonas esotra de las
modificaciones epigenéticas que ocurren en las MPN y que esta controlado por
las proteinas PRMT. Estas catalizan la metilacién de residuos de arginina dentro
de las colas de histonas provocando represion transcripcional. Se ha visto que
JAK2V617F se une a PRMT5 con mas afinidad que JAK2 de tipo salvaje y
adquiere la capacidad de fosforilar PRMT5. Esto inhibe en gran medida su
capacidad para metilar sus sustratos de histonas y representa una ganancia de
funcién especifica que les permite regular las modificaciones de la cromatina. La
fosforilacion de PRMT5 se ha detectado en muestras de pacientes positivas
para JAK2V617F, y la regulacion negativa de PRMT5 dio como resultado una
mayor formacion de colonias y diferenciacion de eritroides indicando que la
fosforilacion de PRMTS5 contribuye al fenotipo mieloproliferativo (Guijarro-
herndndez & Vizmanos, 2021). CTx034 es un inhibidor selectivo de PRMT5
desarrollado recientemente, que no solo ha demostrado suprimir la eritropoyesis
mutante JAK2 sino que también activa p53 en los progenitores mutantes JAK2,
a diferencia de Ruxolitinib (Li et al., 2019).

Como se explica en el apartado 4.3.1. las HSC positivas para JAK2V617F
son capaces que producir de manera aberrante citoquinas proinflamatorias y
estas observaciones proporcionan un fundamento sélido para investigar los
mecanismos reguladores genéticos subyacentes que mantienen la inflamacion
cronica en los pacientes. Entre otros, NF-kB actlia como un importante nodo de
sefalizacion inflamatoria en MPN. Dentro del nucleo, NFkB reconoce los sitios
NFkB afines en las regiones promotoras de sus genes diana y dirige la union de
correguladores para formar la maquinaria transcripcional. Entre dichos
correguladores se encuentran la familia de proteinas BET, entre ellos BRD4
(Hajmirza et al., 2018) (ver apartado 7.1.1). La funcion de la proteina BET es
necesaria para la actividad transcripcional patolégica de NF-kB en MPN. La
inhibicion combinada de BRD4 / JAK2 ha mostrado resultados prometedores en
la reduccion de la inflamacién, fibrosis y la carga de alelos
mutantes. Actualmente, la combinacion del inhibidor de BRD4 / BET CPI-0610 y
ruxolitinib se investiga en pacientes con MF sin tratamiento previo y sin
tratamiento previo con ruxolitinib en un estudio de fase 1/2 (Brkic & Meyer,
2021).
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10.2. INHIBIDORES DE HSP90

Las proteinas de choque térmico (HSP) son actores clave durante la
inflamacion. Por ejemplo, HSP70 activa TLR2 y TLR4, lo que lleva a la activacion
de NFkB y aumenta la produccién de TNF-a, IL1-B e IL-6. HSP90 es una
proteina chaperona responsable del plegamiento correcto de muchas proteinas
de sefalizaciéon, incluidas BCR-ABL, FLT3, AKT y estabiliza numerosas
proteinas, como JAK2 (Guijarro-hernandez & Vizmanos, 2021) (ver Figura 13).

PU-H71 es un inhibidor de HSP90, que induce a la vez la degradacion de
JAK2. EIl tratamiento con PU-H71 ha mostrado resultados prometedores en
modelos preclinicos normalizando el hematocrito y mejoran la supervivencia sin
mielosupresion. La inhibicion de HSP90 también ha sido capaz de superar la
resistencia adquirida a la inhibicion de JAK2. Actualmente se encuentran activos
varios estudios clinicos iniciales sobre PU-H71 / ruxolitinib o PU-H71 combinados
como agente Unico en la mielofibrosis. Los estudios del inhibidor de HSP90
luminespib (AUY922) se detuvieron debido a la aparicion de hemorragia
gastrointestinal (Guijarro-hernandez & Vizmanos, 2021).

10.3. INHIBIDORES DE MDM2

Varios agentes en desarrollo clinico se muestran prometedores con respecto
a su capacidad para atacar las células madre MPN. Por ejemplo, se ha
descubierto que el tratamiento in vitro de células CD34* positivas para
JAK2V617F con inhibidores de MDM2 (solos 0 en combinacién con interferén)
reduce la carga del alelo JAK2V617F (Mead & Mullally, 2017). MDM2 es un
importante regulador negativo de p53 (promueve la degradacion de p53) (ver
apartado 7.3), por lo que los inhibidores de HDM2 pueden desencadenar la
apoptosis en células con la funcién de p53 intacta, activando p53 (Li et al., 2019)
(ver Figura 13).

El inhibidor de MDM2 KRT-232 est& bajo investigacion en MF (Brkic & Meyer,
2021) y otro candidato clinico inhibidor de HDM2 idasanutlin se esta estudiando
actualmente en un ensayo de fase 1 en pacientes con PV. Es de destacar que
los inhibidores de MDM2 pueden causar una trombocitemia significativa al
promover la apoptosis de los progenitores de megacariocitos mediada por p53
(Li etal., 2019).

10.4. INDUCCION DE LA APOPTOSIS

La inhibicion de los miembros de la familia de BCL-2, que son reguladores
esenciales de la muerte celular apoptética, se desarrolld principalmente para el
tratamiento de neoplasias linfoides, pero también tiene potencial para las
neoplasias mieloides. Los estudios preclinicos mostraron una mayor eficacia
mediante la inhibicion combinada de BCL-2 / JAK2, y la inhibicion de BCL-2
podria superar la resistencia a la inhibicion de JAK2 en células MPN. Los
estudios clinicos de navitoclax en combinacion con ruxolitinib o como agente
anico estan evaluando el potencial en MF (Brkic & Meyer, 2021).
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10.5. INMUNOTERAPIA

La capacidad del sistema inmune de reconocer y eliminar células tumorales
se denomina vigilancia inmunoldgica, y este conocimiento ha llevado a que la
respuesta inmune sea vista como un arma terapéutica en el tratamiento del
cancer. James P. Allison y Tasuku Honjo ganaron el Premio Nobel de Fisiologia
o0 Medicina 2018 por descubrir un tratamiento contra el cancer actuando sobre
los puntos de control inmunolégicos. En condiciones normales, los prototipos
puntos de control inmunologico son la proteina 4 de linfocitos T citotoxicos
(CTLA-4) y la proteina 1 de muerte celular programada (PD-1) que son
inhibidores de la proliferacion y funcion de las células T (Han et al., 2020). El
descubrimiento de como PD-1 en las células T se une a PD-L1 en las células
tumorales u otras células en el microambiente tumoral, ha aumentado la
comprensiéon de cémo los tumores que estan inundados de linfocitos que infiltran
el tumor, evaden la destruccion inmunomediada. PD-1 es expresado por células
T activadas, y la uniéon de PD-1 a células PD-L1 + en el microambiente tumoral
hace que las células T sean anérgicas (Han et al., 2020).

El eje PD-1/PD-L1 se puede modular mediante varias sefales en las células
cancerosas. Un ejemplo de ello es la via JAK/STAT. Los genes JAK2 y PD-
L1 estdn coubicados en el cromosoma 9p24 y recientemente se ha descrito
que la via JAK/STAT induce la expresion de PD-L1 en células JAK2 V617F
positivas. Los pacientes con MPN tienen niveles aumentados de PD-L1 pero a
la vez, presentan subpoblaciones de linfocitos T citotoxicos especificos de PD-
L1 capaces de reconocer y destruir células que expresan PD-L1. Por tanto, los
CTL especificos de PD-L1 pueden mejorar eficazmente la fase efectora de la
respuesta inmune (Holmstrom et al., 2020).

Se ha visto que los pacientes con PV no avanzada tienen respuestas mas
fuertes y frecuentes en comparaciéon con los pacientes con MPN avanzada, por
lo que tienen mas probabilidades de tener una respuesta a la vacunacion
terapéutica contra el cancer. Dado que la expresién de las proteinas
inmunorreguladoras fundamentales PD-L1 aumenta en la MPN, la vacunacion
contra PD-L1 mejorara la respuesta inmune antitumoral en los pacientes y, en
consecuencia, se ha lanzado un ensayo clinico de vacunacion de fase | / Il con
epitopos derivados de PD-L1 en pacientes con MPN (Holmstrém et al., 2020).

Para los pacientes con mielofibrosis avanzada, no se cree que la vacunacion
con péptidos induzca una respuesta inmunitaria antitumoral eficaz. Como tal,
otra modalidad de tratamiento avanzada seria la terapia adoptiva de células T,
en la que se infunden al paciente células T autdlogas reactivas al tumor. Estas
células T reactivas a tumores se pueden cultivar a partir de linfocitos infiltrantes
de tumores (TIL). La obtencion de TIL de pacientes con PMF requeriria obtener
células de la médula Gsea, lo que no es posible en estos pacientes debido a la
médula fibrotica (es decir, "puncion seca"). Sin embargo, es posible expandir un
cultivo de células T especifico para un antigeno especifico de tumor dado (por
ejemplo, JAK2V617F), clonar el receptor de células T especifico de JAK2V617F
(TCR) y transducir el TCR en células T autdlogas. Estas células podrian luego
expandirse y reinfundirse en el paciente (Holmstrom et al., 2020).

48



10.6. AGENTES ANTIFIBROTICOS

La fibrosis de la médula 6sea representa una caracteristica clave de la MPN
progresiva, particularmente la MF, que media la citopenia. Se cree que los
megacariocitos atipicos abundantes en MF promueven la fibrosis de la médula
Osea a través de citoquinas secretadas.

Alisertib es un inhibidor oral de las proteinas aurora quinasas que son
mediadores esenciales en la mitosis celular. Evaluado en un estudio de fase 1
en MF, normalizé el linaje de megacariocitos y redujo la fibrosis de la médula
O0sea. Enfoques adicionales para interferir con la fibrosis de la médula 6sea
incluyen el factor TGF-3. AVID200 es una proteina de fusion TGF-B-receptor-Fc
recombinante que actla neutralizando selectivamente TGF-B-1 y 3, actualmente
investigada en MF. La inhibicion de la glucégeno sintasa quinasa-33 por un
inhibidor selectivo 9-ING-41 también ha mostrado potencial para disminuir la
fibrosis inducida por TGF- en MF (Brkic & Meyer, 2021).

11. CONCLUSIONES

El descubrimiento de las mutaciones conductoras JAK2, CALR y MPL han
aclarado la base genética de las MPN y gracias a la introduccion de técnicas
NGS de alto rendimiento se ha ampliado enormemente el conocimiento del
panorama mutacional. Todo esto ha llevado al mejor conocimiento
fisiopatolégico de las MPN, incluida la policitemia vera, lo que permite afinar el
diagndstico, atribuir un mejor puntaje de prondstico y monitorizar la respuesta al
tratamiento. El objetivo es que en el futuro podamos brindar una atencién optima
y dirigida a los pacientes con MPN para paliar los sintomas, mejorar la calidad
de vida y aumentar la supervivencia general. Como consecuencia, actualmente
estan en fase de ensayos clinicos nuevas terapias dirigidas a dianas especificas
con resultados clinicos prometedores.
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13.

ANEXO

Proposed 2016 WHO diagnostic criteria for BCR-ABL 1-negative myeloproliferative neoplasms.

Polycythemia vera (PV)*

Essential thrombocythemia (ET)®

Primary myelofibrosis (PMF)*

Major criteria

1 Hemoglobin >16.5 g/dl (men) >16
g/dl (women) or hematocrit >49%
(men) >48% (women) or
increased red cell mass (RCM)

2 BM with age-adjusted
hypercellularity and trilineage
myeloproliferation with
pleomorphic, mature
megakaryocytes (differences
in size)

3 Presence of JAK2 mutation

4

Minor criteria
1 Subnormal serum erythropoietin
level

Platelet count 2450 x 10/1

BM with megakaryocyte proliferation with
large and mature morphology. No
significant left-shift of neutrophil
granulopoiesis or erythropoiesis and very
rarely minor (grade 1) increase in reticulin
fibers

Not meeting WHO criteria for BCR-ABL1 +
CML, PV, PMF, MDS or other myeloid
neoplasm

Presence of JAK2, CALR or MPL mutation

Presence of a clonal marker (e.g. abnormal
karyotype) or absence of evidence for
reactive thrombocytosis

prePM

Megakaryocytic proliferation and atypia®,
without reticulin fibrosis > grade 1,°
accompanied by increased age-adjusted
bone marrow cellularity, granulocytic
proliferation and often decreased
erythropoiesis

Not meeting WHO criteria for BCR-ABL1 +
CML, PV, ET, MDS or other myeloid neoplasm

Presence of JAK2, CALR or MPL mutation or in
the absence of these mutations, presence of
another clonal marker' or absence of minor
reactive bone marrow reticulin fibrosis®

Presence of one or more of the following':

+ Anemia not attributed to a comorbid
condition

+ Palpable splenomegaly

« Leukocytosis 211 x 10%/L

= Elaceaead 1AL

Overt PMF

Megakaryocyte proliferation and
atypia®

accompanied by either reticulin and/or
collagen fibrosis (grade 2 or 3)

Not meeting WHO criteria for
BCR-ABL1 + CML, PV, ET, MDS or other
myeloid neoplasm

Presence of JAK2, CALR or MPL
mutation or in the absence, the
presence of another clonal marker' or
absence of evidence for reactive bone
marrow fibrosis”

Presence of one or more of the
following:

Anemia not attributed to a comorbid
condition
Palpable splenomegaly

N9

LT

R PN P

Proposed 2016 WHO diagnostic criteria for BCR-ABL1-negative myeloproliferative neoplasms. Abbreviations: BM, bone marrow; CML, chronic
myeloid leukemia; MDS, myelodysplastic syndrome.

a PV diagnosis requires meeting either all three major criteria or the first two major criteria and one minor criterion.

b ET diagnosis requires meeting all four major criteria or first three major criteria and one minor criterion.

¢ prePMF diagnosis requires all three major criteria and at least one minor criterion. Overt PMF diagnosis requires meeting all three major
criteria and at least one minor criterion.

d Small-to-large megakaryocytes with aberrant nuclear/cytoplasmic ratio and hyperchromatic and irregularly folded nuclei and dense

clustering.

e In cases with grade 1 reticulin fibrosis, the megakaryocyte changes must be accompanied by increased marrow cellularity, granulocytic
proliferation and often decreased erythropoiesis(that is, prePMF).

f In the absence of any of the 3 major clonal mutations, the search for the most frequent accompanying mutations (ASXL1, EZH2, TET2,
IDH1/IDH2, SRSF2, SF3B1) are of help in determiningthe clonal nature of the disease.

g Minor (grade 1) reticulin fibrosis secondary to infection, autoimmune disorder or other chronic inflammatory conditions, hairy cell leukemia or
other lymphoid neoplasm,metastaticmalignancy, or toxic (chronic) myelopathies.

h Bonemarrowfibrosis secondary to infection, autoimmune disorder or other chronic inflammatory conditions, hairy cell leukemia or other

lymphoid neoplasm, metastaticmalignancyor toxic (chronic) myelopathies.

i Confirmed in two consequtive determinations.

j Degree of abnormality can be borderline or marked and institutional reference range should be used for lactate dehydrogenase level (LDH)
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