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1- INTRODUCCIÓ 

1.1 Síndromes mielodisplàsiques (SMD) 

1.1.1 Descripció 

Les síndromes mielodisplàsiques (SMD) també anomenades preleucemia són malalties en les 

quals el moll de l’os no funciona normalment i no es produeixen suficients cèl·lules sanguínies 

madures. Les SMD són un grup de trastorns caracteritzats per una o més citopènies en sang 

perifèrica, secundàries a la disfunció del moll de l’os. Aquest síndrome pot sorgir de novo o com 

a causa d’un tractament de quimioteràpia o radioteràpia. La mielodisplàsia secundària 

generalment té un pronòstic més precari, tot i que en aquest estudi s’ha treballat amb 

mielodisplàsies de novo.  

El pronòstic dels pacients està directament relacionat amb el número de cèl·lules blàstiques al 

moll de l’os i amb el grau de citopènies en sang perifèrica. 

Les síndromes mielodisplàsiques poden transformar a leucèmia mieloide aguda (LMA) en un 

30% dels casos. 

El moll de l’os és el teixit on trobem les cèl·lules mare hematopoiètiques poden diferenciar-se 

per donar lloc a tots els subtipus cel·lulars (Figura 1). Aquestes cèl·lules del moll de l’os són el 

que anomenem blastes, cèl·lules inmadures i encara indifereciades que tenen la capacitat de 

produir els diferents glòbuls capaços de fer les diferents funcions. 

 

 

Figura 1. Procés normal d’hematopoiesi a partir de cèl·lules stem hematopoètiques 

multipotents (Seth J. Corey et al. Nature 2007) 
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Alguns estudis els anys 1950 i 1960 van establir que el procés en el qual les cèl·lules 

hematopoiètiques es diferencien en els diferents subtipus cel·lulars és el que s’anomena 

hematopoiesis. Aquest procés de formació, desenvolupament i maduració prové d’una cèl·lula 

mare hematopoiètica (CMH) o hematopoietic stem cell (HSC) pluripotent capaç de donar lloc 

als progenitors linfoides i mieloides. 

En el cas de les SMD es produiria un dany a la cèl·lulas mare hematopoiètica que produiria una 

clona displàsica que entraria en competència amb la hematopoiesis normal, produint una 

disminució de les línies cel·lulars madures (Figura 2). 

                             

                                                       

 

Figura 2. Procés en el qual la clona mielodisplàsic a entra en competència amb la hematopoièsis normal 

produint una deficiència de les linies cel·lulars m adures (Seth J. Corey et al. Nature 2007) 
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Les SMD són un conjunt heterogeni de malalties del sistema hematopoiètic caracteritzades per 

un grau variable de displasia a la medul·la òssea i en sang perifèrica, un nombre de citopenies 

en sang perifèrica i un risc de transformació a leucemia mieloide aguda (LMA). Encara que hi 

havia precedents històrics, el concepte terminològic de les síndromes mielodisplàsiques no es 

va establir de forma definitiva amb motiu de l’acord classificatori del grup cooperatiu 

internacional FAB fins el 1982[1]. La majoria de casos de SMD primaris es presenten sense 

cap relació amb circumstàncies etiològiques conegudes i tenen una major incidènica en 

persones d’edat avançada (>75 anys) tot i que també poden afectar a joves. El primer signe 

que es pot manifestar en un pacient amb aquesta malaltia i més comunment és l’anèmia. 

Disminució dels número de  glòbuls vermells madurs capaços de transportar l’oxigen. També 

és possible trobar un baix número de leucòcits en sang perifèrica, això dificultaria el pacient 

combatre les infeccions de forma normal i un altre dels signes que podem trobar és que el 

número de  plaquetes estigui per sota del que és habitual. 

Es poden classificar en SMD primaris (80-90% dels casos) mentre que la resta, les SMD 

secundaries, sí que es poden relacionar amb factors mediambientals (tòxics industrials, 

radiació ionitzant, benzè i tractaments oncològics). Aquestes últimes mostren un comportament 

clínic més agressiu i de pitjor pronòstic.[2] 

Les SMD tenen una gran incidència a l’edat adulta (més del 90% dels casos per sobre dels 55 

anys) i predominen en el sexe masculí (1.4/1). La seva incidència real oscil·la entre el 3.2 % i el 

12.6 % de la població general. Aquesta incidència pot incrementar amb l’edat de forma que 

entre els 75 i els 79 anys és de 34 per cada 100.000 homes i de 17 per cada 100.000 dones, 

essent similar a la Leucemia Linfàtica Crònica (LLC). 

Un estudi d’un grup alemany va demostrar que entre el 1986 i el 1990 en una població de 

547.000 persones la incidència per sota dels 50 anys era de 0.22/100.000 habitants, en el grup 

d’edat entre 50 i 69 anys la incidència augmentava considerablement 4.88/100.000 habitants i 

dins el grup de més de 10 anys era de 22.8/100.000 habitants. Un increment progressiu i 

important en la incidència de les SMD durant els últims anys s’atribueix a l’augment en la 

pràctica dels análisis de sang i els aspirats medul·lars en pacients d’edat avançada. 
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1.1.2 Etiopatogènia 

Les SMD són expansions clonals inicialment no malignes. La clona displàsica es genera a 

partir de la proliferació d’una stem cell mutant. La hematopoiesis displàsica s’expandeix i entra 

en competència amb la hematopoiesi normal (Figura 2), substituint-la progressivament en un 

interval de temps, la rapidesa de la qual, defineix en part, la gravetat i el pronòstic del pacient. 

Les primeres etapes de la hematopoesi displàsica es caracteritza per un increment de 

l’apoptosis. Això genera una hematopoiesis ineficaç i la presència de citopènies a la sang 

perifèrica en un grau variable. Existeix un dèficit cel·lular funcional de les tres línies maduratives 

de les cèl·lules sanguínies que potencia el risc clínic de les citopènies. En les fases evolutives 

més avançades de les SMD l’activitat apoptòtica disminueix, però es fan presents altres factors 

de risc, fonamentalment aquells que deriven de la inestabilitat genètica, fenòmen característic 

de la clona displàsica i que queda patent en l’alta incidència d’alteracions cromosòmiques i amb 

la presència d’alteracions funcionals i mutacions dels gens reguladors (N-RAS, FMS, P53, WT-

1, etc).  

Com a conseqüència de l’alta incidència de transformació a LMA (30%), es va estudiar quines 

podrien ser les causes d’aquesta transformació o quins eren els factors de risc. Actualment es 

coneix la trascendència pronòstica d’algunes alteracions cromosòmiques (cariotip complexe, 

monosomia 7, deleció del 7q) que comporten aquest risc de transformació leucèmica. També 

cal destacar que la incidència d’alteracions immunitàries en les SMD són d’una magnitud 

superior a la que comportaria una associació casual. Així que s’observen incidències de tipus 

autoimmune (anèmia hemolítica i plaquetopènia), reumatismes i vasculitis. L’aparent explicació 

per aquests fenòmens seria el compromís displàsic dels progenitors linfoides, descendents de 

la stem cell mutant i pertant podrien ser incloses com a alteracions funcionals de l’expansió 

clonal.[3][4]  

 

1.1.3 Període de latència 

Els pacients que presenten una SMD de novo, els temps de latència d’aquesta són 

desconeguts. Des del punt de vista biològic hi ha com a mínim dues fases en el 

desenvolupament de la malaltia: en primer lloc es produeix un dany al moll de l’os que 
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comporta canvis en el comptatge de les cèl·lules sanguínies i en segon lloc es comencen a 

detectar característiques clíniques relllevants de la malaltia com per exemple l’anèmia. Per això 

és important poder diferenciar canvis com poden ser disminució de la concentració 

d’hemoglobina deguda a l’edat, d’aquells canvis atribuïbles a estadis prematurs de la 

malaltia.[5]  

El desenvolupament de les SMD després de l’exposició a agents causants d’aquesta pot fer 

variar els periodes de latència. Aquests canvis poden ser de 1 a 41 anys per la exposició a 

diferents tipus de radiació [6] o de 1 a 10 anys per agents alquilants citotòxics.[7] 

1.1.4 Factors causants d’una SMD 

1.1.4.1 Fàrmacs quimioteràpics i citotòxics 

És sabut que l’exposició a agents quimioteràpics incrementa el risc de desenvolupar una SMD. 

[8] Alguns citotòxics estan implicats en el desenvolupament d’una SMD i el risc augmenta 

després d’un trasplant autòleg de cèl·lules progenitores. Una de les característiques en el 

tractament de malalties amb una elevada taxa de curabilitat com el Limfoma de Hodgkin  és 

reduir el risc de les complicacions tardanes, ja que indicacions recents mostren com les noves 

teràpies promouen menys risc de transformació leucèmica i SMD associats al tractament., 

desafortunadament alguns agents per tractar malalties linfoides com la fluradabina o els 

radioimmunoconjugats estan associats a un increment del procés de leucemització.[9] 

 Per altra banda, com a mínim 2 grups d’agents alquilants inductors d’una SMD secundària i 

d’una transformació leucèmica han estat identificats en grups de pacients amb la mateixa 

citogenètica o perfil d’expressió de gens.[10] El primer grup correspon a aquells pacients que 

pateixen anomalies en el cromosoma 7 i on les mutacions de RAS són freqüents, mentre que el 

segon grup correspon a aquell amb anomalies al cromosoma 5 amb/o sense anomalies al 7 i 

sovint associats amb un cariotip complexe i mutacions a P53 (gen supressor tumoral). 
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1.1.4.2 Altres possibles causes 

Radiació ionitzant 

En molts casos la mielodisplàsia apareix després de llargs períodes d’exposició a radiacions, 

bé sigui per algun tractament que requereix per combatre alguna malaltia com per l’exposició a 

radiacions a conseqüència d’una bomba nuclear. En alguns casos les SMD apareixen després 

de 40 anys d’haver estat sotmès a aquesta radiació, encara que és impossible de quantificar 

quants anys han de transcórrer desde l’exposició a la radiació fins a l’aparició d’una SMD, la 

incidència de les SMD pot incrementar després de l’exposició a una radiació total del cos per 

un trasplant autòleg de cèl·lules mare. 

 

Benzè 

El grup de Travis i els seus col·laboradors van fer un estudi prospectiu i van veure que aquells 

pacients que havien estat exposats a benzè tenien una elevada incidència de displàsia i com a 

conseqüència acabaven desenvolupant una SMD o una LMA.[11] Yin i els seus col·laboradors 

van veure que d’un total de 74.828 pacients que havien estat exposats a benzè, un 95 %, 

patien una SMD en algun moment.[12] Des d’aleshores la legislació ha restringit l’exposició de 

benzè als llocs de treball, ja que produeix toxicitat al moll de l’òs, aplasia, desenvolupament de 

SMD i progressió a LMA. També s’ha vist una associació en cultius in vitro de cèl·lules 

hematopoètiques incubades amb benzè que desenvolupen les anomalies citogenètiques més 

freqüents en SMD i LMA.[13]  

 

Edat 

La incidència de la malaltia incrementa amb l’edat. Aquest fet podria tenir una explicació bé 

sigui per l’acumulació progressiva a l’exposició a agents tòxics al llarg dels anys o bé perquè 

les cèl·lules stem del moll de l’os de persones en edat avançades són més susceptibles a patir 

danys, per altra banda els progenitors hematopoètics disminueixen a mesura que avança l’edat 

cosa que fa pensar que el procés d’autorenovació cel·lular es veu reduit.[14] Per tant podem 

afirmar que les cèl·lules mare van acumulant danys a la cèl·lula que fan que disminueixi el seu 

desenvolupament i la seva capacitat de substituïr les cèl·lules sanguínies, sobretot després de 
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l’estrés hematopoiètic, el dany de les cèl·lules mare en l’hematopoesis i el procés d’auto 

renovació cel·lular queden limitats per l’edat del pacient.[15] 

 

Predisposició genètica 

La majoria dels pacients que pateixen una SMD a l’edat adulta no tenen cap factor associat al 

desenvolupament d’aquesta; en els casos de SMD infantils un 30 % d’aquells que presenten 

una anemia de Fanconi acaben desenvolupant una SMD o una LMA cap als 40 anys i les 

anomalies en els seus cariotips són similars a aquelles que han aparegut de novo. S’han 

descrit alguns casos de SMD familiar tot i que no són gaire freqüents. Un increment del risc de 

patir una malaltia autoimmune s’ha relacionat amb un subtipus de pacients que contenen un 

antígen leucocitari humà (HLA) en concret (HLA-DR15), un increment d’aquest ha estat 

observat en pacients que pateixen una SMD.[16]  

Alguns grups han estudiat variacions polimòrfiques en gens que codifiquen per enzims que 

metabolitzen toxines ambientals com un factor de predisposició a patir un càncer i el grup de 

Rothman van veure l’any 1997 com una variant polimòrfica en el gen NADP(H) pot influir a 

desenvolupar una SMD després d’haver estat exposats a benzè. 
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1.2 Criteris de classificació 

No va ser fins el 1982 quan el grup de Bennett i el seus col·laboradors van proposar un 

model de classificació basat en les característiques morfològiques de la medul·la òssea i la 

sang perifèrica.[17] Com a criteris cito-morfològics s’utilitza la presència de sideroacresia 

amb un percentatge medul·lar de sideroblastes en anell superior al 15% que definia l’Anèmia 

Refractària Sideroblàstica (ARS). En funció del percentatge de blastes en medul·la òssea 

com a entitats sense blastosis medul·lar significativa (<5%) es distingeixen les entitats 

Anèmia Refractaria (AR) i l’Anèmia Refractària Sideroblàstica (ARS). En el cas de l’Anèmia 

Refractària amb excés de blastes (AREB) i la Leucèmia Mielomonocítica Crònica (LMMC) hi 

hauria una blastosis medul·lar entre 6 i 19%. Mentre que en els casos d’Anèmia Refractària 

amb excés de Blastes en Transformació (AREB-T) la blastosis medul·lar estaria entre un 20 i 

un 29%. Com a criteri de classificació fonamental i diferencial amb la AREB, la LMMC té una 

monocitosis absoluta en sang perifèrica igual o superior a 1x109 leucòcits/L.  

El grup FAB (French-American-British) va establir un punt de tall de 13x109 leucòcits/L, per 

sota del qual es considerava com a categoria de mielodisplàsia (LMMC/SMD) mentre que si 

era superior es considerava mieloproliferativa (LMMC/MP). Segons el percentatge de blastes 

en sang perifèrica es podrien classificar en AR i ARS (0% blastes), AREB i LMMC (<5%) i 

AREB-T (entre 5-29%). 

Validacions posteriors a la classificació de la FAB en sèries extenses han demostrat que les 

entitats sense blastosis medul·lar o perifèrica significativa mostren un millor pronòstic 

especialment l’entitat ARS en la qual la incidència de transformació leucèmica és poc 

freqüent. Per altra banda l’increment de la blastosis significa un increment del risc, essent la 

AREB-T la de pitjor pronòstic. Això fa que la classificació de la FAB tingui un significat 

pronòstic demostrat tant per la supervivència com pel risc de transformació leucèmica i ha 

estat durant molts anys una eina important en la pràctica clínica.[18] Aquesta classificació ha 

servit durant molts anys per fer una aproximació del pronòstic i del tractament a seguir; 

Durant més de 25 anys ha estat una eina important arreu del món i no ha d’ésser 

subestimada, tot i que ha rebut diverses crítiques. Per exemple la inclusió de la LMMC en un 

grup que potser és més mieloproliferatiu que displàsic, no considerar el grau de displàsia, la 

fragilitat dels criteris classificatoris de la AR que permeten confondre-la amb patologies 
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medul·lars de naturalesa no clonal, l’existència d’un 10% de SMD que serien inclassificables 

segons els criteris de la FAB i la consideració de variants de les SMD amb una possible 

trascendència pronòstica (Taula 1). 

Els avenços en la citogenètica i la seva correlació clínica i pronòstica ha estat un fet 

trascendent pel que fa a entendre millor les SMD i les leucèmies agudes, és per aquest 

motiu que uns anys més tard, el 1999 un grup d’experts va revisar la classificació de la 

FAB.[19] 

 

 
Taula 1. Criteris de classificació FAB. 

 

La classificació de la OMS (Organització Mundial de la Salut) no només té en compte els 

criteris morfològics com són el percentatge de blastes a la medul·la i el percentatge de 

sideroacresia medul·lar sinó que integra nous criteris de classificació com són el grau de 

displasia medul·lar (unilineal, bilineal o trilineal), criteris citogenètics i criteris clínics.  

En aquesta nova classifiació s’estableix noves categories com l’anèmia refractària amb 

excés de blastes (AREB) i la CMML queda subdividida respecte el percentatge de blastes al 

moll de l’os. Un altre canvi important si comparem la classificació de la FAB amb la OMS és 

la desaparició de la categoria AREB-T i aquell grup amb un 20% de mieloblastes o més es 

classifiquen com a LMA (Taula 2). L’AREB-T de la FAB passa a ser considerada com una 

LMA amb displàsia multilínea, tot i que per la classificació de la OMS són de gran 

importància les anomalies citogenètiques clonals associades a una LMA, amb 

independència del percentatge de blastes en medul·la òssea o en sang perifèrica.  

 

 

Subtipus Blastes 
en SP 

Blastes 
en MO 

Sideroblastes 
en anell 

Monòcits 
en SP Auer rods 

Anèmia Refractària (AR) < 1% < 5% < 15% en MO < 1,000/µl NO 

Anèmia Refractària amb 
sideroblastes en anell (ARSA) 

< 1% < 5% > 15% en MO < 1,000/µl NO 

Anèmia Refractària amb excés de 
blastes (AREB) 

< 5% 5-20% < 15% en MO < 1,000/µl NO 

Anèmia Refractària amb excés de 
blastes  en transformació (AREB) > 5% 20-30% < 15% en MO < 1,000/µl Possib. 

Leucèmia Mielomonocítica Crònica 
(CMML) 

< 5% 0-20% < 15% en MO > 1,000/µl NO 
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 Característiques en sang Característiques en moll de 

l’os 

Anèmia Refractària (AR) Anèmia 
Sense blastes o pocs blastes 

Displàsia Eritroide 
< 5% blastes 
< 15% sideroblastes en anell 

Anèmia Refractària amb 
sideroblastes en anell (AR-SA) 

Anèmia 
Sense blastes 

Displàsia Eritroide 
< 5% blastes 
>15% sideroblastes en anell 

Citopènia Refractària amb 
Displàsia Multilineatge (CRDM) 

Citopènies (Bicitopènia o Pancitopènia) 

Sense blastes o pocs blastes 

Sense auer rods 

<1x109 /L monòcits 

Displàsia en > 10% de les 
cèl·lules en 2 o més línies 
cel·lulars mieloides 
< 5% blastes en moll de l’os 
sense auer rods 
< 15% de sideroblastes en anell 

Citopènia Refractària amb 
Displàsia Multilineatge i 
sideroblastes en anell (CRDM-SA) 

Citopènies (Bicitopènia o Pancitopènia) 
Sense blastes o pocs blastes 
Sense auer rods 
<1x109 /L monòcits 

Displàsia en > 10% de les 
cèl·lules en 2 o més línies 
cel·lulars mieloides 
> 15% sideroblastes en anell 
< 5% blastes 
Sense auer rods 

Anèmia Refractària amb excés de 
blastes-1 (AREB-1) 

Citopènies 
< 5% blastes 
Sense auer rods 
<1x109 /L monòcits 

Displàsia unilineal o multilineal 
5% a 9% blastes 
Sense auer rods 

Anèmia Refractària amb excés de 
blastes-2 (AREB-2) 

Citopènies  
5% al 19% de blastes 
Pocs auer rods  
<1x109 /L monòcits 

Displàsia unilineal o multilineal 
10% a 19% blastes 
Pocs auer rods 

Síndromes Mielodisplàsiques no 
classificables (SMD-I) 

Citopènies 
Sense blastes o pocs blastes 
Sense auer rods 

Displàsia unilineal en 
granulòcits i megacariòcits 
< 5% blastes 
Sense auer rods 

Síndromes Mielodisplàsiques 
associades a la deleció del 5q 

Anèmia 
< 5% blastes 
Plaquetes normal o incrementades 

Megacariòcits en augment amb 
nucli hipolobulat 
< 5% blastes 
Sense auer rods 
Deleció del 5q 

 
Taula 2. Criteris de classificació de la OMS.  

 

La classificació de les SMD especialment en aquells que tenen un 5% de blastes al moll de 

l’os és una tasca difícil per els citomorfologistes i els hematòlegs avui en dia, a més el punt 

de tall que s’utilitza per definir una displasia és del 10% mentre que si es tracta de pacients 

de LMA aquest augmenta fins a un 50%. 

Aquest sistema classificatori considera l’Anèmia Refractària (AR) dins els grups sense 

blastosis medul·lar (<5%) i perifèrica (<1%) significativa quan la displàsia és exclusivament 

eritroide, distingint-la d’una segona entitat en la qual a més de la displàsia unilineal eritroide 

el moll de l’os mostra més d’un 15% de sideroblastes en anell: Anèmia Refractària amb 

Sideroblastes en Anell (AR-SA). 
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 Dins el grup de Citopènia Refractària amb Displàsia Multilineal (CRDM) podem dir que 

trobem la presència de displasia bilineal o trilineal, la visualització d’un 10% o més elements 

de les sèries medulars sense blastosis medul·lar o perifèrica significativa; dins aquest grup 

considerem una variant la Citopènia Refractària amb Displàsia Multilineal amb sideroblastes 

en anell (CRDM-SA) aquelles amb un percentatge de sideroblastes superior al 15%. Pel que 

fa al grup dels no classificables (SMD-I) trobem una displàsia unilineal no eritroide en 

granulòcits o megacariòcits i finalment aquelles SMD associades a la deleció del 5q que 

només mostren una anomalía citogenètica única i estan associades a anèmia, nombre de 

plaquetes normals o augmentades i megacariòcits amb nucli hipolobulat al moll de l’os. 

Dins aquelles entitats amb blastosis significativa es defineix l’AREB amb criteris similars als 

de la FAB, però amb la consideració adicional pròpia d’aquest sistema classificatori en dos 

subtipus: AREB-1 amb blastosis medul·lar entre un 5% i un 9% i blastosis perifèrica inferior 

al 5% i la AREB-2 amb la blastosis medul·lar entre un 10% i un 19% i la perifèrica entre un 

5% i un 19%. 

La OMS considera un subgrup de malalties sota la denominació de LMA i SMD  

relacionades amb el tractament (t-LAM i t-SMD) dins de les quals es distingeixen dues 

entitats, les relacionades amb els agents alquilants i la radiació i les relacionades amb els 

inhibidors de la Topoisomerasa II. 

La Leucèmia Mielomonocítica Crònica (LMMC) que havia estat considerada per la FAB dins 

el grup de SMD s’inclou en una nova categoria que són les Síndromes Mielodisplàsiques/ 

Mieloproliferatives (SMD/MP).[20] Es tracta d’un grup de malalties que al principi expressen 

característiques de displàsia i proliferació alhora, cosa que fa difícil de classificar-les en un 

dels dos grups. Fins el 2002 no es coneixien alteracions citogenètiques o diferències 

moleculars entre aquells pacients que presentaven característiques de SMD o MP, a més 

alguns pacients que presentaven inicialment CMML no proliferativa eventualment passaven 

a ser proliferatives amb un augment de les cèl·lules de la sèrie blanca [21]; per aquest motiu 

el comitè de la OMS va decidir no dividir la CMML en 2 subtipus i aquest constitueix una 

categoria separada, amb un elevat numero de blastes i un pronòstic desfavorable.[22;23]                  
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1.2.1 International Prognostic Scoring System ( IPS S) 

El grup de Greenberg i els seus col·laboradors van analitzar un total de 816 pacients, per tal 

de realitzar un estudi multivariat incloent com a índex pronòstic el risc de transformació 

leucèmica.[18] El que van observar és que tenint en compte altres variables podien 

classificar els pacients dins de quatre subgrups els  quals donaven unes corbes de 

supervivència de Kaplan-Meier ben diferents a les corbes aconseguides segons la 

classificació de la FAB. (Figura 3)  

Aquesta nova classificació tenia en compte els següents paràmetres  i pertant els incloïa en 

l’índex final: 

• Citopènies (0-3), Hb <10g/dl, neutròfils <1500/µl, plaquetes <100.000/µl 

• Blastes en medul·la òssea (< 5%, 5-10%, 11-20%, 21-30%) 

• Citogenètica   Bona: cariotip normal, 5q-, 20q-,-y 

           Dolenta: caritip complexe, 7q-, -7 

           Intermitja: resta de cariotips 

Basant-se en aquests tres paràmetres van establir un índex pronòstic que va permetre fer 

una classificació dels pacients en quatre categories (Taula 3) 

• Baix Risc: índex = 0 

• Risc Intermig-1: índex =0.5-1 

• Risc Intermig-2: índex = 1.5-2 

• Alt Risc: índex ≥ 2.5 

 

 
Taula 3. Classificació IPSS (Greenberg et al. Blood  1997) 

 

L’aplicació d’aquest índex representa un major progrés i constitueix una eina molt important 

en la classificació que permet fer un pronòstic i establir un tractament. 

Variable pronòstic 0 0.5 1 1.5 2 

%Blastes en MO < 5 5-10 - 11-20 21-30 

Citogenètica bona intermitja dolenta - - 

Citopènies 0/1 2/3 - - - 
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A continuació podem veure les corbes de Kaplan Meier  que van obtenir el grup dels 816 

pacients analitzats i classificats segons el nou índex IPSS (Figura 3 i 4). 

 

Figura 3. Corbes de Kaplan Meier de supervivència ( a) i evolució a 

transformació leucèmica (b) de pacients segons la c lassificació de 

la FAB. (Greenberg et al. Blood 1997) 

 

 

Figura 4. Corbes de supervivència (A) i de transfor mació leucèmica 

(B) segons l’índex IPSS (Greenberg et al. Blood 199 7) 
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1.2.2 MicroArrays com a eina de classificació d’una  SMD 

L’any 2001 el grup de Miyazato van separar cèl·lules de la medul·la òssea CD133+ i les van 

comparar entre pacients afectes d’una SMD i aquells afectes d’una LMA. Van trobar que hi 

havia un conjunt de gens diferencialment expressats en aquests dos grups, gens que 

codificaven per factors de transcripció i proteïnes involucrades en la regulació de la reacció 

d’oxidació-reducció, així com gens que codificaven per proteïnes de membrana. Un exemple 

d’aquests és el gen Dlk que s’expressava en la majoria dels casos de SMD però no ho feia 

en els casos de LMA. Aquests resultats van ser validats per PCR a temps real i van 

concloure que existeix una signatura que permet classificar aquestes dues malalties.[24] 

Un altre grup alemany, l’any 2002, van analitzar l’expressió de gens en cèl·lules del moll de 

l’os CD34+ previament seleccionades de 4 pacients d’alt risc, 7 de baix risc i 4 controls sans. 

Mitjançant l’anàlisi de perfils d’expressió de gens, van veure que hi havia 11 gens que 

permetien classificar aquests pacients entre baix risc i alt risc, i aquests dos grups dels 

controls.[25] Els resultats es van validar en una nova sèrie de 8 pacients i es van repetir els 

experiments mitjançant PCR a temps real. Els gens RAI3, IEX1, STIP1 estaven desregulats. 

Aquests resultats feien pensar que els casos de SMD de baix risc estaven caracteritzats per 

la falta de proteïnes de defensa, augmentant la sensibilitat al dany cel·lular, mentre que els 

casos d’alt risc tenien com a característica principal l’expressió de gens associats a la 

proliferació cel·lular.  

Alguns articles descriuen perfils d’expressió de gens com a eina de diagnòstic per les 

leucèmies agudes.[26], [27]. L’any 2006 dos grups van realitzar un estudi prospectiu i van 

analitzar un total de 4000 pacients amb leucèmia aguda i mielodisplàsia en 11 centres 

diferents amb una reproducibiltat del 95.6%.[28],[29] Establint a partir d’aquí una nova eina 

de diagnòstic en malalties hematològiques mitjançant l’aplicació de microarrays.[27]  

Per tal de discriminar entre una SMD i una LMA es pot fer mitjançant el nombre de blastes al 

moll de l’os, tot i que les alteracions cromosòmiques són idèntiques en ambdós grups i de 

vegades no ens permetrien classificar les dues patologies, el percentatge de blastes al moll 

de l’os, pot tenir un valor pronòstic. 

Haferlach i els seus col·laboradors van analitzar el perfil d’expressió de 70 pacients amb 

SMD i 238 LMA mitjançant microarrays d’Affimetrix i van veure que només l’expressió de 
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l’FLT3 es relacionava directament amb un alt percentatge de blastes, mentre que uns altres 

12 s’expressaven de forma elevada en aquells casos que presentaven un percentatge de 

blastes més baix al moll de l’os. Entre aquests trobem els gens: ARG1, CEACA1, LCN2, 

MMP9 i STOM, la majoria d’aquests estan sobreexpressats en granulòcits madurs i 

involucrats en la diferenciació i l’apoptosis.[30] (MDS and AML Are Closely Related 

Diseases: Gene Expression Patterns Reveal Clear Similarities with Respect to Karyotypes 

and Are Less Related to the Bone Marrow Blast Percentages.abstract 2004) 

La classificació de les SMD no és fàcil, l’index pronòstic IPSS i la classificació de la OMS 

són dos paràmetres a tenir en compte, mentre que la displàsia i el percentatge de blastes al 

moll de l’os són també paràmetres importants a l’hora de fer la classificació i difícils de 

reproduir, pertant en un futur es busquen noves eines, com poden ser els perfils d’expressió 

de gens i de microRNAs, per tal de classificar millor els pacients i veure quina és la millor via 

de tractament per a cada un d’ells. 

 

1.2.3 Citognètica en les Síndromes Mielodisplàsique s 

 

Cariotip Normal 

Del 30 al 60% dels pacients de mielodisplàsia presenten un cariotip normal. Aquest grup de 

pacients es presenta genèticament heterogeni ja que la detecció d’algunes anomalies 

cromosòmiques o alteracions a nivell molecular no es poden detectar amb els mètodes 

citogenètics estàndards. La supervivència mitja d’aquests pacients és de 3,8 anys i la 

progressió a LMA es produeix en un  25% dels casos en un període mig de 5,6 anys.  

 

Pèrdua del cromosoma Y 

La importància biològica i clínica de la pèrdua del cromosoma Y és desconeguda, s’ha 

observat que la pèrdua d’aquest cromosoma és habitual en moltes malalties malignes i s’ha 

vist associat a l’edat. També podem dir que es troba en un 7,7% de pacients sense cap 

malaltia hematològica i en un 10,7% de pacients amb una síndrome mielodisplàsica. L’any 

2000 el grup de Wiktor i els seus col·laboradors van veure que el percentatge de cèl·lules 

amb una deleció de cromosoma Y en pacients amb malalties hematològiques era 
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significativament més gran. Un  percentatge >75% de pacients amb deleció del cromosoma 

Y, en cèl·lules en metafase, pot predir una malaltia hematològica, però unicament aquesta 

anomalia no pot servir com a eina de diagnòstic per una mielodisplàsia.[31] 

 

Deleció del 20q    

La deleció del braç llarg del cromosoma 20 és una anomalia freqüent en malalties mieloides. 

Té una freqüència aproximada d’un 5% en pacients de mielodisplàsia i d’un 7% en 

mielodisplàsia secundària. Les característiques principals d’aquests pacients afectes d’una 

mielodisplàsia són el baix risc de transformació a LMA i una major supervivència.[32;33] Si 

aquesta anomalia no es troba associada a cap altre el pronòstic del pacient és més bo que si 

la trobem dins un cariotip complexe.  

 

Pèrdua del cromosoma 5 o deleció del 5q 

La pèrdua del cromosoma sencer o una deleció de 5q s’observa en un 10-20% dels pacients 

en SMD, mentre que si es tracta d’una mielodisplàsia secundària la trobem en un 40%. 

Aquesta anomalia és pròpia dels subgrups AREB 1 i 2 i s’associen amb cariotips complexes, 

aquests pacients tenen un pitjor pronòstic, una progressió ràpida cap a la LMA, una gran 

resistència al tractament i una curta supervivència.[34] La deleció de 5q té una major 

freqüència en dones (2:1) 

Les característiques principals d’aquesta són: una anèmia macrocítica amb un nombre de 

plaquetes normal o elevat, els subgrups AR o AREB (Anèmia Refractària o Anèmia 

Refractària amb excés de blastes) són els que es diagnostiquen amb més freqüència. 

També podem trobar anomalies al moll de l’os en la línea megacariocítica. A més a més 

aquests pacients tenen un millor pronòstic, un baix risc de transformació leucèmica i un 

període de supervivència més llarg. 

 

Adició del cromosoma 8 

La incidència del guany del cromosoma 8 és d’un 10% en pacients de mielodisplàsia. 

Aquesta anomalia no es considera un factor de risc, de fet normalment pot venir associada 

amb altres anomalies que sí que es consideren com a factors de risc i que tenen un significat 
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pronòstic, pertant aquest grup es considera de risc intermig. En un estudi univariat van veure 

que aquells pacients que només tenien una adició del cromosoma 8 tenien un pitjor 

comportament que aquells que pertanyien al grup de risc intermig.[35] 

 

Pèrdua del cromosoma 7 o deleció del 7 

La pèrdua del cromosoma 7 o la deleció del 7 es troba com una sola anormalitat 

aproximadament en un 5% dels pacients amb una mielodisplàsia de novo, encara que la 

freqüència en nens és d’un 50% en mielodisplàsia de novo i un 55% en mielodisplàsia 

secundària. Aquest cas pot ocórrer en tres situacions clíniques: 

- Mielodisplàsia de novo i LMA  

- Mielodisplàsia o LMA secundaries, post-tractament 

- Leucèmia mieloide 

El síndrome anomenat monosomia del 7 ha estat descrit en nens, amb una major freqüència 

en mascles (4:1) amb la presència de hepatoesplenomegalia, leucocitosis, trombocitopènia i 

mal pronòstic. Es creu que la deleció del 7q coopera amb la desregulació de la senyal via 

RAS en la patogènia de la leucèmia mielomonocítica infantil (LMMJ). L’activació de la via de 

RAS es produeix per mutacions en els gens KRAS1 o NRAS, inactivant mutacions en el gen 

que codifica per NF1 o gens que codifiquen per les fosfatases PTPN11/SHP2. L’exposició a 

agents tòxics està associat a aquesta pèrdua o deleció del cromosoma 7. 

 

Síndrome 17p- 

S’ha vist que la pèrdua del braç curt del cromosoma 17 es troba en un 5% dels casos de 

mielodisplàsia. Aquesta pèrdua pot produir diferents anomalies, incloent translocacions, 

delecions i reordenaments. Aproximadament un terç dels pacients tenen una SMD 

secundària i la majoria presenten un cariotip complexe. El síndrome 17p- està associat a 

característiques morfològiques especials com poden ser: disgranulopoiesis i presència de 

petits granulòcits. La malaltia clínicament és agressiva, presenta resistència al tractament i 

una curta supervivència. El gen TP53 es troba codificat a la zona 17p13.1, es tracta d’un gen 

supressor de tumors; en aquests casos és freqüent la pèrdua d’un al·lel del gen TP53, la 

pèrdua de l’altre al·lel només es dona en un 30% dels casos.[36]   
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Translocació del cromosoma 11q23 

Un estudi de 550 pacients amb anormalitats en 11q23 van demostrar que un 5,1% dels 

casos presentaven una SMD, un 25% presentaven una SMD secundària i en ambdós casos 

anaven acompanyades d’un cariotip complexe.[37] La mitjana de la supervivència era 

inferior als 19 mesos amb una transformació leucèmica en el 20% dels casos. Aquesta 

translocació fusiona el gen MLL “mixed lineage leukemia” sobre la banda cromosòmica 

11q23 i el gen AF4 sobre el cromosoma 4q21 originant l’expressió d’un transcrit per la fusió 

dels cromosomes translocats. Aquest transcrit quimèric MLL-AF4 és mediador de la 

transformació leucèmica.[38] 

 

Translocació t(11;16)      

Aquesta translocació es dóna principalment en SMD secundaries encara que també es pot 

trobar en LMA-tardanes. Es troba relacionada amb translocacions en el gen MLL en 

malalties de tipus mieloide. El gen MLL es pot fusionar amb el gen CBP del cromosoma 16. 

MLL és una proteïna que regula la transcripció per exemple dels gens HOX durant el 

desenvolupament embrionari. CBP és una proteïna involucrada també en la transcripció de 

gens. Aquests gens presenten múltiples translocacions en diferents malalties 

hematològiques i pertant la seva funció ha de ser molt ben estudiada pel seu significat en la 

progressió dels pacients.[39]  

 

Cariotip Complexe   

El cariotip complexe normalment està format per 3 o més aberracions cromosòmiques en la 

majoria dels casos es produeix una pèrdua de material genètic. El trobem en un 20% dels 

casos de SMD i en un 90% dels casos de SMD secundaries. Les aberracions més freqüents 

són aquelles que es troben en els cromosomes 5 i 7 i els cariotips complexes són en general 

aquells que tenen un pitjor pronòstic. 
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1.3 Tractament i pronòstic 

Una millor comprensió de la biologia molecular de la malaltia va ser clau pel desenvolupament de 

la primera teràpia no intensiva que tingués un impacte important en l’evolució de la SMD. El mes 

de Maig de l’any 2004 es va desenvolupar el primer tractament pels pacients amb Síndromes 

Mielodisplàsiques: els inhibidors de les metiltranseferasses. 

 

Inhibidors de les metiltransferases 

La modificació epigenètica en malalties malignes ve produida pel silenciament gènic induit pel 

procés d’hiper-metilació. Aquest es produeix degut a  l’increment de l’activitat de la DNA 

metiltransferasa I, enzim que uneix un grup metil covalentment a la posició 5’ de la citosina dels 

residus CpG, generalment trobat en regions promotores. La hiper-metilació d’aquestes zones en 

gens supressors de tumors porta a terme el descontrol de la proliferació cel·lular i pertant 

inhibidors d’aquestes ajudarien a restaurar l’activitat de supressió tumoral. 

 

Inhibidors de les histones deacetilases 

Canvis en la cromatina es produeixen en el procés epigenètic durant la transformació neoplàsica. 

Mentre que la hipermetilació del promotor està associada a gens supressors de tumors, també es 

coneixen altres modificacions que controlen la condensació de la cromatina i l’activitat promotora. 

Les modificacions com l’acetilació, la metilació i la fosforilació són responsables de la formació de 

complexes que controlen l’expressió gènica. 

El fenilbutirat sòdic s’ha utilitzat per induir l’acetilació d’histones, l’expressió de p21, la parada del 

cicle cel·lular a G1 i l’apoptosis in vitro.[40]  

 

Inhibidors de les farnesil transferases 

Els gens de la família de RAS intervenen en diferents vies cel·lulars com poden ser la proliferació, 

el creixement i la supervivència. L’adició d’un grup farnesil en aquestes proteïnes citoplasmàtiques 

permet que siguin transportades a la membrana cel·lular on són integrades a les vies de 

transducció de senyal. El gen RAS pot ser activat per altres proteïnes que requereixen del procés 

d’adició d’un grup farnesil, i pertant la seva expressió està controlada per múltiples mecanismes i 

la inhibició d’aquestes és una via per reprimir el creixement descontrolat de les cèl·lules tumorals.  
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 Inhibidor del receptor de les tirosin quinases 

Aquests agents inhibeixen vies de senyalització activades per la unió del receptor del factor de 

creixement endotelial i altres tipus de receptors com poden ser c-Kit, Flt-3, PDGFRβ o bFGF. 

S’ha vist que en un model de càncer de colon aquestes mol·lècules poden inhibir la metàstasis i 

la proliferació. 

Un bon exemple d’inhibidor de les tyrosin quinases és l’Imatinib Mesylate (Gleevec) Aquest és 

un fàrmac molt potent capaç d’actuar a nivell de les tirosin quinases com BCR/ABL, PDGFR i c-

Kit. Els llocs actius de les tirosin quinases tenen un lloc d’unió d’ATP, l’activitat enzimàtica 

d’aquests consisteix en transferir un grup fosfat de l’ATP als residus de tirosina del substrats. 

L’imatinib actua a nivell del lloc d’unió de l’ATP de bcr/abl inhibint l’activitat enzimàtica de forma 

competitiva.  

 

Inhibidors de proteosoma 

Els proteosomes són enzims que regulen algunes senyals cel·lulars mitjançant la degradació de 

proteïnes reguladores o els seus inhibidors i són dianes terapèutiques. El bortezomid és un 

inhibidor del proteosoma i és utilitzat en pacients amb un mieloma múltiple o en aquells 

pacients que pateixen una SMD . 

La majoria de pacients requereixen de continues transfusions sanguínies i recentment 

l’aprovació d’un quelant de ferro d’administració oral (Desferasirox), va suposar una millora de 

la qualitat de vida dels pacients.[41] Tot i això, aquells pacients de baix risc que reben 

transfusions amb força freqüència o que la malaltia progressa fins a augmentar la severitat de 

les citopènies i la presència de noves anomalies citogenètiques són els que s’han de tractar. 

  

Anti-Angiogènics 

La Lenalidomida és un potent immunomodulador, anàleg de la Talidomida; aquests dos 

fàrmacs pertanyen al grup dels anomenats IMiD, però la Lenalidomida s’ha demostrat que té 

menys efectes secundaris. Aquest fàrmac va ser aprovat el desembre de 2005 per la FDA, per 

aquells pacients amb deleció de 5q que pertanyien al grup de pitjor pronòstic.[42;43] La 

Talidomida i la Lenalidomida són agents antiangiogènics que inhibeixen la resposta cel·lular i la 

proliferació de les cèl·lules que expressen el receptor VEGF (Figura 5). Podem veure com 
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després del tractament amb Lenalidomida els pacients presenten una millora important al moll 

de l’os. El percentatge de mieloblastes pot passar d’un 34% a un 5% després del tractament 

mentre que el nombre de granulòcits madurs augmenta (Figura 6). 

Altres agents utilitzats són els inhibidors de les metaloproteasses i anticossos monoclonals 

contra VEGF, com el Bevacizumab. 

Els pacients amb SMD presenten un increment de la densitat de microvesícules a la mèdul·la 

òssea. Alguns dels gens que s’han estudiat i que estan involucrats en aquest procés són: 

VEGF, TNFα, bFGF. Quan VEGF es troba desregulat pot provocar repercusions en l’eficàcia de 

l’hematopoiesis. 

 

 

 

 
Figura 5.  Mecanismes d’acció d’un potent modulador com la Tal idomida que té capacitats 

mielosupressores. Els agents derivats de la Talidom ida o la Lenalidomida anomenats IMiD actuen 

com a agents anticancerígens. (Bartlett JB et al. N at Rev Cancer, 2004.) 
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Figura 6. Aspirats medul·lars de pacients abans i d esprés del 

tractament amb Lenalidomida (Mesa RA et al. Leukemi a 

2006) 



                                                                                                Introducció/ SMD i marcadors moleculars 

 

 41 

1.4 SMD i marcadors moleculars 

Per tal de compendre millor la biologia de la malaltia i poder trobar característiques 

específiques que ajudessin al  diagnòstic i al tractament, durant els últims anys s’han fet 

esforços per trobar defectes moleculars en les SMD associats a algunes aberracions 

citogenètiques.  

Un bon exemple és el gen MDS1-EVI-1, producte de la fusió de la regió N terminal de AML1 

amb una petita regió de MDS1 i EVI-1. Aquesta proteïna de fusió oncogènica, va ser 

considerada com a factor causant d’una SMD. També es va descriure que la proteïna de fusió, 

AML-EVI-1 bloquejava la diferenciació hematopoiètica i l’apoptosis depenent de TGF i JNK. 

Un altre exemple de proteïna de fusió relacionada amb la patogènia de la SMD és la proteïna  

TEL-PDGFR, que deriva de la translocació t(5;12) i es va veure que produïa un descontrol de 

les cèl·lules hematopoiètiques en ratolins transgènics.[42-44]  

Per altra banda també es van descriure altres marcadors moleculars de les SMD no associats a 

defectes citogenètics; Alguns estudis genòmics han demostrat que els pacients afectes d’una 

SMD tenen una clara incidència de mutacions, essent els més freqüents el protooncogen 

NRAS (48%), seguides del gen FMS (12%) i del gen supressor de tumors P53 (8%). L’estat 

mutacional confereix un valor pronòstic predictiu tant pel que fa a la supervivència com pel que 

fa a la transformació leucèmica en les SMD. Un altre gen, l’WT1 és un gen supressor de tumors 

que es troba al cromosoma 11 i originariament va ser identificat per la seva implicació en la 

patogènia del tumor de Wilms. Aquest gen es troba sobreexpressat en la majoria de les 

leucemies mieloides i linfoblàstiques agudes així com en les SMD. Els nivells d’expressió de 

WT1 es relacionen amb els tipus de SMD progressant segons el nombre de blastes.[45]      

També s’ha observat que una metilació aberrant del DNA en alguns gens supressors de 

tumors, promouen una variació de la clona que podria comportar el canvi cap a una 

transformació leucèmica.[46]   

Alguns estudis d’expressió gènica en pacients afectes d’una SMD mostren alguns perfils 

d’expressió de gens que permeten diferenciar entre una SMD i individus sans.(Taula 4) Mentre 

que uns altres permeten fer una classificació entre els diferents subtipus així com la diferència 

entre una LMA de novo o una LMA post-mielodisplàsica.[47] 
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Taula 4. Gens que permeten classificar entre indivi dus sans i SMD d’alt i baix risc (Mano H, 

Leukemia and Lymphoma 2006) 

 

Gen Funció Posició cromosòmica 

TACSTD2 tumor-associated calcium signal 
transducer 2 1p32-p31 

UQCRC1 ubiquinol-cytochrome c reductase core 
protein I 3p21.3 

TNNC1 troponin C type 1 (slow) 3p21.3-p14.3 

KDELR KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic 
reticulum protein retention receptor 2 

7p22.1 

CLC Charcot-Leyden crystal protein 19q13.1 

H-PLK zinc finger protein 117 7q11.21 

RGS19 regulator of G-protein signaling 19 20q13.33 

ATF3  activating transcription factor 3 1q32.3 

FARP1 
FERM, RhoGEF (ARHGEF) and 
pleckstrin domain protein 1 
(chondrocyte-derived) 

13q32.2 

GNG7 guanine nucleotide binding protein (G 
protein), gamma 7 19p13.3 

TPD tumor protein D52-like 1 6q22-q23 
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1.5 Síndromes Mielodisplàsiques i microambient 

En pacients en etapes prematures d’una SMD es produeix un augment de l’apoptosis cel·lular 

al moll de l’os, aquest fet va posar de manifest que hi havia algun factor microambiental que 

podia produir aquest dany. En diversos estudis s’ha vist la deficiència relativa o la 

sobreproducció de nombroses citoquines com, IL 1β, IL-6, IL-8, stem cell factor, eritropoietina, 

TGF- β, GM-CSF i TNF-α en moll de l’os i sèrum de pacients amb resultats conflictius [48;48-

50] De totes les citoquines un increment de TNF-α s’ha vist associat a un increment de 

l’expressió de l’antigen Fas en cèl·lules CD34+. Fas és una proteïna de membrana que pot 

iniciar senyals apoptòtiques en reposta al crosslinking pel Fas lligand (Fas L). L’activació 

downstream resultant de les caspases,  indica la importància de mantenir uns nivells alts de 

TNF-α per promoure l’apoptosis en les SMD. L’orígen d’un increment de TNF-α pot venir 

produit per macròfags i limfòcits T presents en el microambient del moll de l’os. [51;52] 

Un altre aspecte a tenir en compte del microambient al moll de l’os és la neo-angiogènesis. 

L’angiogènesis juga un paper important en el creixement del tumor i la metastasis.[53] S’ha 

demostrat un increment de la densitat de microvesícules al moll de l’os en pacients 

hematològics.[54;55] La neovascularització està regulada per una varietat de molècules 

angiogèniques que alliberen tant les cèl·lules tumorals com les normals. En alguns pacients 

amb LMA s’ha descrit un augment de l’expressió d’algunes citoquines angiogèniques i factors 

de creixement. Algunes de les molècules més importants són: vascular endotelial growth factor 

(VEGF), basic fibroblast growth factor (bFGF), angiogenin, TNF-α i TGF- β.[56;57] L’any 2004 

van veure com el factor VEFG proporcionava un índex pronòstic tant en pacients amb LMA 

com en les SMD.[58] Tauro i els seus col·laboradors, l’any 2002, van comparar la capacitat 

d’aquestes d’alterar la proliferació i la supervivència d’una línea cel·lular dependent de 

l’estimulació amb IL-3, la F-36P. Els resultats que van obtenir van sugerir que en pacients amb 

SMD, la funció anormal de l’estroma, pot influir augmentant l’apoptosis de les cèl·lules 

hematopoiètiques dins el microambient del moll de l’os, tot i que aquests resultats van ser 

posats en dubte per part d’un grup americà el mateix any. Primer de tot opinaven que el títol de 

l’article es contradeia amb els resultats obtinguts i que els nivells alts d’apoptosis de les 

cèl·lules hematopoiètiques podien ser degudes a la falta del factor estimulador de creixement 
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(IL-3) que necesita la línea F-36P utilitzada per fer l’estudi. I pertant els resultats no tindrien res 

a veure amb un efecte inhibitori de l’hematopoiesis per part de les cèl·lules estromals.[59;60] 

Tots els grups coincidiexen en què falten models més fiables per reproduir  un model de cultiu 

in vitro, només d’aquesta manera es podrà analitzar el paper de les cèl·lules estromals del 

microambient en l’hematopoiesis de les SMD. Pertant podem afirmar que el paper del 

microambient  dins aquesta patologia continua essent poc clar i és pertant encara una línea 

d’investigació a seguir. 
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1.6 Limfoma de Hodgkin (LH) 

1.6.1 Descripció 

El Limfoma de Hodgkin (LH) és un càncer que s’origina al teixit limfàtic. Aquest teixit compren 

els ganglis limfàtics i els òrgans relacionats que formen part del sistema immunologic i el 

sistema productor de cèl·lules sanguínies.  

Els ganglis limfàtics produeixen i enmagatzemen els limfòcits, les cèl·lules encarregades de 

combatre les infeccions i es comuniquen a través de tot el cos mitjançant els vasos linfàtics. 

Aquests són els encarregats de transportar el líquid limfàtic. 

Els òrgans relacionats amb el sistema linfàtic són: la melsa, el moll de l’os i el timus. La melsa 

està composta principalment per limfòcits madurs i inmadurs i la seva funció consisteix en 

eliminar les cèl·lules i altres substàncies de rebuig. La medul·la òssea és el teixit esponjós 

situat dins els ossos que s’encarrega de la generació de nous glòbuls blans i vermells, el timus 

s’encarrega d’una funció important que és la maduració dels limfòcits T, encarregats de 

coordinar la resposta immune cel·lular així com cooperar en la producció d’anticossos per part 

dels limfòcits B. 

El LH és una malaltia que pot originar-se a qualsevol part del cos, generalment s’origina als 

ganglis linfàtics de la part superior del cos i es pot propagar a través dels vasos limfàtics a 

altres ganglis, així com també es pot arribar a propagar al fetge i als pulmons. 

1.6.2 Epidemiología del LH 

• Incidencia:  el LH suposa un 1% dels càncers aproximadament i un 10% de tots els 

limfomes. L’incidència és de 3 casos nous a l’any per cada 100.000 habitants, al 

contrari que els limfomes no Hodgkin la seva incidència es manté estable al llarg del 

temps. 
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• Edat : la malaltia del LH presenta una distribució bimodal, donat que hi ha un pic de 

màxima incidència entre els 20 i els 35 anys. I també apareix un segon pic en edats 

més avançades, a partir dels 50 anys. 

• Sexe:  la malaltia és més freqüent en homes que en dones amb una relació (1,5-2:1). 

• Nivell socioeconòmic:  És més freqüent en persones amb nivell socioeconòmic elevat, 

que en les de baix nivell, però aquest últim grup presenten un pitjor pronòstic. 

La taxa de supervicència és aproximadament del 90% dels casos quan la malaltia és detectada 

en etapes encara prematures, per aquest motiu es considera un dels càncers amb una elevada 

taxa de curabilitat. 

1.6.2 Classificació del LH (Histopatologia) 

El LH pot ser classificat en 4 subtipus diferents segons la morfologia de les cèl·lules de Reed-

Sternberg i la composició de les cèl·lules reactives infiltrants. 

Les Cèl·lules de Reed Sternberg són cèl·lules molt grans generalment multinucleades o amb un 

nucli cel·lular bilobulat, amb nuclèols prominents en forma d’inclusions. Aquestes cèl·lules 

poden ser CD30 i CD15 positives i normalment CD20 i CD45 negatives. La presència 

d’aquestes cèl·lules és molt important pel diagnòstic d’aquesta patologia. 

Les cèl·lules de Reed Sternberg tenen tres varietats histològiques: 

- Varietat mononuclear, amb un sol nucli i un nuclèol prominent 

- Cèl·lules llacunars: amb nuclis multilobulats i rodejats d’un abundant citoplasma 

- Varietat linfocítica o histiocítica, que conté nuclis polipoides i nuclèols poc evidents amb 

una moderada quantitat de citoplasma 

Esclerosis Nodular:  és el subtipus més comú. En aquest s’observa un patró parcialment 

nodular degut a les bandes fibroses de colàgen. La cèl·lula característica és la variant lacunar 

de les cèl·lules de Hodgkin Reed-Sterneberg (H/RS). Aquestes cèl·lules acostumen a ser 
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escasses (1%). El component no neoplàsic conté limfòcits, histiòcits, cèl·lules plasmàtiques, 

eosinòfils i neutròfils. És freqüent la presència de necrosis, essent més nombroses les cèl·lules 

neoplàsiques al voltant de d’aquests focus necròtics. En aquest subtipus es poden distingir 2 

graus d’afectació basant-se amb el número i el tipus de cèl·lules neoplàsiques als noduls. 

Sembla que els subtipus II no té relació amb la supervivència global, però sí que sembla 

associar-se a la supervivència en aquells pacients que recauen; fet que suggereix que 

aquestes formes podrien beneficiar-se de tractaments més agressius.[61] Encara que 

actualment aquest gradient no es considera de gran importància desde que el grup britànic 

“British National Lymphoma Investigation Group” van suprimir aquesta classificació per no 

aportar diferències en el tractament.[62;63] 

Cel·lularitat mixta: en aquest subtipus l’infiltrat és difús i les cèl·lules neoplàsiques són de 

Reed-Sternberg. Aquestes cèl·lules són bi o multinucleades amb nuclèols grans i eosinòfils i és 

el subtipus que més freqüentment va acompanyat de l’infecció pel virus de l’Epstein Barr (VEB). 

Tant l’esclerosis nodular com la cel·lularitat mixta poden afectar àreas interfol·liculars dels 

ganglis linfàtics i es poden acompanyar per hiperplàsia fol·licular. 

Limfoma de Hodgkin ric en limfòcits:  en aquest, les cèl·lules neoplàsiques són de tipus 

clàssic o lacunar i el component no neoplàsic està constituit majoritariament per limfòcits. Un 

grup petit d’aquests casos pot tenir un patró de creixement vagament nodular, amb centres 

germinals als nòduls i a les cèl·lules neoplàsiques del mantell dels fol·licles i les àreas 

interfol·liculars. Aquests casos han de diferenciar-se dels casos de Hodgkin amb predomini 

linfocític nodular (LHPLN)  i per això és important l’estudi de l’immunofenotip. 

1.6.3 Immunofenotip 

Les cèl·lules neoplàsiques del LH clàssic en la majoria dels casos expressen els marcadors 

CD15+, CD30+. (Figura 7) essent negatius per a CD45. La freqüència amb la que es detecta 

l’expressió de CD15 és diferent en les diferents sèries, probablement degut a variacions 

tècniques. 
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Figura 7: LH clàssic. Expressió de l’antígen d’acti vació CD30 en cèl·lules neoplàsiques.  (Hans knecht, 

et al 2010)  

 

Només en un petit nombre de casos es detecta en les cèl·lules de RS una expressió dèbil de 

diferents antígens de llinatge B com el CD20 i el CD79a. Un altre antígen associat al llinatge B 

que s’expressa en un 90% dels casos és PAX-5 i un altre característica de l’inmunofeotip és 

l’absència de factors de transcripción OCT-2 i BOB-1. 

Les cèl·lules de Hodgkin i RS es caracteritzen per un immunofenotip variable i poc constant, 

amb una remarcable pèrdua d’antígens associats a cèl·lules B i expressió d’antígens d’altres 

llinatges cel·lulars. Només una petita proporció (20-30%) de cèl·lules de H/RS expressen 

marcadors típics de cèl·lula B com CD19, CD20, CD22 i CD79a. Marcadors inapropiats de 

cèl·lula T, cèl·lules dendrítiques i granulòcits com CD2, CD4, CD5, CD8, granzima, CD15 o 

fascina poden ser detectats en cèl·lules de H/RS. És important remarcar que les cèl·lules de 

H/RS no mostren expressió de CD45RA i de l’antígen epitelial de membrana (AEM). Aquests 

marcadors són importants ja que permeten diferenciar el LH al diagnòstic d’altres tipus de 

limfomes. Altres antígens importants, que són bàsics per la determinació del diagnòstic del LHc 

són: CD30 (Ber-H2) i CD15. A més s’ha observat que hi ha una correlació entre CD30 i el factor  
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Marcador Expressió Qualitativa/Quantitativa 

Marcador de cèl·lules B  

BSAP Positivitat dèbil / >95 dels casos, >70% de les H/RS 

CD19 Positiu / 20% dels casos, <50% de les H/RS 

CD20 Positiu / 30% dels casos, 40% de les H/RS 

CD21 Positiu / 10-40% dels casos, 10-60% de les H/RS 

CD22 Positiu / 20% dels casos 

CD23 Positiu / 30% dels casos 

CD79a Positiu / 10% dels casos, 20% de les H/RS 

CD138 Positiu / 1% dels casos 

Marcador de cèl·lules T  

CD2 Positiu / 4% dels casos, 40% de les H/RS 

CD3 Positiu / 1% dels casos, 40% de les H/RS 

CD4 Positiu / 2% dels casos, 40% de les H/RS 

CD5 Positiu / <1% dels casos, 40% de les H/RS 

CD8 Positiu / <1% dels casos, 40% de les H/RS 

Granzyme Positiu / 18% dels casos, 10-50% de les H/RS 

TIA-1 Positiu / 10% dels casos 

Marcadors d’ activació  

CD25 Positiu / casi tots els casos 

CD30 Positiu / 99% dels casos, >99% de les H/RS 

CD40 Positiu / 70-100% dels casos 

Marcadors inapropiats de llinatge  

CD15 Positiu / >70% dels casos, 5-95% de les H/RS 

EMA Positividad débil en <5% dels casos 

Fascina Positiu / 100% dels casos 

Altres marcadors  

ALK1 Negatiu 

BCL6 Positiu / 10% dels casos, >10% de les H/RS 

CD43 Negatiu 

CD45RA Negatiu 

MUM1 Positiu / 100% dels casos, >10% de les H/RS 

Vimentina Positiu en totes les H/RS 

Taula 5. Marcadors de cèl·lula de Hodgkin/Reed-Ster nberg 

nuclear de supervivencia NF-kB, el qual pot ser activat in vitro per CD30, indicant la importància 

de CD30 en aquesta patologia. La introducció de noves tecnologies, entre elles els microarrays, 
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ens han proporcionat grans quantitats d’informació sobre l’immunofenotip de les cèl·lules de 

H/RS (Taula 5), que es resumeix de la següent manera: el 40% dels casos de LHc expressen 

marcadors de superfície de cèl·lules B en les cèl·lules de H/RS i aproximadament un 10% dels 

marcadors de cèl·lules T. Entre aquests marcadors podem destacar a BASP (Pax-5) que és 

necesari pel manteniment de la identidad de cèl·lula B i que s’expressa dèbilment en la majoria 

de les cèl·lules de H/RS. Una altra característica de l’inmunofeotip és l’absència de factors de 

transcripció OCT-2 i BOB-1, així com PU.1. 

1.6.4 Biologia molecular de les cèl·lules de Hodgki n i de Reed-Sternberg 

Degut a l’expressió aberrant de marcadors de varis llinatges cel·lulars com granulòcits, limfòcits 

T o B o cèl·lules dendrítiques, l’orígen cel·lular de les cèl·lules de RS ha estat un enigma durant 

dècades. Mitjançant l’anàlisis d’aïllament d’aquestes cèl·lules de seccions de teixits amb LH i la 

seva posterior anàlisis per PCR per amplificar els gens de les Immunoglobulinas (Ig) V 

reordenades es va poder descubrir que les cèl·lules de RS tenien un orígen clonal derivat de 

cèl·lules B en les que s’havia produit un reordenament dels gens de les Ig V. En la majoria dels 

casos de LHc i de LH de predomini limfocític nodular tenien mutacions somàtiques de 

inactivació i reordenament dels gens de les Ig en la regió V, cosa que suggeria l’orígen de les 

cèl·lules B dins el centre germinal (CG) ja que les hipermutacions somàtiques dels gens de les 

Ig tenen lloc de forma específica en les cèl·lules B dels CG. 

 

Figura 8. Procès molecular de remodelació dels gens  de les IgGs. (Küppers Nature Reviews Cancer 2005).  

 Les cèl·lules de H/RS presenten una falta d’expressió de Ig que s’explica per mutacions al gen 

de les Ig que inactiven parcialment la transcripció de Ig.[64-67] Per altra banda pot ser degut a 

activadors clau de la transcripció de Ig com OCT-2, BOB-1 i PU.1.[68-72] Una altre de les 
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causes que s’han trobat in vitro és l’activació de la transcripció per hipermetilació de la zona 

promotora.[73] D’aquesta manera les cèl·lules de H/RS no produeixen Ig ni tenen un receptor 

d’antígen de cèl·lules B (BCR) funcional. En un estat normal aquestes cèl·lules B del CG sense 

un BCR funcional entrarien en apoptosis i serien eliminades[74;75]; però o bé les cèl·lules de 

H/RS desenvolupen mecanismes per escapar de l’apoptosis o bé són rescatades per la infecció 

del virus VEB.[76-78] Aquest últim pas seria el major event oncogènic en el procés de 

limfomagènesis en el LH. 

 

Figura 9. Diferenciació de les cèl·lules B en el ce ntre germinal. (Küppers, Nature Reviews Cancer 2005 ) 

 

 

 

Malgrat que les cèl·lules de H/RS deriven de cèl·lules B, l’anàlisis de l’expressió de microarrays 

de línies cel·lulars, mostren que han perdut l’expressió de la majoria de marcadors de 

membrana de cèl·lula B; característica única entre els limfomes de cèl·lula B.[79] Això reforçaria 

la hipòtesis de que aquestes cèl·lules BCR negatives eviten l’entrada en apoptosis i sobreviuen. 

Les alteracions genètiques relacionades amb aquesta patologia són encara desconegudes, en 

la majoria de casos existeixen alteracions numèriques de cromosoma així com amplificacions i 

deleccions d’agunes regions cromosòmiques.[80;81] 
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Figura 10. Procés de maduració d’una cèl·lula B. (K üppers, Nature Reviews Cancer 2005) 

Algunes de les aberracions cromosòmiques són recurrents com per exemple el guany de 2p i 

9p, però la identificació de gens rellevants està encara pendent. S’han identificat alteracions 

genètiques que contribueixen a l’activació constitutiva de la via de NF-kB.[82-85] A més a més, 

últimamament s’ha vist l’expressió aberrant de múltiples proteïnes i l’activació de vies de 

senyalització que contribueixen a la supervivència de les cèl·lules de H/RS. En concret 

l’activació de Notch1, de múltiples receptors Tirosina quinases, de les vies de PI3K/AKT i 

MEK/ERK i dels factors de transcripció NF-kB, STAT i AP-1. La inhibició experimental d’alguns 

d’aquests mòduls de senyalització revel·la la importància de la seva activació constitutiva en les 

cèl·lules de H/RS, pel manteniment de la supervivència i la proliferació. (Taula 6) 

D'altra banda, el punt clau és l'escapada de les cèl·lules de H/RS de l'entrada en apoptosis, i 

algunes de les vies que són actives de forma constitutiva contribueixen a la supervivència 

d'aquestes cèl·lules, sent potser NF-kB, el factor més important.  
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Taula 6. Vies de senyalització, factors de transcri pció activats constitutivament en les cèl·lules de H/RS i 

efectes proposats de l’activació. 

 

 

Ambdues vies convergeixen a nivell de la caspasa 3 i 7, les quals són activades per ruptura de 

la seva forma inactiva (procaspasa) per la caspasa 9, i provoquen l'entrada en apoptosis. Les 

cèl·lules de H/RS expressen CD95 (Fas) i altres membres de la família dels TNFR com TNF-

R1, TRAIL-R1 i TRAIL-R2.[86;87] Les cèl·lules de H/RS també expressen CD95 lligand,[88;89] 

però tot i així s'han mostrat resistents a la inducció de mort cel·lular per aquesta via en estudis 

in vitro.[90] En alguns casos, en freqüència molt baixa, s'han trobat mutacions al gen CD95 que 

causen aquesta resistència.[86;91] Es pot destacar la detecció d'elevats nivells d'expressió de 

la proteïna cel·lular inhibitòria FLICE (c-FLIP) a les cèl·lules de H/RS,[92] una proteïna que 

regula negativament l'entrada en apoptosis via CD95, interferint en la formació del complexe 

DISC. El Knockdown per a c-FLIP produeix una sensibilització de les línies cel·lulars derivades 

de LH a la inducció de mort cel·lular via CD95, cosa que implica que c-FLIP juga un paper 

central en la prevenció de l'entrada en apoptosis intervinguda per CD95 a les cèl·lules de 

H/RS.[93] 

Aquestes cèl·lules també mostren un mal funcionament en la via intrínseca d'apoptosis. 

L'activitat de les caspasses està modulada per les proteïnes inhibidores d'apoptosis. Les 

proteïnes XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis) s'uneixen a les caspasas 3, 7 i 9, i inhibeixen la 

seva activitat proteolítica. La sobreexpressió d'aquestes per diferents estímuls provoca la 

inhibició de l'apoptosis i recentment s'ha detectat la seva expressió en línies cel·lulars de LH i 

Via de senyalització Efecte proposat per a l’activació 

JAK-STAT Indueix la proliferació i promou la supervivencia 

AP-1 Indueix proliferación. 

Notch1 
Indueix proliferació, inhibeix l’apoptosis i possiblement 

redueix el fenotip de cèl·lula B 

MAPK/ERK Indueix proliferació i inhibeix apoptosis. 

PI3K/AKT Promou supervivència 

NF-kB 
Inhibeix apoptosis, indueix proliferació, recluta cèl·lules T 

cap al limfoma i promou disseminació 

Receptors de Tirosina Quinases: PDGFRA, DDR2, EPHB1, 

RON, TRKB, TRKA y MET. 
Indueix proliferació, altres 
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en cèl·lules de H/RS provinents de biopsies[94]. La inhibició de les proteïnes XIAP en cèl·lules 

de LH, restaura de nou la sensibilitat de les cèl·lules a l'entrada d'apoptosis via caspasa 3. 

La sobreexpressió de c-FLIP a les cèl·lules de H/RS pot ser deguda a l'activitat constitutiva de 

NF-kB, però l'expressió de les proteïnes XIAP sembla ser independent de l'activació de NF-kB. 

[95;96]  

 

1.6.5 Virus de l’Epstein Barr en el LH  

El VEB és un herpesvirus de tipus gamma 1 que és present en el 90% de la població adulta 

mundial. La infecció normalment es desenvolupa durant la infantesa, encara que la 

primoinfecció clínicament aparent és la mononucleosis infecciosa, que generalment afecta els 

individus que no han tingut contacte amb el VEB fins a la joventut. La seva porta d'entrada és 

l'orofaringe (a través de la saliva) i després de la primoinfecció els individus es converteixen en 

portadors de la infecció durant tota la vida. 

El virus infecta inicialment les cèl·lules epitelials de l'orofaringe utilitzant per penetrar en elles la 

glicoproteïna 350/220 del seu embolcall que s'uneix el receptor cel·lular CD21. Amb la 

producció de nous virions s'infecten les cèl·lules contigües. Durant aquesta fase el VEB infecta 

als limfòcits B i prolifera en sang perifèrica i ganglis limfàtics. Després de la infecció primària, el 

VEB roman present en una petita població de limfòcits B, en una situació de relativa inactivitat 

coneguda com a infecció latent. En el cicle lític es produeix replicació, síntesi proteica i gènesi 

de nous virions, mentre que en la fase de latència es produeixen només algunes proteïnes i no 

es desenvolupen virions. Durant la fase latent s'expressen de forma constant dos RNAs no 

codificants, EBER-1 i 2, i les proteïnes latents: els antígens nuclears EBNA-1, 2, 3 A, 3B, 3C i 

LP, i les proteïnes de membrana cel·lular LMP-1, 2A i 2B. Totes aquestes proteïnes no 

s'expressen alhora a la mateixa cèl·lula hoste i depenent dels gens expressats s'han descrit 3 

tipus diferents de latència, que s'observen en les diferents línies cel·lulars i en les diferents 

patologies associades al VEB. En el limfoma de Hodgkin trobem el tipus de latència II, amb 

l'expressió d'EBNA-1, LMP-1, LMP-2A/B i EBERS. Les diferències entre els gens que 

codifiquen les proteïnes EBNA2, 3A i 3C permeten distingir els dos subtipus de VEB, 

denominats VEB 1 i 2.  
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Figura 11. Expressió de LMP1 en cèl·lules de Hodgki n i de 

Reed Sternberg VEB + (Hans knecht, et al 2010).  

 

La persistència del VEB en la fase de latència als limfòcits B infectats o en teixits, es veu 

afavorida pel baix nombre de proteïnes que se sintetitzen, la qual cosa redueix les possibilitats 

que siguin reconegudes per les cèl·lules T citotòxiques i pertant esquiven la resposta immune. 

Una de les proteïnes que s'expressen en major quantitat és LMP-1, la qual juga un paper 

important ja que és capaç d'alterar funcions crítiques de la cèl·lula B, com la transcripció 

gènica, el control del cicle cel·lular i la regulació de l'apoptosis (Figura 11). És mitjançant 

aquesta proteïna que el VEB garanteix la supervivència de la cèl·lula infectada i la seva 

pròpia.[97] 

Aproximadament en un 40% dels casos de LHc, les cèl·lules de H/RS estan infectades per 

VEB. El VEB mostra un patró monoclonal d'infecció i persisteix a través del curs de la malaltia, 

cosa que suggereix que juga un paper important en el procés de patogènesis.[98] Durant la 

seva infecció, el VEB en el LHc expressa: EBNA-1 que és important per a la replicació de la 

genoma viral, LMP-1 que mimetitza el receptor CD40 activat que té un paper important en la 

diferenciació dels limfòcits B i en la supervivència de les cèl·lules B de centre germinal [99] i 

activa NFkB, i LMP-2a que és una proteïna relacionada amb la família src de les tirosina 

quinases que participa en el control del cicle lític del VEB i a més pot subsituir la funció del 
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BCR, essent un senyal de supervivència essencial per a les cèl·lules B.[100;101] LMP-2 pot 

estar rescatant les cèl·lules del CG que tinguin mutacions que desafavoreixin l’apoptosis.[102] 

Malgrat tot això, no és encara gaire clar si el VEB és capaç de rescatar les cèl·lules BCR 

deficients de l'entrada en apoptosis en els CG. Tres estudis van abordar aquesta qüestió  i van 

observar que VEB era capaç de rescatar de l'entrada en apoptosis. No obstant això, els 

estudis tenien la limitació que el tipus de latència que mostrava el VEB en el rescat era del 

tipus III amb l'expressió de 9 proteïnes, mentre que en el LH expressa el tipus II amb 

l'expressió de només 3 proteïnes. Una de les explicacions per a aquest fet podria ser que en el 

rescat inicial s'expressés la latència III i després aquesta passés a II. A més, les dues 

proteïnes probablement més importants en el rescat de les cèl·lules B i en el procés de 

limfomagènesis, LMP-1 i LMP-2a, s'expressen en els dos tipus de latència. La supervivència 

de les cèl·lules deficients de BCR a través de la infecció del VEB demostra el paper central del 

VEB als estadis primerencs de la patogènesis del LH.[103-106] 

1.6.6 Paper del microambient en el LH  

El Limfoma de Hodgkin clàssic es caracteritza per una infiltració de diferents subtipus cel·lulars 

del sistema immune, incloent: cèl·lules T, cèl·lules B, cèl·lules plasmàtiques neutròfils, 

eosinòfils i mastòcits. (Figura 12) Les cèl·lules de HRS representen un 1% de la cel·lularitat 

total en el tumor. Aquest microambient és essencial per la supervivència de les cèl·lules de 

H/RS. Aquest fet ve demostrat per la dificultat d’aquestes cèl·lules de créixer en cultius o en 

ratolins immunodeprimits. Sembla ser que les cèl·lules de H/RS regulen el microambient 

promovent l’atracció d’algunes cèl·lules infiltrants mitjançant la secreció de citoquines, com per 

exemple: CCL5, CCL17 i CCL22 que atrauen cèl·lules TH2 i Treg.([107;108] La secreció d‘IL-5, 

CCL5, CCL28 i factors estimuladors de colònies (granulòcits-macròfags) causen el reclutament 

d’eosinòfils al microambient del Limfoma de Hodgkin.[107] CCL5 a més a més atrau cèl·lules 

mastocítiques. Per altra banda les cèl·lules de HRS també secreten IL-8 la qual atrau els 

neutròfils. Aquestes citoquines no només tenen un efecte en l’atracció de cèl·lules cap al 

microambient, sinó que a més a més tenen un efecte directe en la supervivència i la 

proliferació com s’ha demostrat en el cas de CCL5.  
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Les cèl·lules CD4+ normalment representen una gran població cel·lular en el teixit limfoide, una 

fracció d’aquestes cèl·lules són cèl·lules T “helper” CD4+ i poden tenir un paper patogènic en 

l’estimulació de la supervivència de les cèl·lules de H/RS.   

Algunes interaccions cel·lulars en el teixit del Limfoma de Hodgkin poden involucrar múltiples 

molècules. Les cèl·lules de H/RS estimulen els fiblroblasts mitjançant diferents factors com 

TNFα, factors de creixement transformant β (TGFβ) i factors de creixement fibroblàstic; 

l’activació de fibroblasts a la vegada produeix eotaxin i CCL5, contribuint a l’atracció d’eosinòfils 

i cèl·lules T reguladores dins el Limfoma de Hodgkin.[109] 

El microambient cel·lular del LH tendeix a evadir l’atac de les cèl·lules T citotòxiques o les 

cèl·lules NK (natural killers). Una gran part de cèl·lules T CD4+ no són cèl·lules T “helper” sinó 

que són cèl·lules T reguladores, aquestes cèl·lules poden tenir un paper patogènic ja que 

existeixen indicis que poden suprimir l’acció citotòxica de les cèl·lules T, inhibint l’atac 

d’aquestes cèl·lules T contra les cèl·lules de H/RS.[110]  

 

 

 

Figura 12. Esquema de les interaccions cel·lulars d e les cèl·lules de HRS amb el microambient 

(Küppers, Nature Reviews 2008) 
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Com s’ha dit anteriorment el virus de l’Epstein Barr també pot tenir un paper important en la 

patogènia del LH. Aquelles persones que han patit una mononucleosis infecciosa tenen un risc 

més elevat de patir un Limfoma de Hodgkin VEB+; durant aquesta infecció les cèl·lules de 

H/RS perden les seves característiques clau.[111;112] 

Finalment pertant podem dir que les cèl·lules característiques d’aquesta patologia, les cèl·lules 

de H/RS atrauen diferents cèl·lules en el seu microambient tumoral que afavoreix la seva 

supervivència i les ajuden a evadir l’atac de cèl·lules T citotòxiques i de cèl·lules NK.   



                                                                      Introducció/ Història i Concepte dels microRNAs 

 

 59 

1.7  Història i Concepte dels microRNAs 

A finals dels anys 80, un grup de científics liderats per R. Jorgensen treballava per l’obtenció de 

petúnies més acolorides mitjançant la introducció en la planta d’una copia extra del gen d’un 

enzim que participava en la producció de pigments d’antocianina, el qual atorgava el color 

porpra a aquestes flors. Els resultats van ser sorprenents ja que s’esperaven obtenir petúnies 

transgèniques molt més acolorides i per contra van obtenir flors blanques que per tant no tenien 

pigments d’antocianines.[113] Al mateix temps, científics de la Universitat de Roma que 

treballaven amb el fong Neurospora crassa intentaven sobreexpressar un pigment taronja que 

sintetitza el fong també introduint copies extra del gen, i els resultats obtinguts van ser els 

mateixos que en el cas anterior. Per tant es va demostrar que aquest fenomen, denominat fins 

ara per Jorgensen “co-supressió” i que passaria a dir-se “quelling”, no era únic de les petúnies. 

Més tard es va veure que aquest fet succeïa a nivell post-transcripcional i llavors es va 

denominar “Silenciament de gens post-trancripcional” o PTGS. Al 1995 un estudiant de la 

Universitat de Cornell que treballava introduint oligonucleòtids antisentit a Caenorhabditis 

elegans (nemàtode) per inhibir l’expressió d’alguns gens involucrats en el desenvolupament, va 

veure que era molt més eficient la supressió del gen i més duradora si introduïa l’oligonucleòtid 

forward i reverse. Malgrat aquests resultats no va poder explicar aquest fenòmen. Va ser al 

1998 quan el grup de C. Mello de la Universitat de Carnegie, va demostrar que el PTGS era 

produït per la formació de RNA de doble cadena en el nemàtode.[114] A. Fire que també 

treballava en aquest grup va denominar RNA d’interferència (RNAi) a la molècula que 

provocava aquest comportament. Actualment es sap que el fenomen de PTGS i quelling que es 

produeix en plantes i fongs i el fenomen de RNAi que es produeix en animals són el mateix. 

També es presenta en llevats i insectes, però no hi ha constància de la seva existència en 

bacteries. L’RNA d’interferència és un mecanisme molt poderós pel qual es regula l’expressió 

gènica en el citoplasma mitjançant la repressió de la traducció dels RNA missatgers (RNAm), la 

seva degradació i es limita la invasió de gens estranys provinents de virus i de transposons. Els 

microRNAs van ser descoberts per Victor Ambros l’any 1993, però no se’ls hi va donar nom fins 

l’any 2001 quan es van publicar tres articles a la revista Science descrivint la seva funció. L’any 

2008 mitjançant anàlisis computacionals es va suggerir la presència d’uns 50.000 microRNAs 

diferents al genoma humà capaços de regular milers de gens.  
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1.7.1 Estructura dels microRNAs 

Els microRNAs són molècules petites d’uns 22 nucleòtids que es troben codificats en gens, es 

transcriuen del DNA però no codifiquen per proteïnes i actuen com a reguladors de l’expressió 

gènica unint-se a l’RNA missatger i inhibint la seva traducció a proteïna.   

Els microRNAs van ser descoberts inicialment l’any 1993 i van veure que el gen lin-4 que actua 

en el control del desenvolupament de C.elegans no codificava per una proteïna sinó que 

produïa 2 microRNAs petits un de 22 nucleòtids i l’altre de 61, aquest últim van veure que podia 

adoptar una conformació en stem loop. Van observar com aquests RNAs tenien zones 

antisense complementàries  a múltiples llocs de la zona UTR 3’ del gen lin-14.(Figura 13)[115] 

El grup de Ruvkun el mateix any van veure que encara que els nivells d’RNA missatger de lin-

14 fossin els mateixos la quantitat de proteïna es veia disminuida.[116] Després del 

descobriment de lin-4 a C.elegans s’han descobert altres microRNAs en altres espècies els 

quals presenten un patró d’expressió depenent del tipus cel·lular i del teixit.[117] 

 

                                                                      

Figura 13. Estructura del let-7. En aquesta figura 

podem observar l’estructura de let-7 abans de ser 

processat. En gris veiem la seqüència madura del 

let-7 que es troba perfectament conservada en les 

tres espècies mentre que la resta de la seqüència 

que anomenem del microRNA encara immadur 

varia en cada una d’elles. 

L’any 2000 els grups de Reinhart i Slack van trobar un altre microRNA el let-7a a C.elegans 

que codificava per un RNA regulador d’uns 22 nucleòtids i que actuava promovent el 

desenvolupament de la larva fins a la forma adulta.[118;119] Fins el moment s’han registrat un 

total de 8619 entrades de microRNAs. (Figura 14) 
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Figura 14. Evolució del número de microRNAs descobe rts desde l’any 2002 

fins a finals del 2008, segons la base de dades de miRBase . 

 

1.7.2 Biogènesis dels microRNAs 

Els microRNAs són molècules de 22 nucleòtids de cadena senzilla, que no codifiquen per 

proteïna, aquestes molècules poden regular l’expressió dels seus gens diana unint-se de forma 

complementària a l’RNA missatger. En mamífers s’han trobat cents de microRNAs alguns dels 

quals són específics de teixit o específics segons l’estadi de desenvolupament. Alguns 

microRNAs són reguladors importants del desenvolupament tant en animals com en 

plantes.[120;121]   

La majoria dels microRNAs caracteritzats es troben en regions intròniques de gens que 

codifiquen per proteïnes (90%) mentre que també els podem trobar en regions intergèniques o 

exòniques. Els transcrits primaris (pri-microRNA) són generats per la polimerasa 2. Els pri-

microRNAs poseeiexen un grup 7- metil-guanosina a la regió 5’ que està poliadenilada.[122] 

Aquest pri-microRNA forma una estructura de hairpin stem-loop la qual és tallada al nucli per 

una ribonucleasa anomenada Drosha; aquesta talla de forma assimètrica les dues cadenes per 

llocs  propers a la base de l’estructura primaria en forma de stem loop, de forma que el 

producte resultant dona lloc a un pre-microRNA d’uns 60-70 nucleòtids, que serà processat en 

els passos següents. 

 Aquest pre-microRNA serà exportat al citoplasma mitjançant la Exportin 5, un cop al 

citoplasma aquesta molècula de 70 nucleòtids serà tallada per la endonucleasa RNasa III 

anomenada Dicer. En aquest punt tenim una molècula de doble cadena anomenada microRNA 
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duplex, del qual se separaran les dues cadenes i una d’elles donarà lloc al microRNA madur 

d’uns 20-25 nucleòtids que s’incorpora al complexe ribonucleoproteic conegut com a RNA-

induced silencing complex (RISC).[123;124] 

 

Figura 15. Esquema de la biogènesi dels microRNAs d es del nucli de la 

cèl·lula fins que el microRNA reconeix l’RNA missat ger diana. (Chen CZ, 

NEJM 2008) 

 

Aquest complexe confereix d’una maquinària catalítica responsable de la degradació de l’RNA 

missatger diana i de la inhibició de la traducció, mentre que l’altre cadena és degradada. 
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La cadena que no és degradada es coneix com la cadena “guia” que és seleccionada per la 

proteïna Argonauta en funció de l’estabilitat de l’extrem 5’. L’altre cadena, la cadena sentit, és 

degradada pel complexe RISC. (Figura 15) 

Els microRNAs s’aparellen amb la seqüència de bases amb la molècula d’RNA missatger 

complementària; i en animals la majoria dels casos indueixen la inhibició de la traducció 

d’aquest RNA missatger.   

Encara no queda clar com el complexe RISC localitza els RNA missatgers complementaris a 

l’interior de la cèl·lula. 

Les proteïnes Argonauta es troben localitzades a les regions específiques del citoplasma 

anomenades P-bodies (cossos P, cossos citoplasmàtics o cossos GW), els qual són regions 

amb altes tasses de degradació d’RNA missatger.[125]  

 

1.7.3 Mecanismes d’acció dels microRNAs 

Els mecanismes pels quals els microRNAs regulen l’expressió gènica són encara en un intens 

debat.[125;126] Hi ha diversos treballs publicats que indiquen que els microRNAs en cèl·lules 

animals reprimiexen l’expressió gènica de 4 maneres diferents: 

    * degradació de la proteïna durant la traducció 

    * inhibició de la elongació de la traducció 

    * terminació prematura de la traducció (disgregació dels ribosomes) 

    * inhibició de la iniciació de la traducció 

A més a més els microRNAs en animals poden induir la degradació dels mRNA diana encara 

que la complementarietat no sigui total. Tot i que els mecanismes de degradació solen ser 

diferents, els microRNAs indueixen la degradació dels mRNA diana mitjançant l’eliminació de 

l’extrem 5’ i de la cua poli-A de 3’.[127]  

S’han proposat diferents mecanismes d’acció i les diferències observades es deuen a 

deficiències en els experiments realitzats, en alguns casos originats per la utilització de models 

erronis en els estudis de regulació de la traducció.[128] 

Estudis recents han detectat que en determinades condicions, els microRNAs poden activar la 

síntesi protèica,  és el cas del microRNA miR-369-3 que s’ha vist associat de forma directa als 

elements AREs, regions riques en AU per tal d’activar la traducció i als microRNPs (micro-

ribonucleoproteins) que tenen un paper molt versàtil en resposta al cicle cel·lular. Van proposar 
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que la regulació de la traducció per part dels microRNPs oscil·lava entre la repressió i l’activació 

durant el cicle cel·lular.[128;129]  

1.7.4 Característiques generals dels microRNAs:  

• S’associen a la regió 3’ UTR dels RNA missatger diana. 

• Es necessiten molts llocs d’unió per activar la resposta dels microRNAs (la unió d’un de 

sol no produeix efectes significatius en la majoria dels casos) 

• Un RNA missatger està regulat per diferents microRNAs 

• Un únic microRNA pot controlar l’activitat de cents de RNAs missatgers diferents[130] 

 

En un estudi publicat al Nature del 2008 del grup de Selbach i els seus col·laboradors, utilitzen 

una tècnica d’espectrometria de masses SILAC (Stable Isotope Labelling with Aminoacids in 

Cell cultura) com a marcadors estable dels aminoàcids amb isòtops pesats en cultiu cel·lular 

per detectar les proteïnes afectades de reduir o augmentar els nivells d’un microRNA concret. 

Aquests estudis mostren com un únic microRNA pot reduïr els nivells de gran quantitat de 

proteïnes mitjançant el bloqueig de la traducció. [131;132] 

L’efecte dels microRNAs sobre les proteïnes pot ser útil de forma que els nivells d’expressió de 

la proteïna no variïn gaire o pot ser més potent de manera que els microRNAs intervenen en la 

regulació de l’expressió gènica de forma complexa i interconnectada. 

. 

• L’especificitat i la funció dels microRNAs està determinada per la seqüència llavor, 

aquesta seqüència consta de 2 a 7 nucleòtids i es troba a la regió 5’ UTR dels 

microRNAs madurs. 

• Aquests nucleòtids han de ser obligatoriament complementaris al RNA missatger 

diana.[133] 

• Un microRNA pot ser funcional encara que no hagi estat sintetitzat al nucli: un 

microRNA introduit a la cèl·lula per transfecció pot inhibir eficaçment la síntesis de 

proteïnes.  

 

Hi ha diverses teories que discuteixen sobre el grau de complementarietat que ha d’existir entre 

el microRNA i l’RNA missatger per tal que es porti a terme la inhibició de la traducció. Segons 
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Doench i Sharp, l’habilitat dels microRNAs per suprimir la traducció depèn en gran part de 

l’energia lliure d’unió dels 8 primers nucleòtids dels extrems 5’.[134] Segons aquesta teoria, un 

sol microRNA pot inhibir un gran número de gens. 

Quan un microRNA guia l’RNA missatger cap a la degradació el tall es produeix exactament al 

mateix lloc en què els siRNA actuarien, entre els nucleòtids 10 i 11 del microRNA.[135]  

Després de la degradació de l’RNA missatger, el microRNA roman intacte i pot guiar fins al 

reconeixement i la destrucció dels RNA missatgers addicionals. En general en aquest 

mecanisme d’acció la complementarietat es pot donar tant en regions codificants com en 

regions 3’UTR. 

S’ha descobert algun cas on s’ha vist que el microRNA s’uneix a la regió 5’UTR no codificant. 

En aquest cas el microRNA té funció activadora de l’expressió gènica, encara que no està clar 

si es tracta d’un mecanisme únic o si representa un mecanisme desconegut encara dels 

microRNAs.[136] 

A continuació podem veure una figura on es mostren totes les possibles localitzacions dels 

microRNAs en els transcrits d’RNA. Desde regions intròniques, intergèniques com exòniques 

(Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 16. Esquema de la localització dels microRNA s en els transcrits 

d’RNA. (Cai X et al. RNA 2004) 
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1.7.5 MicroRNAs i càncer 

Des de que es van descobrir els microRNAs ja hi ha diversos estudis que avalen el paper 

d’aquests en processos tumorals. Se sap que els microRNAs es troben de forma freqüent en 

regions genòmiques associades al càncer, en regions que s’anomenen fràgils.[137] Els 

microRNAs tant poden actuar com a oncogens com a gens supressors de tumors, com és el 

cas del cluster miR-17-92 que en unes condicions pot tenir una funció oncogènica mentre  que 

amb unes altres condicions podria tenir la funció inversa.[138;139] 

Des de fa pocs anys s’han establert patrons d’expressió de microRNAs per relacionar-los d’una 

forma directa amb el diagnòstic, l’estadi, la progressió de la malaltia, el pronòstic o la resposta 

al tractament. Aquests patrons s’han utilitzat per identificar aquells que són diana d’activació de 

vies oncogèniques o aquells que estan involucrats amb gens que codifiquen per proteïnes 

relacionades amb el càncer.[138;140] 

L’expressió aberrant d’aquests microRNAs està associada a molts tipus de càncer, tant en 

tumors sòlids com en hematològics. Encara que el mecanisme pel qual es veu alterada la seva 

funció i els mecanismes de regualció d’aquests no es coneixen del tot. Tot i que recentment 

s’ha suggerit que existeix un mecanisme pel qual alguns microRNAs queden segrestats. 

Aquest mecanisme es coneix amb el nom de “mimicry” es tracta de gens que no codifiquen per 

proteïnes i que tenen uns motius d’unió complementaris a algun microRNA, aquest fet fa que el 

microRNA quedi unit i no pugui actuar inhibint la traducció a proteïna o degradant directament 

l’RNA missatger diana en plantes.[141] A la figura següent, Figura 17, podem observar un 

esquema de com actuaria aquest mecanisme. 

                                                  

 

Figura 17. Model d’inhibició de la 

funció dels microRNAs anomenat 

“ mimicry ” (José Manuel Franco-

Zorrilla, Nat Genet. 2007) 
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1.7.6 MicroRNAs en hematologia 

El procés que anomenem hematopoiesis està sustingut per una continua diferenciació de les 

stem cell hematopoiètiques multipotents cap a cèl·lules progenitores hematopoiètiques donant 

lloc a les línies cel·lulars sanguínies madures. La regulació de la hematopoiesis consisteix en 2 

esglaons, l’autorenovació de les stem cell hematopoiètiques i la diferenciació de les stem cell 

hematopoiètiques i les cèl·lules progenitores hematopoiètiques. La diferenciació de les stem 

cell hematopoiètiques dóna lloc a la formació de cèl·lules multipotents que han perdut la 

capacitat d’autorenovació però encara tenen capacitat de diferenciació cap a diferents tipus 

cel·lulars. 

Les cèl·lules progenitores hematopoiètiques (CPH) generen progenitors linfoides comuns 

capaços de formar limfòcits B i T i progenitors mieloides comuns que seran els encarregats de 

donar lloc als eritròcits, megacariòcits, granulòcits i monòcits. 

 

1.7.6.1 Paper dels microRNAs en hematopoiesis 

El primer estudi que es va realitzar que descrivia el paper d’alguns microRNAs en la 

diferenciació hematopoiètica va ser l’any 2004. En aquest estudi van veure com els 

microRNAs: miR-142, miR-181 i miR-223 estaven significativament sobrexpressats en cèl·lules 

hematopoiètiques i que la seva expressió estava regulada durant la hematopoiesis precoç. El 

microRNA miR-181 es trobava preferencialment expressat en cèl·lules B linfoides de mèdul·la 

òssea de ratolins i la seva expressió ectòpica en stem cells hematopoiètiques donava lloc a un 

increment de la fracció de cèl·lules de la línea B tant en assajos de diferenciació de cultius de 

teixit com en ratolins adults. miR-142 es va veure sobreexpressat en la línea B i la línea 

mieloide; mentre que miR-181 ho feia de forma restringida a la línea mieloide. Aquests resultats 

mostraven com els microRNAs poden jugar un paper important en la diferenciació cel·lular 

durant l’hematopoiesis.[142]  

Un altre estudi de Felli i els seus col·laboradors l’any següent van veure com els nivells de 2 

microRNAs: miR-221 i miR-222 es trobaven sobreexpressats  en cèl·lules progenitores CD34+ 

mentre que els nivells d’aquests dos microRNAs disminuïen de forma gradual durant la 

diferenciació i la maduració. Mitjançant un anàlisi bioinformàtic de cerca de targets van veure 

que tenien com a possible diana el gen Kit i el van validar mitjançant la tècnica de la luciferasa; 
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a més a més els nivells de l’RNA missatger es correlacionaven de forma inversa amb els nivells 

dels microRNAs. Van proposar que aquests 2 microRNAs debiliten la proliferació i l’acceleració 

de la diferenciació de les cèl·lules eritropoiètiques juntament amb la regulació del gen Kit. 

Nivells baixos d’aquests microRNAs durant el creixement eritropoiètic permeten la traducció de 

la  proteïna Kit.[143]  

La diferenciació dels granulòcits humans està controlada pel circuit regulatori on està implicat el 

miR-223 i dos factors de transcrpció: NFI-A i C/EBPalpha, aquests dos factors de transcripció 

competeixen pels llocs d’unió de la seqüència promotora del gen MIRN223 (miR-223). La unió 

de NFI-A inhibeix l’expressió del microRNA mentre que la unió de C/EBPalpha el 

sobreexpressa. La competència amb C/EBPalpha i la diferenciació granulocítica està afavorida 

per un feed-back negatiu en el qual miR-223 reprimeix la traducció de NFI-A.[144] 

En un altre estudi van analitzar el perfil d’expressió d’alguns microRNAs en cèl·lules 

progenitores hematopoiètiques CD34+, entre ells van veure com miR-10a, miR-126, miR-106, 

miR-10b, miR-17 i miR-20 es trobaven infraexpressats, pertant gens involucrats en la 

diferenciació megacariocítica quedarien desbloquejats.[145] 

Recentment el grup de Georgantas l’any 2007 van identificar un grup de 33 microRNAs 

l’expressió dels quals era comuna entre la medul·la òssea i la sang perifèrica en stem cells 

progenitores hematopoiètiques entre ells: miR-155, miR-181a, miR-221, miR-222, miR-223, 

miR-146 i miR-16-1. Fent un anàlisis bioinformàtic dels gens diana sobre els quals actuarien 

aquests microRNAs  van veure que miR-146, miR-155 i miR-181a podien actuar prevenint la 

diferenciació de les cèl·lules progenitores prematures cap a  estadis més madurs, mentre que 

miR-16-1, miR-103 i miR-107 podien actuar bloquejant la diferenciació cap a estadis més 

tardans en el desenvolupament. miR-221, miR-222 i miR-223 es van proposar com a 

controladors del desenvolupament hematopoiètic en estadis finals. A més a més van veure que 

miR-155 controla la diferenciació mieloide i eritrocitària.[146] 

A part d’estudiar el paper que juguen els microRNAs en la hematopoiesis també s’ha estudiat, 

en ratolí, el paper de Dicer. Mitjançant la seva deleció al timus en dos moments diferents: en 

estadis més prematurs de desenvolupament de les cèl·lules T i en estadis més avançats. 

Sorprenentment en els dos estudis realitzats aquesta deficiència pot no inhibir la diferenciació 

de les cèl·lules T, però pot bloquejar el desenvolupament de CD8+ perifèric i reduir el nombre 

de cèl·lules CD4+, que quan són estimulades augmenta l’apoptosis i disminueix la proliferació. 
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Aquests estudis avalen la hipòtesis de que la vida mitja dels microRNAs en aquests 

experiments és més llarga del que cabria esperar i que els microRNAs poden ser importants en 

el desenvolupament de les cèl·lules T. [147;148] Encara que Dicer és una molècula important 

en el desenvolupament embrionari, el paper dels microRNAs per determinar estadis més 

avançats del desenvolupament de limfòcits, queda poc clar. [149;150] 

 

1.7.6.2 Paper dels microRNAs en leucèmies 

S’han fet diversos estudis de microRNAs en leucemies. L’any 2006 Landais i els seus 

colaboradors van concloure que la sobreexpressió de miR-106a, miR-20b, miR-19b-2 i miR-92-

2 té un potencial oncogènic important i van veure per primera vegada alguns gens diana 

d’aquests microRNAs implicats en leucèmies de cèl·lules T.[151] 

També relacionat amb leucèmia de cèl·lules T, s’ha vist que miR-93 i miR-130b actuen a la 

regió 3’ UTR del gen TP53INP1 (supresor de tumors), també van veure com augmentant 

l’expressió d’aquest gen incrementava l’apoptosis i pertant aquest estava implicat en la 

proliferació i la supervivència.[152] 

En un altre estudi van identificar alguns microRNAs diferencialment expressats entre cèl·lules 

de LLC i CD5+. Mitjançant arrays d’expressió de microRNAs van identificar 2 grups de 

microRNAs relacionats amb la presència de mutacions a la regió variable de la cadena pesada 

de les immunoglobulines.[153] 

També en cèl·lules de LLC s’ha vist que hi ha una reducció global dels nivells d’expressió de 

microRNAs, alguns com miR-181a, let-7a i miR-30d s’han vist constitutivament infraexpressats i 

sorprenentment els RNA missatgers diana d’aquests es troben localitzats en una petita regió 

del cromosoma 1, que es troba freqüentment alterada en càncers.[154] 

Els microRNAs miR-143 i miR-145 són dos marcadors biològics que permeten diferenciar entre 

cèl·lules B malignes i cèl·lules B normals, aquests contribueixen a la carcinogènesis ja que 

inhibeixen el creixement cel·lular actuant sobre ERK5.[155] 

Els microRNAs miR-15 i miR-16 es troben localitzats a 13q14, una regió freqüentment 

delecionada en més de la meitat dels casos de LLC; l’expressió d’aquests microRNAs mostra 

que es troben delecionats o infraexpressats en la majoria dels casos i a més a més s’ha vist 

que aquests microRNAs actuen sobre Bcl2 induint l’apoptosis in vitro, cosa que fa pensar que 

juguen un paper important com a gens supressors de tumors.[156;157]  
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Pel que fa a la leucèmia mieloide aguda (LMA) respecte la leucèmia linfoblàstica (LAL), es van 

trobar dos grups de microRNAs que ens permetien classificar aquests dos grups miR-128a, 

miR-128b, miR-151*, miR-5, miR-130b i miR-210 es trobaven sobreexpressats en LAL respecte 

LMA mentre que un altre grup de 21 microRNAs ho feien en LMA respecte LAL.[158] 

També s’ha vist que en ratolins transgènics la sobreexpressió de miR-155 provoca una malaltia 

linfoproliferativa semblant a la leucèmia aguda linfoblàstica en humans, aquest fet dóna suport 

a la hipòtesis que la sobrexpressió d’aquest microRNA està implicat directament en l’inici i la 

progressió de la malaltia.[159] 

El Juny del 2008 el grup de Bueno MJ i els seus col·laboradors, van veure com una regió 

cromosòmica fràgil que es perd en moltes malalties hematològiques codifica per un 12% de tots 

els microRNAs, incloent el miR-203. Aquest microRNA està a més a més hipermetilat en molts 

tumors hematopoiètics, incloent la LMC i alguna LAL. miR-203 actuaria sobre el gen ABL1, que 

es troba activat en malalties hematològiques. La re-expressió d’aquest microRNA redueix els 

nivells de proteïna ABL1 i BCR-ABL1 (proteïna de fusió) i inhibeix la proliferació cel·lular. 

Aquest microRNA actua com a supressor tumoral i la re-expressió d’aquest pot tenir beneficis 

terapèutics en algunes malalties hematopoiètiques.[160] L’expressió ectòpica de miR-223 és 

suficient per reprogramar la diferenciació mieloide programada en diferents subtipus de 

leucemia.[161] 

També l’any 2008 un grup anglès van intentar relacionar l’expressió de microRNAs amb els 

cariotips diferents en la LMA, van veure que efectivament existeix un potencial important de 

classificació dels microRNAs i que pertant aquests estan jugant un paper important en la 

etiologia de la leucemia.[162] 

 

1.7.6.3 Paper dels microRNAs en limfomes 

En el cas dels limfomes s’ha estudiat el cluster miR-17-92 i el seu paper en la limfomagènesis. 

Inomata i els seus col·laboradors van transfectar el cluster en dos línies cel·lulars, genèticament 

diferents de limfoma de cèl·lules B. Les cèl·lules Raji transfectades amb el cluster mostraven un 

augment de l’expressió de Bcl2, mentre que les cèl·lules SUDHL4 tranfectades mostraven un 

augment del creixement, facilitant la progressió del cicle cel·lular a G1 i una disminució de 

l’expressió de CDKN1A. Això feia pensar que el cluster miR-17-92 té un paper important en la 



                                                                      Introducció/ Història i Concepte dels microRNAs 

 

 71 

limfomagènesis i que tenia diferents dianes d’acció en els diferents subtipus de limfomes de 

cèl·lules B.[163]  

Quatre microRNAs miR-210, miR-155, miR-106a i miR-17-5p es van trobar significativament 

sobreexpressats en limfoma difús de cèl·lules B grans (LDCBG) respecte teixit normal mentre 

que un grup d’onze microRNAs es trobaven infraexpressats. [164]  

L’expressió de microRNAs s’ha vist com a eina d’utilitat a l’hora de fer un diagnòstic. 

Comparant els nivells de 3 microRNAs (miR-155, miR-210 i miR-21) en sèrum de pacients de 

LDCBG i comparant-los amb controls sans; van veure que els nivells d’aquests eren molt més 

elevats en pacients i que a més a més l’expressió de miR-21 estava associada a la 

supervivència lliure de malaltia (p=0.05).[165]  

Pel que fa al Limfoma de Hodgkin, Van den Berg i els seus col·laboradors van observar que 

BIC estava altament expressat en el 90% dels casos de Limfoma de Hodgkin i a arrel d’això el 

grup de Metzler van proposar una regió filogenèticament conservada de 138 nucleòtids 

codificada dins el gen BIC, que donava lloc a la seqüència precursora de miR-155.[166;167] A 

continuació van veure que ambdós transcrits: BIC i miR-155 es trobaven sobreexpressats en 

LDCBG i de forma similar es va veure en el Limfoma de Hodgkin i el limfoma mediastínic 

primari de cèl·lules B.[168-170] 

 Una amplificació genòmica comú als Linfomes de cèl·lules B és la regió 13q31, aquesta regió 

conté la seqüència precursora del cluster miR-17-92, que inclou les seqüències de 7 microRNA 

madurs. La sobreexpressió del cluster activa l’expressió de c-myc i accelera el 

desenvolupament tumoral en models de ratolí de Limfoma de cèl·lules B, activant així el procés 

de limfomagènesis. Aquesta activació sembla que no és individual sinó que té un efecte 

cooperatiu mitjançant un mecanisme pel qual c-myc és activat alhora per E2F1, un factor de 

transcripció proapoptòtic.[139] 

A continuació podem veure una taula dels estudis que s’han fet en microRNAs en el camp de 

l’hematologia, amb els microRNAs que surten diferencialment expressats i la patologia en la 

que s’han observat aquests canvis d’expressió. (Taula 7) 
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Patologia microRNAs Via d’actuació Bibliografia Dianes 
validades 

Limfoma cèl·lules B  miR-17 i miR-20a Sobreexpressats Inomata et al. 
Blood. 2008 

- 

miR-210, miR-155, 
miR-106a, miR-17-5p 

Sobreexpressats Roehle et al. Br J 
Haematol. 2008 

- 

Limfoma difús de 
cèl·lules B (DLBCL) 

miR-150, miR-145, 
miR-328, miR-139, 
miR-99a, miR-10a, 
miR-95, miR-149, miR-
320, miR-151,let-7e 

Infraexpressats Roehle et al. Br J 
Haematol. 2008 

- 

(DLBCL) B cell 
malignancies  

miR-143, miR-145  infraexpressats Akao et al. Cancer 
Sci. 2007 

- 

     
Limfoma difús de 
cèl·lules B (DLBCL) 

miR-155, miR-210 and 
miR-21 

Sobreexpressats en 
sèrum 

Lawrie et al. Br J 
Haematol. 2008 - 

Hodgkin, primary 
mediastinal and diffuse 
large B cell lymphomas 

miR-155 Altament expressat Kluiver et al. J 
Pathol. 2005 - 

Human B-cell 
lymphomas 

cluster mir-17-92 sobreexpressats He et al. Nature 
2005 

E2F1 

Limfoma maligne  
miR-17-5p, miR-17-3p, 
miR-19a, miR-19b, 
miR-20 and miR-92-1 

Sobreexpressats en  
lines cel·lular amb 
amplificació 13q31 

Tagawa & Seto, 
Leukemia 2005 

- 

MYC-rearranged 
lymphoma miR-17-3p i miR-17-5p Sobreexpressats Tagawa et al. 

Cancer Sci. 2007 TβRII 

Limfoma del mantell miR-16 Actua regulant el cicle 
cel·lular 

Chen et al. Blood. 
2008 CCND1 

cluster miR-17-92 i 
miR-21 Bloquejen l’apoptosis Pichiorri et al. 

PNAS. 2008  

miR-106b-25, miR-
181a, and miR-32 

Mantenen nivells 
baixos de P53 

Pichiorri et al. 
PNAS. 2008 PCAF Mieloma múltiple  

miR-335, miR-342, and 
miR-561 

Sobreexpressats 
Ronchetti et al. 

BMC Med 
Genomics. 2008 

- 

miR-128a,miR-128b, 
miR-151*, miR-5, miR-
130b, and miR-210 

Sobreexpressats en 
LAL vs LMA 

Mi et al. PNAS. 
2008 - 

LAL 

let-7b, miR-223, let-7e, 
miR-125a, miR-130a, 
miR-221, miR-222, 
miR-23a, miR-23b, 
miR-24, miR-27a, miR-
27b, let-7a,let-7c, miR-
199b, miR-26a, miR-
335, miR-21,miR-22, 
miR-424, and miR-451 

Infraexpressats en 
LAL vs LMA 

Mi et al. PNAS. 
2008 

- 

LAL miR-124a Infraexpressat en LAL 
per hipermetilació 

Agirre et al. Cancer 
Res. 2009 

CDK6 

LAL miR-155 

Sobreexpressió en 
ratolins transgènics 
indueix progressió 

malaltia 

Costinean et al. 
PNAS. 2006 

- 

LAL miR-708 i miR-196b 
Es correlacionen amb 
diferents subtipus de 

LAL 

Schotte et al. 
Leukemia 2008 - 

LAL  miR-203 
Sobreexpressió 

inhibeix la proliferació 
cel·lular 

Bueno et al. Cancer 
Cell 2008 

ABL1 i BCR-ABL 

miR-9, miR-301, miR-
213, miR-9*, miR-330, 
miR-106a, miR-338, 
miR-155, hsa-miR-210 

Sobreexpressats vs 
DLBCL 

Roehle et al. Br J 
Haematol. 2008 

- 
Limfoma fol·licular 

miR-320, hsa-miR-149, 
hsa-miR-139 

Infraexpressats vs 
DLBCL 

Roehle et al. Br J 
Haematol. 2008 

- 
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Limfoma de Hodgkin miR-9 i let-7a Sobreexpressats Nie et al. Am J 
Pathol. 2008 

PRDM1/Blimp-1 

Limfoma de Hodgkin miR-135a 
Realcionat amb la 

supervivència lliure de 
malaltia 

Navarro et al. Blood 
2009 

JAK2 

Limfoma de Burkitt let-7a 

Sobreexpressió de let-
7ª fa decreixer mRNA 

de MYC i nivells 
proteics 

Sampson et al. 
Cancer Res. 2007 

MYC 

Limfoma de Burkitt let-7c i miR-34b Infraexpressats vs 
controls 

Leucci et al. Pathol. 
2008 - 

Limfoma de Burkitt miR-127 Sobreexpressat en LB 
EBV positiu vs negatiu 

Leucci et al. Int J 
Cancer 2009 BLIMP1, XBP1 

Limfoma de Burkitt miR-155 Sobrexpressat 

Metzler et al. 
Genes 

Chromosomes 
Cancer 2004 

- 

Limfoma de Burkitt cluster mir-17-92 Sobrexpressat Woods et al. J Biol 
Chem. 2007 

E2F1 

Limfoma de Burkitt miR-26a Infraexpressat Sander et al. Blood 
2008 

EZH2 

Malalties 
linfoproliferatives 

cluster miR-17-92 

Ratolins amb 
sobreexpressió 

d’aquest microRNA 
desenvolupen 

malalties 
linfoproliferatives i 

autoinmunes 

 PTEN,proapoptot
ic protein Bim 

 
Taula 7. Patologies hematològiques on s’han observa t diferències en l’expressió de microRNAs i algunes  

dianes ja validades ( resultats obtinguts de la bas e de dades: http://www.mir2disease.org/ ) 

 

1.7.7 Eines de predicció de dianes 

Són diversos els mètodes que s’han utilitzat per la predicció de dianes de microRNAs. A 

continuació en detallem algunes de les més comuns. Com ja hem comentat anteriorment un 

microRNA pot tenir diverses dianes d’acció, a les quals pot unir-se de forma no complementaria 

i segons el grau d’unió de la seed sequence amb l’RNA missatger diana trobem moltissimes 

interaccions possibles.  

Hi ha diverses bases de dades  de predicció de dianes de microRNAs disponibles a la xarxa i 

cada una d’elles utilitza un algoritme diferent. (Taules 8 i 9) Una de les premises més 

importants és la seqüència a la regió 5’ del microRNA, aquesta seqüència ha de ser 

complementària a la de l’RNA missatger, a més a més també es té en compte l’anàlisis 

termodinàmic del complexe microRNA-mRNA calculant l’energia lliure del complexe. 

Normalment la regió 5’ del microRNA és perfectament complementària a la seqüència de l’RNA 

missatger diana i generalment es troba conservada en microRNAs paràlegs; és el que 

s’anomena seqüència llavor (seed sequence). 
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Base de dades URL Característiques 
principals Referències 

miR Base http://www.microrna.sanger.ac.uk 

Seqüències de 
microRNAs, 
anotacions  i 
predicció 
computacional de 
dianes  

Griffiths-Jones 
et al. 2004 

Argonaute http://www.rna.uni-
heidelberg.de/apps/zmf/argonaute/interface 

Informació detallada 
dels microRNAs i les 
seves dianes  

Shahi et al. 
2006 

microRNAMap http://www.microRNAmap.mbc.nctu.edu.tw 
predicció 
computacional de 
microRNAs i dianes 

Hsu et al. 
2006 

TarBase http://www.diana.pcbi.upenn.edu/tarbase.html 

Verificació 
experimental de les 
dianes de 
microRNAs  

Sethupathy et 
al. 2006 

Arabidopsis 
Small RNA 
Project Database 

http://www.asrp.cgrb.oregonstate.edu/ 
 

Seqüències de 
microRNAs 
d’Arabidopsis i els 
gens diana 
corresponents 

Gustafson et 
al. 2005 

 
Taula 8. Bases de dades de microRNAs i les seves di anes  

 
Taula 9. Algoritmes computacionals per la predicció  de dianes de microRNAs 

Nom del Software URL Organisme Referències 

TargetScan http://genes.mit.edu/targetscan/ Vertebrats Lewis et al. 2003 

miRanda http://www.microrna.org/ Mosques, 
Vertebrats 

Enright et al. 2003, 
John et al. 2004 

DIANA-microT http://diana.pcbi.upenn.edu/DIANA-microT/ Vertebrats Kiriakidou et al. 
2004 

RNAhybrid http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/mahybrid/ Mosques Rehmsmeier et al. 
2004 

GUUGle http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/guugle/ Mosques Gerlach et al. 2006 

PicTar http://pictar.bio.nyu.edu/  
Nemàtodes, 
mosques i 
vertebrats 

Grun et al. 2005, 
Krek et al. 2005, 
Lall et al. 2006 

MicroInspector http://microRNA.imbb.forth.gr/microinspector/ - Rusinov et al. 2005 

MovingTargets  Mosques Burgler et al. 2005 

FastCompare http://tavazoielab.princton.edu/microRNAs/ Nemàtodes, 
mosques Chan et al. 2005 

miRU http://bioinfo3.noble.org/microRNA/miRU.htm Plantes Zhang 2005 

TargetBoost http://demo1.interagon.com/demo/ Nemàtodes, 
mosques Saetrom et al. 2006 

Rna22 http://cbcsrv.watson.ibm.com/rna22.html 
Nemàtodes, 
mosques i 
vertebrats 

Miranda et al. 2006 

miTarget http://cbit.snu.ac.kr/~miTraget/ - Kim et al. 2006 
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Figura 18. Esquema on es representen tots els passo s a tenir en compte abans de trobar una diana poten cial 

d’un microRNA (Watanabe et al. Gene 2006) 

 
S’han fet anàlisis dels patrons de complementarietat en vertebrats [171], humans [172], 

mosques [173;174] i cucs [174-176] i s’ha vist que la regió 3’ UTR dels microRNAs és menys 

important tot i que en algun estudi han vist que la forta unió de l’extrem 3’ del microRNA pot 

compensar una unió més dèbil a l’extrem 5’.[173] També s’ha vist com a mínim un cas en què 

el gen diana està regulat independentment de la unió de la seed sequence. [177] Un 

desaparellament a la regió central de la unió dóna lloc a un bucle que pot ser significatiu per la 

regulació de l’expressió del gen diana. Tot això fa pensar que els mecanismes pels quals un 

Seqüència mRNA (3’UTR) Seqüència microRNA 
(3’UTR) 

Múltiples llocs d’unió d’RNA missatger ? 

Conservació en espècies relacionades  

Estabilitat termodinàmica òptima ? 

 Aparellament amb la seed sequence ? 

Sí 

Sí 

No 

microRNA-mRNA dúplex (alineament) 

 DIANA POTENCIAL 

No 

No 

Sí 

No 

Sí 
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microRNA reconeix l’RNA missatger diana difereix entre espècies i segons les condicions 

cel·lulars i que pertant queda encara molta feina per fer. 

En la majoria dels algoritmes de predicció de dianes les propietats termodinàmiques de 

formació del complexe microRNA-mRNA es calcula segons l’energia lliure d’unió (∆G) que és 

considerat com un aspecte important per la seva avaluació. Un software molt utilitzat per predir 

l’energia lliure i les estructures secundàries és el Vienna package.[178] 

El grau de conservació de les seqüències és un altre criteri utilitzat com a filtre de predicció de 

dianes.(Figura 18) Alguns algoritmes identifiquen seqüènies 3’UTR ortòlogues i després miren 

si aquesta seqüència està conservada en altres espècies. Generalment es fa un alineament de 

seqüències mitjançant BLAST o AVID.[179;180]   

Un gran nombre d’estudis han vist com un microRNA s’uneix al seu mRNA diana i que un grup 

de microRNAs poden actuar conjuntament controlant l’expressió de les seves 

dianes.[181;181;182] A més algunes evidències experimentals indiquen que el grau de 

regulació de les dianes varia segons el nombre de microRNAs que s’hi uneixen. [183] 
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2-HIPÒTESIS I OBJECTIUS 

Hipòtesis  

En les SMD es desconeix el mecanisme molecular que dóna lloc al curs evolutiu de la malaltia, 

se sap que en les fases inicials de la malaltia predomina el procés d’apoptosis cel·lular, mentre 

que en la transformació leucèmica predomina una autorenovació ilimitada. Es desconeix si 

aquesta transformació es deu a canvis a la cèl·lula mare o a canvis en l’expressió gènica de les 

cèl·lules madures que adquireixen característiques de cèl·lula mare. 

Pel que fa al Limfoma de Hodgkin és una malaltia en que les cèl·lules neoplàsiques, les cèl·lules 

de Hodgkin y les de Reed-Sternberg, conformen menys de l’1 % de la cel·lularitat total. Ambdues 

cèl·lules deriven de cèl·lules B madures que en els centres germinals haurien d’haver entrat en 

apoptosis després d’adquirir mutacions poc beneficioses en els IgG, però que enlloc d’això 

consgueixen escapar de l’apoptosis malignitzant-se. 

Recentment, els microRNAs han adquirit una gran importància en la biologia tumoral ja que 

s’ha observat que poden jugar un paper clau en l’ iniciació i progressió tumoral, podent jugar un 

paper com oncogèns o gens supressors de tumors. Concretament en malalties 

hematooncològiques s’ha observat la importància dels  microRNAs en la caracterització de 

leucèmies i linfomes, on la desregulació dels quals dóna lloc a una desregulació de la 

supervivència i la diferenciació de les cèl·lules progenitores hematopoiètiques, mitjançant la 

regulació de proteïnes claus en el control del cicle celul·lular o de l’apoptosis. A més, 

últimament s’ha donat molta importància als microRNAs com a  eina de gran ajuda a l’hora de 

fer el diagnòstic, sobretot en aquelles patologies on el diagnòstic no és tant evident, ja que 

mitjançant l’anàlisi del patró d’expressió de microRNAs  es pot realitzar la classificació tumoral 

de forma molt més acurada que mitjançant l’anàlisi de l’expressió de RNAs missatgers.   

Segons aquests fonaments, considerem que en l’evolució de les SMD tan en les seves fases 

més inicials com durant el procés de transformació a leucèmia mieloide aguda (LMA), els 

microRNAs juguen un paper essencial en la seva regulació. De manera que l’anàlisi del patró 

d’expressió dels microRNAs ens permetrà entendre millor la malaltia, així  com detectar aquells 

pacients que arriben a fer una transformació leucèmica. 

Per altre banda en el Limfoma de Hodgkin, l’anàlisi dels miRNAs en ganglis limfàtics dels 

pacients ens permetran caracteritzar millor la malaltia, tan a nivell de célula tumoral com a nivell 
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de microambient tumoral. De forma que l’analisis dels microRNAs ens permetrà enterndre millor 

els mecanismes pel quals les cèl·lules B de les que deriva la cél·lula de H/RS escapen de 

l’apoptosis malignitzant-se. 

 
Basant-nos en aquestes hipòtesis ens marquem els següents objectius: 
 
 
Objectius generals: 
 
Analitzar en pacients afectes d’una Síndrome Mielodisplàsica  i en pacients amb un limfoma de 

Hodgkin l’expressió de microRNAs per tal de aprofundir en el coneixement de les dugues 

malalties. 

 
Objectius específics: 
 
Per les SMD: 
  

1. Analitzar en pacients afectes d’una Síndrome Mielodisplàsica l’expressió de microRNAs 

relacionats amb la hematopoiesis en comparació amb controls sans. 

2. Estudiar la relació entre l’expressió de microRNAs en mèdula òsea (MO) i sang 

perifèrica (SP) en pacientes afectes d’una SMD. 

3. Relacionar l’expressió dels microRNAs amb les característiques clíniques i el seu paper 

com a marcadors pronòstic. 

4. Investigar les cèl·ules diana on aquests microRNAs estan sobreexpresats mitjançant 

hibridació in-situ. 

 

Pel Limfoma de Hodgkin: 

5. Analitzar el patró d’expressió de microRNAs en ganglis linfàtics de pacients afectes d’un 

LH, respecte a ganglis linfàtics normals. 

6. Analitzar les possibles diferències entre l’expressió de microRNAs en els diferents 

subtipus (esclerosis nodular, cel·lularitat mixta). 

7. Identificar aquells microRNAs expressats en les cèl·lules tumorals mitjançant hibridació 

in situ. 

8. Estudiar el paper que juga el virus de l’Epstein Barr en el desenvolupament del LH 

mitjançant els microRNAs. 
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3-MATERIAL I MÈTODES  

3.1 Mostres de pacients amb SMD 

Es van obtenir mostres de sang perifèrica i moll de l’os de pacients amb SMD que van ser 

recollides entre el gener de 2007 i el juliol del mateix any. En total 25 pacients i 12 controls. A 

continuació podem veure la taula de les característiques clíniques dels pacients analitzats 

(Taula 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Taula 10. Característiques clíniques dels pacients  amb SMD   

 

Característiques n  (%) 

Edat  – anys 

Mitjana (Rang) 

 

72 

 

(55-99) 

Sexe Masculí   13 52 

Classificació per la OMS  

AREB I 

AREB II 

CRDM 

CRDM-SA 

CMML 

RARS 

SMD-no classificable 

 

5 

2 

11 

3 

2 

1 

1 

 

20 

8 

 44 

12 

8 

 4 

4 

IPSS  

Baix 

Alt 

 

22 

3 

 

88 

12 

Blastes en MO  

< 5 % 

5-9 % 

10-20 % 

> 20 % 

 

17 

4 

2 

2 

 

 68 

16 

4 

12 

Citogenètica  

Cariotip Normal 

del(5q) única anomalia 

del(5q) + 1 anomalia 

del(5q) + 2 anomalies 

del(7q) 

del(20q) 

t (8) 

Not Done 

 

14 

3 

3 

1 

1 

1 

1 

1 

 

56 

12 

12 

4 

4 

4 

4 

4 

LMA post-SMD 3 12 

Transfusions sanguínies 10 40 
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Es van analitzar un total de 25 pacients afectes d’una SMD, 13 dels quals eren homes i 12 

dones, amb una mitjana d’edat de 72 anys (rang 54-99) i 12 controls. Tots obtinguts del mateix 

centre (l’Hospital Clínic de Barcelona). Set pacients patien una anèmia refractària amb excés 

de blastes (AREB-I, n=5; AREB-II, n=2); Onze patien una citopènia refractària amb displàsia 

multilineatge (CRDM), tres patien una citopènia refractària amb displàsia multilineatge amb 

sideroblastes en anell (CRDM-SA), dos una leucèmia mielomonocítica crònica (CMML) i un 

pacient una anèmia refractària amb sideroblastes en anell (ARSA) i un pacient pertanyia al grup 

de SMD no classificables. 

Vint-i-tres pacients presentaven un IPSS baix mentre que 2 pacients pertanyien al grup de 

IPSS alt. 

3.2 Mostres de pacients amb LH 

Es van analitzar quaranta-nou mostres de ganglis limfàtics inclosos en parafina de pacients 

diagnosticats amb Limfoma de Hodgkin entre Gener de 1996 i Juny de 2005. D'aquests, 37 

casos eren esclerosi nodular i 12 cel·lularitat mixta, d'acord amb la classificació de la OMS. 

Tots els pacients van ser diagnosticats i van tenir un seguiment a l'Hospital Clínic de Barcelona.  

 

Característiques n % 

Edat mitjana (Rang) 32 (15-80)  

Sexe masculí 27 55 

Histologia 

Esclerosis nodular 

Cel·lularitat mixta 

 

37 

12 

 

76 

24 

Presència de VEB  16 36 

Simptomatologia B 25 51 

Massa Bulky 11 22 

Anèmia  (Hb <105 g/L) 12 24 

Leucocitosis  (>15 x 109/L) 9 18 

Linfocitopènia  (<0.6 x 109/L or <8% of WBC) 7 14 

Hipoalbuminèmia   (<40 g/L) 17 36 

LDH elevada  (>450 UI/L) 18 37 

β-2-microglobulina elevada  (>2.5 mg/dL)  12 29 

Estadiatge III-IV 23 47 

Índex de Hasenclever  12 33 

 
Taula 11. Característiques clíniques dels pacients amb LH . 
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Les principals característiques clíniques i biològiques d'aquests pacients es mostren a la taula 

11. Com a controls es van utilitzar 10 ganglis reactius de diferents localitzacions. A més es va 

utilitzar un grup de validació format per 30 pacients adicionals de característiques similars i 5 

ganglis reactius més. 

 

3.3 Extracció d’RNA  

3.3.1 Extracció d’RNA de sang perifèrica i moll de l’os 

L’extracció d’RNA de les mostres de sang perifèrica i de moll de l’os es van realitzar mitjançant 

Trizol, però previament es van separar les cèl·lules mitjançant la tècnica del Ficoll. 

El Ficoll és un mètode de centrífuga en gradient de densitat per la separació de les cèl·lules 

mononuclears i els granulòcits de la sang perifèrica i la medul·la òssea, quan la sang s’exten 

sobre el Ficoll s’exposa a forces centrífugues. Les cèl·lules mononuclears romanen a la 

inetrfase entre el plasma (fase superior) i el Ficoll (fase inferior) mentre que els eritròcits i els 

granulòcits graviten cap al fons. 

3.3.2 Extracció d’RNA a partir de la mostra resuspe sa en Trizol 

Tant les mostres procedents del moll de l’os com de la sang perifèrica una vegada resuspeses 

en Trizol es va finalitzar l’extracció d’RNA de la mateixa manera, utilitzant el protocol estàndard 

del laboratori. 

La concentració d’RNA i la seva puresa van ser analitzada mitjançant el nanodrop ND-1000, 

Spectrophotometer. Fent una lectura podem saber si la puresa de l’RNA és bona segons si 

obtenim una A260/280 amb una ratio entre 1.8 i 2.1. 

La lectura a 260 fa referència a la concentració d’àcids nucleics i la de 280 a les proteïnes que 

trobem a la mostra. Per tant el resultat de la divisió és el que anomenem RATIO i aquest valor 

l’hem de trobar entre 1.7 i 2.1 perquè pugui ser considerada una extracció correcta. 
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Taula 12. Llistat dels microRNAs analitzats en SMD.   

 

3.3.3 Extracció d’RNA a partir de mostres incloses en parafina 

Es va extreure RNA total de mostres de teixit incloses en parafina així com de linies cel·lulars; 

mitjançant el Kit RecoverAllTM Total Nucleic Acid Isolation (Ambion) seguint el protocol del 

fabricant i la concentració d’RNA va ser quantificada usant nanodrop ND-1000, 

Spectrophotometer. 

MicroRNA Localització 
cromosòmica Dianes predites 

miR-10a 17q21.32 HOXA1, HOXA3, HOXD10, CRK, FLT1 

miR-10b 2q31.1 HOXA1, HOXA3, HOXD10, ETS1, CRK, FLT1 

miR-15a 13q14.2 LUZP1, FGF2, GDI1, GPR63, TGIF2, IHPK1, 
DEDPRO1 

miR-16-1 13q14.2 LUZP1, FGF2, BCL2L2, GPR63, TGIF2, IHPK1, 
DEDPRO1, MIFN2 

miR-17-3p 13q31.3 FOXP1, EBF, RAB21, FGFR1, CDK2AP2 

miR-17-5p 13q31.3 TAL1, SKI, FLT1, RUNX1, CRK, FOG1, ETS1, 
MEIS1 

miR- 18a 13q31.3 NRG1, ESR1, PURB, CDK11, MECP2 

                
miR-19a 

          13q31.3 ADCY1, TA-KRP, KLF13, NEUROD1, ATXN1, 
MLLT2 

miR-19b-1 13q31.3 AK6, PTEN, E1ABP, HOXA5, IGFBP3, IRX5, 
ZNF238 

miR-20b Xq26.2 MYLIP, RBP1-LIKE 

miR-21 17q23.2 PLAG1, SMAD7, SOX5, PDCD4 

miR-24 9q22.32/ 19p13.12 TGIF2, GARP, RASGRP4, ELL, BCL2L11 

miR-92-1 13q31.3 NFYC, BCL9, MAP2K4, E2F3, PIK3R3 

miR-103 5q34/ 20p13 CHRD, DICER1, CPEB2, LUZP1, BCL2L2 

miR-107 10q23.31 CHRD, CDK6, LUZP1, DICER1, CPEB2 

miR-126 9q34.3 CRK, EVI2, HOXA9, MAFB, CMAF 

miR-128 2q21.3 HSNST, TESK2, GPR156, RGS16 

miR-142-3p 17q23.2  

miR-142-5p 17q23.2  

miR-146a 5q33.3 TRAF6, IRAK1, KLF7, FBXL10, EIF5A2 

miR-150 19q13.33 MYB, ZFP91, ELK1, HLP1R, SDFR1 

miR-155 21q21.3  

miR-181a 1q31.3 ZNF150, MAP3K10, GRB10, HOXC8 

miR-221 Xp11.3 KIT, TCF12, NAP1L5, CDKN1B, RAP1B, ETS1 

miR-222 Xp11.3 KIT 

miR-223 Xq12 HLF, MEF2C, HHEX, NFIA, KRAS, PTPB2 
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3.4 Selecció dels microRNAs analitzats en SMD  

La selecció dels microRNAs es va fer segons la bibliografia ja descrita previament, a la taula 12 

podem veure tots aquells microRNAs analitzats, la seva localització cromosòmica i les 

possibles dianes d’interacció utilitzant les eines de predicció de dianes: PicTar, TargetScan i 

miRBase. 

3.5 Transcripció reversa i quantificació dels micro RNAs per PCR a temps real 

El cDNA es va sintetitzar mitjançant RNA total amb primers específics per cada microRNA 

mitjançant TaqMan microRNA Assay Protocol (Applied Biosystems). Aquest sistema permet 

amplificar microRNAs madurs sintetitzant primer el cDNA amb primers específics en forma 

d’stem loop i la quantificació per PCR a temps real gràcies a l’allargament de cadena produit 

pel desplegment del primer en stem loop que permet la unió de 2 primers i una sonda 

necessaris per la quantificació (Figura 19). 

 

 

    Figura 19. Esquema de la reacció de retrotranscripc ió de microRNAs. (Applied Biosystems) 
 

microR
 Primer en 

stem loop 
RT 

Síntesis cDNA 
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En el primer pas l’RNA es retrotranscriu a cDNA utilitzant uns primers específics (TaqMan® 

MicroRNA Reverse Transcription Kit). En el segon pas el cDNA producte de la PCR s’amplifica 

per TaqMan® Universal PCR Master Mix. 

Per la reacció en cadena de la polimerasa es necesiten 2 primers, un forward i l’altre reverse, 

un per cada una de les cadenes. A més a més també hi ha una sonda complementària a la 

seqüència que volem analitzar entremig dels 2 primers. Aquesta sonda porta unit un reporter i 

un quencher no fluorescent. Quan aquesta sonda queda intacte la proximitat del reporter amb 

el quencher fa que la fluorescència quedi inhibida, mentre que quan aquesta sonda és tallada 

per la DNA Polimerasa la separació del reporter del quencher confereix un augment de la 

fluorescència que només es detecta si la sonda és complementària a la seqüència que estem 

analitzant. Aquest procés és actiu en cada cicle d’amplificació. A continuació podem observar 

les corbes resultants del procés d’amplificació per PCR a temps real i un esquema amb les 

concentracions de mostra i primers utilitzades (Figura 20 i 21). 

 

 

Figura 20. Corbes d’amplificació dels microRNAs mit jançant Real Time PCR System 7500 d’Applied 

Biosystems.
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Figura 21. Esquema dels diferents passos d’amplific ació i quantificació dels microRNAs i condicions en  cada 

una de les etapes. 

5 µµµµl 

1,5 

2,081 

0,094 

0,75 

0,5 

0,075 

x1 

60 Primer 

83,24 H2O 

30 Buffer 

3,76 RNase 
Inhibitor 

200 µµµµl Total 

20 MSRT 

3 dNTPs 

x40 Master 

PLACA RNA PACIENTS 

PRIMERS RETRO-TRANSCRIPCIÓ 

2,5 µl (10ng )  

85 5 min  

4 ∞ 

42 30 min 

16 30 min 

T (ºC) TEMPS 

Condicions RT-PCR 

0,7 µl cDNA 

10 min a  95ºC 
 
15s  a 95ºC 
60s  a 60ºC 

40 cicles 

Condicions PCR 

373,4 µµµµl 9,335 µµµµl Total 
40 1 Primer  

133,4 3.335 H2O 
200  5µl TaqMan 
x40 x1 Master 
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3.6 Hibridació in-situ dels microRNAs 

Per aquesta tècnica es van utilitzar extensions de moll d’os de pacients afectes d’una SMD 

sobre porta-objectes tractats amb bind-siland i fixats amb formol.  

Les sondes LNA (Locked Nucleic Acid) són sondes amb una modificació a l’anell de ribosa que 

forma un anell bicíclic; Aquestes, segueixen l’aparellament de les bases de Watson i Crick però 

les modificacions que presenten els hi proporcionen unes característiques especials: 

• Són més sensibles i específiques i tenen unes Tm (temperatures de melting) molt 

homogènies i més elevades 

• Permeten analitzar el contingut de microRNAs, be sigui per arrays com per PCR, partint 

de mostres de RNA total, sense la necessitat d’enriquir-les. 

• Permeten detectar un gran nombre de variants dels microRNAs, de manera que són 

menys sensibles a la heterogeneicitat a l’extrem 3’. 

Els passos realitzats són els següents: 

• Incubació de la sonda (overnight) 

• Bloqueig de la peroxidasa endògena 

• Revelat Anti-FITC 

• Tinció amb hematoxilina 

 

3.7 Descongelació i cultiu de línies cel·lulars  

La línia cel·lular F-36P és una línea derivada d’un pacient afectat per una Síndrome 

Mielodisplàsica que progressa a Leucèmia Mieloide Aguda. Aquesta línea és absolutament 

depenent de GM-CSF o IL-3, factors estimuladors de colònies imprescindibles pel seu 

creixement. Les altres tres linies cel·lulars utilitzades van ser: LH: L-1236 (cel·lularitat mixta), L-

428 i HD-MY-Z (esclerosis nodular).   

Les cèl·lules es van descongelar en RPMI 1640 (GIBCO, BRL Life Technologies) complementat 

amb un 10% de suero fetal boví (FCS), 2mM de L-Glutamina i 50µg/ml de 

penicilina/estreptomicina. La linea es va mantenir en cultiu en una atmòsfera humida a 37oC i al 

5% de CO2 i a unes concentracions de 0,5-1x106 cèl/ml. 

 



                                                                                                                  Material i mètodes 

 

 91 

3.8 Anàlisis del VEB 

La detecció del VEB a les mostres de limfoma d'Hodgkin va ser estudiada en tots els casos per 

hibridació in situ per a la detecció de l’RNA del virus de VEB (EBER 1 i 2, inform EBER, 

Ventana Medical System) en una plataforma automàtica BenchMark XT (Finestra Medical 

Systems) i per PCR a temps real utilitzant sondes i primers específics per al segment altament 

conservat BamH1W del VEB.  

3.9 Anàlisis estadístic 

En l’anàlisis d’expressió de microRNAs la normalització és un procés crític i un aspecte a tenir 

en compte a l’hora de fer una quantificació acurada dels microRNAs. Normalment el mètode 

més utilitzat és la normalització per un gen housekeeping, l’expressió del qual es manté de 

forma estable. En el cas dels microRNAs no queda molt clar quins són aquells que es poden 

utilitzar com a normalitzadors de forma general ja que segons les mostres que s’analitzen en 

cada cas s’utilitza un normalitzador diferent. Alguns dels microRNAs més utilitzats són: RNU6B, 

RNU44 i let-7a. 

En el nostre cas es va utilitzar l’RNU24 pels casos de SMD i el let-7a i la mediana global en 

l’estudi de LH; els RNU són small nuclear RNAs que generalment s’utilitzen en aquest tipus 

d’anàlisis, i es va procedir a triar aquest ja que era el que mantenia una expressió més estable 

en tot el conjunt de mostres analitzades. 

La quantificació relativa es va fer mitjançant el mètode del  2-∆∆Ct. Els resultats van ser analitzats 

amb el BRB Array Tools (versió 3.7 software http://www.linus.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools.html) 

i el TIGR Multiexperiment viewer (versió 4.0 software http://www.tm4.org/mev.html) per tal 

d’identificar aquells microRNAs diferencialment expressats entre pacients i controls. Així com 

l’SPSS versió 12.0. Per tal d’identificar els microRNAs amb expressió significativament diferent 

entre els diferents grups es va utilitzar 2 anàlisis multivariats de permutacions: Significance 

Analysis of MicroArrays (SAM) i la T-Student basada en permutacions mutivariades; en aquest 

últim anàlisis, les diferències entre microRNAs, van ser considerades significatives si la p-valor 

era menor que 0,001. Així com també el Class Comparison Between Groups of Arrays. 

 

Class Comparison Between Groups of Arrays : és una eina per comparar dos o més grups 

definits. D’aquesta manera es poden identificar gens que es troben diferencialment expressats 
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entre dos grups, utilitzant una variança randomitzada. Els gens o microRNAs que es 

consideren significativament diferents són aquells amb unes p-valor inferiors a 0,001. El llindar 

de significància utlitzat és molt estringent, de manera que es limita el número de falços positius. 

 

Significance Analysis of MicroArrays  (SAM): identifica gens significativament diferents 

utilitzant t-test. L’anàlisis es basa en un test no parametric ja que els valors dels quals partim no 

segueixen una distribució normal. En aquest mètode s’utilitzen permutacions repetitives per tal 

de determinar si l’expressió d’un gen o en aquest cas, d’un microRNA, es troba relacionat amb 

alguna de les característiques clínico –biològiques dels pacients.  

 

Identificació de possibles gens diana de microRNAs:  Per la identificació es van utilitzar 

programes de predicció de possibles interaccions entre els microRNAs i els RNA missatgers 

diana. Els programes utilitzats són els següents:  

• PicTar : http://www.pictar.bio.nyu.edu/  

• MirBase http://www.microrna.sanger.ac.uk/  

• TargetScan : http://www.targetscan.org/ 
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4- RESULTATS 

4.1- RESUM ARTICLE 1: Hematopoiesis-related microRN A expression in myelodysplastic 

syndromes 

 
Existeixen diversos estudis que avalen el paper dels microRNAs involucrats en mecanismes de 

diferenciació cel·lular, ja que en les SMD es desconeix el curs evolutiu que dóna lloc a la 

patologia, el motiu del següent estudi fou determinar diferències en l’expressió de microRNAs 

que ens permetessin classificar els pacients dels controls sans; així com trobar aquells 

microRNAs més significatius en aquesta patologia.  

En l’anàlisis dels resultats observem una sobreexpressió de 12 microRNAs en MO de pacients 

respecte els casos control: miR-17-3p, miR-17-5p, miR-18a, miR-10a, miR-10b, miR-15a, miR-

16, miR-222, miR-155, miR-181a, miR-21 i miR-126; cinc dels quals també es troben 

sobreexpressats en SP dels pacients: miR-17-3p, miR-17-5p, miR-18a, miR-15a i miR-21.  

També s’ha vist l’expressió diferencial de dos microRNAs miR-15a i miR-16 entre els grups d’alt 

risc i baix risc en MO i SP respectivament i per altra banda, en el 28% de pacients amb una 

deleció del 5q, trobem 6 microRNAs sobreexpressats: miR-17-3p, miR-17-5p, miR-18a, miR-21, 

miR-146 i miR-155. 

Dos microRNAs miR-181a i miR-222 es veuen sobreespressats progressivament en casos de 

pacients amb SMD i LMA post-SMD. L’expressió d’aquests dos microRNAs es va analitzar en 

una línea cel·lular de LMA, la F-36P on es va veure l’expressió elevada de miR-222, però no de 

miR-181a. També es va analitzar per hibridació in-situ aquelles cèl·ules que expressaven miR-

222 i miR-181a en extensions de MO de pacients i vam poder observar com la senyal del miR-

222 es trobava al citoplasma de les cèl·lules promielocítiques i blastes, mentre que miR-181a 

s’expressava en cèl·lules promielocítiques i polimorfonuclears. 

miR-181a és un microRNA involucrat en la diferenciació hematopoiètica i s’ha vist 

relacionat amb el fenotip de la LMA suggerint un possible paper en el desenvolupament i 

la diferenciació del tumor.[142;184] A més a més aquest microRNA s’ha vist associat a la 

supervivència lliure d’event.[185] 

L’any 2005 Felli i els seus col·laboradors van veure com augmentant l’expressió de miR-

221 i miR-222 en cèl·lules CD34+ provocaven un dany en la proliferació i acceleraven la 
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diferenciació dels eritròcits, juntament amb una baixada dels nivells proteics de Kit; el qual 

es trobaria alterat en molts dels pacients afectes d’una SMD.   
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4.2- RESUM ARTICLE 2: MicroRNA expression profiling  in classic Hodgkin lymphoma 
 

En aquest estudi veiem com dels 156 microRNAs analitzats mitjançant un Hierarchical Cluster 

Analysis observem la classificació de tres entitats ben diferenciades: esclerosis nodular (EN), 

cel·lularitat mixta (CM) i ganglis reactius normals (GR).  

Al fer un anàlisis específic d’aquells microRNAs amb PAM i SAM trobem un conjunt de 

microRNAs diferencialment expressats entre EN i GR, un altre conjunt entre CM i GR i un tercer 

grup que ens permet diferenciar els casos d’EN dels de CM.  

Es van identificar de forma precisa un conjunt de 25 microRNAs que constituïen una signatura 

que ens permetia classificar aquells casos de LH d’aquells ganglis reactius. Aquesta signatura 

es va poder validar en una sèrie de 30 casos de LH i 5 GR adicionals. 

Mitjançant les bases de dades de predicció de dianes de microRNAs: MirBase i TargetScan, 

vam seleccionar un grup de gens on podien estar actuant aquests 25 microRNAs i que 

poguessin estar relacionats amb vies metabòliques similars; per aquest anàlisis es van utilitzar 

els programes DAVID database i GENIG. Pertant vam aconseguir reduir els milers de possibles 

gens diana d’aquests microRNAs i donar una llista d’aquells amb més probabilitat de ser dianes 

en el nostre model tumoral. D’aquesta manera trobem gens relacionats amb la biologia de la 

cèl·lula B com PU.1, J-chain, CD79b i CD138, altres relacionats amb el cicle cel·lular i la 

supervivència com PTEN i altres amb l’apoptosis com BCL2 i FASLG.  

D’aquests 25 microRNAs analitzats en vam escollir tres segons les seves dianes predites i la 

regió cromosòmica on es trobaven codificats; per tal de validar si l’expressió d’aquests provenia 

de les cèl·lules de H/RS. miR-21 (PTEN, TPM1; 17q23.2), miR-134 (J-Chain; 14q32.31) i miR-

138 (PU.1; 7q32.2). Dels tres casos en tots es va poder veure una senyal citoplasmàtica en les 

cèl·lules de H/RS, així com una senyal nuclear en limfòcits reactius que componen l’infiltrat 

tumoral de miR-21 i miR-138. Com a control positiu es va utilitzar el miR-155 el qual ja s’havia 

descrit que es trobava sobreexpressat en el LH.[170]  

Per tal d’averiguar si l’expressió diferencial d’aquests 25 microRNAs en el LH respecte els 

ganglis reactius era deguda al microambient o a les cèl·lules tumorals (que en aquest cas 

conformen només un 1% del total), es va analitzar la seva expressió en 3 linies cel·lulars L-428, 

L-1236 i HDMYZ, i es va observar com la majoria es trobaven diferencialment expressats entre 

cada una de les línies respecte la mitjana dels ganglis reactius. Només 5 dels 25: miR-220, 
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miR-302a, miR-302b, miR-302c i miR-325, tenien una expressió semblant als controls i pertant 

ens indicaria que aquests estarien sobreexpressats per les cèl·lules reactives del microambient 

tumoral. 

Per altra banda també es van analitzar en les línies cel·lulars aquells 36 microRNAs que es 

veien diferencialmente expressats entre els subtipus EN i CM i vam observar com 32 dels 

microRNAs analitzats tenien diferències significatives també en les 3 linies cel·lulars mentre 

que els 4 restants: miR-122a, miR-154, miR-302d i miR-371, no s’expressaven. Pertant 

podriem afirmar també que la diferència d’expressió que haviem trobat entre aquests dos 

subtipus podria ser deguda a diferències del microambient no tumoral.    

Pel que fa a l’anàlisi de la importància de la infecció pel virus VEB en pacients amb LH, es va 

analitzar mitjançant SAM (Significance Anlysis of microArrays) aquells microRNAs 

diferencialment expressats entre VEB+ i VEB- i vam observar diferències significatives en 10 

microRNAs. Al restringir l’anàlisis per les mostres d’EN veiem tres microRNA: miR-96, miR-

128a i miR-128b infraexpressats en els casos VEB+. D’aquests tres només un es veuria inclòs 

a la signatura dels 25 microRNAs, fet que fa pensar que el virus no és un element primari de 

transformació del LH clàssic. 

Respecte les possibles associacions entre l’expressió de microRNAs i els paràmetres clínics i 

biològics dels pacients, es van analitzar les característiques clíniques: edat, sexe, 

simptomatologia B, presència de massa Bulky, anèmia, leucocitosis, linfocitopènia, 

lipoalbuminèmia, ESR, LDH, β-2-microglobulina, presència tumoral extranodal, estadiatge, 

índex de Hasenclever, positivitat per CD15 i CD20 i densitat de cèl·lules tumorals i linfòcits T al 

microambient tumoral i es va trobar alguna associació entre l’expressió de microRNAs i els 

diferents estadiatges. 

miR-138 i miR-328, tendien a sobrexpressar-se en estadis temprans respecte a altres més 

avançats. Per tal de validar aquests resultats es va ampliar l’estudi amb 30 mostres més de 

pacients amb unes característiques similars als inicials. El que es va observar va ser que així 

com la diferència d’expressió de miR-138 entre estadis temprans i avançats es mantenia, la 

diferència d’expressió de miR-328 entre ambdós grups es perdia.  
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5- DISCUSSIÓ 

Patró d’expressió de microRNAs en les SMD 

Les SMD són un conjunt de malalties caracteritzades per una maduració ineficaç de les cèl•lules 

hematopoiètiques i una freqüent transformación a LMA, ja que els microRNA han estat relacionats 

amb la regulació de la diferenciació, la maduració i la identitat cel•lular, proposem que els 

microRNAs tenen un paper important en el desenvolupament de la malaltia així com en el la 

transformació d’alguns pacients a LMA. Ara per ara no existeix cap marcador molecular capaç de 

detectar una SMD precoç ni de predicció d’aquesta transformació, per tant l’expressió de 

microRNAs com a eina de diagnòstic i predicció podrien ser de gran ajuda.    

En l’anàlisi de microRNAs en les SMD hem pogut demostrar com alguns dels microRNAs 

previament seleccionats poden donar diferències d’expressió significatives tal com ens plantejavem 

inicialment. Les SMD estan caracteritzades per  una hematopoiesis ineficaç i una freqüent 

transformació a LMA. Els mecanismes implicats en la patogènia de la malaltia i la seva progressió 

són desconeguts. Se sap que les stem cell en les SMD no tenen capacitat per auto renovar-se i 

diferenciar-se potser degut a una interacció imperfecta entre els progenitors hematopoiètics i les 

cèl•lules estromals del moll de l’os. 

En aquest estudi no s’ha fet selecció de cèl•lules CD34 positives ja que la majoria dels microRNAs 

seleccionats es trobaven sobreexpressats en aquestes cèl•lules. Un grup de microRNAs: miR-17-

3p, miR-17-5p i miR-18a pertanyen al cluster miR-17-92, que s’ha vist sobreexpressat en diferents 

tipus de tumors i que actuen promovent la proliferació. Aquest cluster pot tenir un paper important 

en l’increment de la proliferació i l’acumulació de cèl•lules immadures durant la progressió de les 

SMD, mitjançant la regulació de E2F1.[138;186;187]   

Per altra banda el microRNA miR-21 conegut pel seu efecte antiapoptòtic també s’ha vist relacionat 

amb el cluster miR-17-92 en la transformació. [188;189] Antecedents sobre l’estudi del microRNA 

miR-150 indiquen que en SMD poden regular l’expressió de MYB; factor de transcripció important 

en la regulació hematopoiètica, en aquest cas el microRNA diferencialment expressat seria miR-

155, que té com una de les seves dianes predites el mateix gen; pertant podria estar regulant 

també l’expressió d’aquest.[190] miR-146 podria considerar-se un microRNA important en aquells 

pacients amb deleció de 5q ja que és un microRNA que es troba altament expressat en aquells 
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pacients amb SMD 5q negatius. El fet que aquest microRNA només sigui diferent en els casos 5q 

negatius i no en les SMD en general respecte els controls; podria explicar-se pel fet que en aquests 

casos existeix un microambient diferent. Els pacients amb una SMD tenen una resposta immune 

deficient que es manisfesta amb un increment d’infeccions bacterianes, respostes autoimmunes i 

una elevada incidència a patir una patologia limfoide. miR-146 juga un paper important en la 

immunitat, regulant la resposta immflamatòria aguda, després de reconèixer l’antígen mitjançant els 

TLR (Toll-like receptors). L’expressió de miR-146 podria estar induïda per lligands bacterians o IL-1 

i TNF. Les molècules IRAK 1  i TRAF 1 són claus en la regulació de la via TLR-IL-1β i són dianes 

directes d’aquest microRNA.[191]  

En resum hem trobat un conjunt de microRNAs diferencialment expressats entre els pacients amb 

SMD i els controls sans; per altra banda també trobem algun microRNA implicat en la progressió de 

la malaltia cap a una LMA ja que sabem que aquests microRNA tenen com a dianes gens implicats 

en la diferenciació i pertant els microRNAs actuarien bloquejant aquesta diferenciació. No hem 

trobat una signatura de microRNAs que ens permeti fer un  pronòstic o que es pugui correlacionar 

amb la citogenètica dels pacients amb SMD ja que per aconseguir-ho necessitariem fer un estudi 

amb un gran nombre de pacients degut a la heterogeneïtat que trobem dins les SMD. 
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Patró d’expressió de microRNAs en el Limfoma de Hod gkin 

Estudis previs han mostrat que un petit conjunt de microRNAs pot definir diferents entitats tumorals 

millor que un microarray d'expressió que analitzi centenars d’RNAs missatgers.[192] En l'anàlisi 

dels microRNAs al limfoma de Hodgkin, hem caracteritzat per primera vegada una signatura 

d'expressió de 25 microRNAs que són capaços de diferenciar entre limfoma de Hodgkin clàssic i 

ganglis reactius. A més hem mostrat un petit grup de microRNAs que estava diferencialment 

expressat entre els subtipus de celularitat mixta i esclerosi nodular. I finalment hem demostrat com 

un microRNA (miR-138) es troba relacionat amb l'estadiatge d'Ann Arbor I-II en el limfoma de 

Hodgkin clàssic. Aquest microRNA s’ha vist sobreexpressat en altres tumors i sembla estar 

associat amb un estadiatge més indiferenciat.[193;194]  

L'expressió diferencial de microRNAs observada entre LH i els ganglis reactius es pot explicar en 

alguns casos per canvis citogenètics a les cèl·lules H/RS. La regió 17q està associada amb 

freqüents guanys en limfoma de Hodgkin clàssic,[195] on trobem miR-21 codificat. Altres guanys 

cromosòmics que han estat descrits al LH inclouen 2p, 22q, 14q i pèrdues com 4q i 3p.[196-198]   

L'anàlisi dels casos per hibridació in situ va mostrar una expressió preferencial de miR-21, miR-134 

i miR-138 al citoplasma de les cèl·lules de H/RS. Això suggereix, que el silenciament de 

microRNAs pot ser biològicament rellevant a les cèl·lules tumorals en el LH. També podem 

observar certa senyal en limfòcits B acompanyants, cosa que indica que l'expressió en el 

microambrient tumoral és important en la biologia d'alguns tipus de limfoma i en la seva progressió 

clínica.[199-201]  

Al limfoma de Hodgkin clàssic el microambient tumoral difereix entre els diferents subtipus 

histològics, i en aquest estudi hem trobat un patró d'expressió de microRNAs diferent en el 

subtipus celularitat mixta i esclerosi nodular. L'anàlisi en les línies cel·lulars va mostrar que alguns 

dels microRNAs diferencialment expressats en els dos subtipus estaven també diferencialment 

expressats en les diferents línies cel·lulars, provinents d'esclerosi nodular o celularitat mixta. Els 

microRNAs que s'expressen diferencialment en els casos de LH clàssic, tenen com a possibles 

dianes, gens implicats en la supervivència, l’apoptosis i gens relacionats amb les funcions de les 

cèl·lules B entre d'altres. Pertant la nostra aportació pot proveir d'una base per comprendre millor 

el complex mecanisme de transformacions que sofreix una cèl·lula B normal cap a una cèl·lula 
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tumoral. Una de les característiques més importants de les cèl·lules tumorals del LH és l'adquisició 

d'avantatges de supervivència, alhora que es perd l'expressió de la majoria de gens associats a 

cèl·lules B.[202;203] El microRNA miR-21 es troba sobreexpressats tant als ganglis de Hodgkin 

com en les línies cel·lulars humanes de LH i havia estat prèviament descrit com a activador de la 

supervivència cel·lular regulant indirectament gens antiapoptòtics.[204-206]  

En el Linfoma de Hodgkin es produeix la regulació negativa d’alguns factors de transcripció pel 

desenvolupament complet d’una cèl·lula B; aquesta regulació ve produïda per alguns mecanismes 

epigenètics i és per això que els microRNAs podrien estar jugant un paper important com a 

reguladors epigenètics en aquest procés. L'expressió diferencial en el LH clàssic pot ser explicada 

en alguns casos per recurrents inestabilitats cromosòmiques, com els freqüents guanys 

cromosòmics en miR-21, miR-134, miR-185 i les pèrdues com en miR-135a, miR-302a, miR-miR-

302b i miR-miR-302c.[197;198;207]  

Treballs previs havien suggerit que els microRNAs del virus de VEB podien jugar un paper 

important a les xarxes d'interacció entre hoste i patògen. A més, els virus podrien provocar canvis 

en els patrons d'expressió de microRNAs, i d'aquesta forma afavorir el desenvolupament del 

càncer.[208-210] En aquest estudi es van identificar un conjunt de 10 microRNAs de l'hoste, dels 

quals es veia l'expressió influïda per la presència o absència del VEB. Un d'ells, miR-96, té dianes 

predites involucrades en l'activació de la via de NFkB i en la inhibició de vies d'apoptosis. L'efecte 

del VEB en els microRNAs de l'hoste podria explicar l'associació vista entre el VEB i el curs clínic 

dels pacients amb limfoma de Hodgkin. De forma interessant, només un dels microRNAs que 

estaven diferencialment expressats entre els casos VEB+ i els VEB- estava inclòs en la firma de 25 

microRNAs, que diferenciava LHc dels ganglis reactius. Aquest fet ens porta a especular que el 

VEB no és un element de transformació primari a la limfoma de Hodgkin clàssic, concepte que està 

també recolzat pel fet que la majoria dels casos de LH clàssic són EBV-.[211] 

Estudis previs havien mostrat que miR-155, el qual té PU.1 com a diana gènica predita, està 

sobreexpressat en limfoma de Hodgkin.[170] Malgrat que la signatura de microRNAs de LH que 

hem trobat, no inclou a miR-155, la hibridació in situ va mostrar que miR-155 està sobreexpressat a 

les cèl·lules atípiques, així com als limfòcits reactius i els macròfags activats.[212] La raó per la qual 
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miR-155 no apareix en la nostra signatura, podria ser degut a que no s’expressa en tots els casos 

de LH i també que podem trobar-lo sobreexpressat al microambient reactiu tumoral. 

Trobem un patró d'expressió de microRNAs compartit tant pels casos d'esclerosi nodular, com pels 

casos de cel·lularitat mixta, cosa que podria suggerir que ambdós subtipus histològics poden 

representar diferents aspectes de l'evolució de la mateixa malaltia. 

 

En resum, la limfoma de Hodgkin expressa un patró de microRNAs característic diferent dels 

ganglis reactius normals, amb un subconjunt de microRNAs diferencialment expressats entre els 

dos subtipus histològics de celularitat mixta i esclerosi nodular i un microRNA diferencialment 

expressat als estadis inicials de la malaltia en comparació amb els més avançats. Alguns d'aquests 

microRNAs estaven expressats a les cèl·lules d'Hodgkin i de Reed-Sternberg, però no a les 

cèl·lules reactives acompanyants. A més, el VEB influeix en el patró d'expressió dels microRNAs 

de l'hoste en el LH. 
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Discussió conjunta: anàlisis de l’expressió de micr oRNAs en dos models tumorals diferents. 

L’objectiu principal de l’estudi va ser analitzar el paper que juguen els microRNAs en dos models 

tumorals diferents: SMD i LH. Aquestes dues patologies són ben diferents ja que mentre que les 

SMD són expansions clonals d’origen mieloide; el LH té un orígen clonal derivat de cèl·lules B en 

les quals no s’ha produit un reordenament dels gens de les Ig i aquestes cèl·lules no han estat 

capaces d’entrar en apoptosis. De totes maneres en ambdós models tumorals podem observar la 

sobreexpressió de miR-21, un microRNA altament relacionat amb processos antiapoptòtics i 

pertant una vegada més quedaria patent la importància que pot tenir aquest microRNA a l’hora de 

regular aquelles cèl·lules que haurien d’entrar en apoptosis però no ho fan.  

També trobem diferències en l’expressió del cluster miR-17-92; aquest cluster es troba codificat a 

la regió 13q31, sovint amplificada en limfomes de cèl·lules B: limfoma difús de cèl·lules grans, 

limfoma del mantell o limfoma fol·licular. En canvi en el LH és una regió que es pot perdre 

fàcilment i aquest fet podria explicar el perquè aquesta patologia sigui menys agresiva que altres 

tipus de limfoma.  

En ambdós models tant diferents veiem com el microambient juga un paper important, sobretot en 

el LH que és un camp molt més estudiat que no pas en el cas de les SMD on es creu que les 

cèl·lules estromals podrien afectar el comportament de les cèl·lules hematopoiètiques, però ara per 

ara és un camp on queda molt per descobrir. 
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6- CONCLUSIONS 

 

SMD 

1. Una firma de 5 microRNAs relacionats amb el procès d’hematopoiesis normal (miR- 17-3p, 

miR-17-5p, miR-18a, miR-15a i miR-21) caracteritza les Síndromes Mielodisplàsiques tan a 

nivel de sang periférica com de médula òssea. 

2. Alts nivells de miR-15a en mèdula òssea i baixos nivells de miR-16 en sang periférica 

caracteritzen als pacients amb síndrome mielodisplàsica amb IPSS d’alt risc. 

3. miR-181a i miR-222 presenten un patrò d’expressió esgraonat creixent  en médula òssea 

desde els controls als pacients amb una leucemia mielodie aguda post- mielodisplàsia. 

4. L’expressió de miR-146 està sobreexpresat en el microambient dels pacients 5q-. 

 

LH 

5. Una firma de 25 microRNAs caracteritza el linfoma de Hodgkin clàssic. 

6. Els microRNAs permeten discriminar entre LH esclerosis nodular i LH celularitat mixta. 

7. miR-21, miR-134 i miR-138 són  expressats de forma específica en lescèl·lules de 

Hodgkin/Reed Sternberg presents en els ganglis dels pacients amb LH. 

8. De la signatura de 25 microRNAs de LHcla majoría, 20, s’expressen  en les cèl·lules tumorals. 

Mentres que5,miR-220, miR-302a, miR-302b, miR-302c i miR-325, es trobaven 

sobreexpressats exclusivament per les cèl·lules del microambient rectiu tumoral  

9. miR-34a, miR-99a, miR-125b, miR-130a, miR-128b, miR-129, miR-132, miR-142-5p, miR-181a, 

miR-200a i miR-370 son microRNAs que estan diferencialment expressats en les cèl·lules de 

H/RS esclerosis nodular respecte a les cèl·lules de H/RS celularitat mixta.  

10. L’anàlisi per hibridació in situ i de les línies cel·lulars ens confirmen la importància de miR-21 en 

el linfoma de Hodgkin. 

11. La presència del VEB afecta al patró d’expressió de microRNAs humans dels ganglis afectes 

de LH. 
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CONCLUSIONS CONJUNTES 

 

12. Existeix la desregulació d’alguns microRNAs comuns en SMD i LH, tot i ser dues patologies 

tant diferents. 

13. En ambdues patologies el microambient juga un paper clau, i els microRNAs apareixen afectats 

no tan sols en les cèl·lules malignes, sinó també en les cèl·lules acompanyants. 
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7- ANNEXES 

7.1  Participació a Congressos dels treballs presen tats 

Congressos Nacionals : 

Autors: Navarro A, Gaya A, Urbano-Ispizua A, Pons A , Gel B, Granell M, Artells R, Jansa S, 

Marínez C, López-Guillermo, Montserrat E y Monzo M. 

Títol: Análisis de la expresión de microRNA en el linfoma de Hodgkin (LH). 

Tipus de participació:  Oral  

Congrés:  XLVIII Reunión Nacional de la AEHH 

Lloc de Celebració:  Granada  

Data:  26-28 d’octubre del 2006 

 

Autors:  Navarro A, Pons A , Urbano-Ispuzua A, Gaya A, Artells R, Gel B, Jansa S, Díaz T, Granell 

M, Pairet S, Fuster D, Egelmeer A, Monzo M. 

Títol:  Analysis of MicroRNA (miRNA) expression pattern in Classical Hodgkin Lymphoma (cHL). 

Tipus de participació:  Pòster  

Congrés:  ASEICA 

Lloc de Celebració:  Las Palmas de Gran Canaria 

Data:  10-12 de maig del 2007 

 

Autors: Navarro A, Gaya A, Martínez A, Urbano-Ispizua A, Pons A , Balague O, Gel B, Abrisqueta 

P, López-Guillermo A, Artells R, Montserrat E, Monzó M. 

Títol: Análisis de la expresión in-situ de microRNAs en células de Hodgkin y Reed-Sternberg y en 

el microambiente no tumoral en linfoma de Hodgkin. 

Tipus de participació:  Oral  

Congrés:  AEHH  

Lloc de Celebració:  Pamplona  

Data: 25-27 d’octubre del 2007 

 

Autors: A. Pons , B. Nomdedeu, A. Navarro, A. Gaya, S. Pairet, M. Granell, S. Valera, B.Gel, E. 

Montserrat, M. Monzo. 

Títol: Expressió de microRNA en pacients afectes d’una Síndrome Mielodisplàsica. 

Tipus de participació:  Oral  

Congrés:  AEHH  

Lloc de Celebració:  Murcia  

Data: 23-25 d’octubre del 2008 
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Congressos Europeus : 

 

Autors: Navarro A, Gaya A, Pons A , Abrisqueta P, Gel B, Martínez A, López-Guillermo A, Martínez 

C, Granell M, Artells R, Jansa S, Urbano-Ispizua A, Montserrat E, Monzo M. 

Títol: Analysis of MicroRNA (miRNA) expression pattern in Classical Hodgkin Lymphoma (cHL).   

Tipus de participació:  Oral  

Congrés:  EHA  

Lloc de Celebració:  Viena  

Data:  7-10 de juny del 2007 

 

Congressos Americans : 

 

Autors: Navarro A, Gaya A, Pons A , Abrisqueta P, Gel B, Martinez A, Lopez-Guillermo A, Martinez 

C, Granell M, Artells R, Jansa S, Urbano-Ispizua A, Montserrat E, Monzo M. 

Títol: Analysis of microRNA Patterns in Hodgkin’s Lymphoma (HL). 

Tipus de participació:  Oral  

Congrés:  ASH  

Lloc de Celebració:  Orlando  

Data:  9-11 de desembre del 2006 

 

Autors: A. Navarro, A. Martinez, O. Balagué, A. Gaya, A. Pons, A . Urbano-Ispizua, E. Montserrat, 

M. Monzo. 

Títol: MicroRNA Analysis by In Situ Hibridization in Hodgkin Lymphoma. 

Tipus de participació:  Pòster  

Congrés:  ASH  

Lloc de Celebració:  Atlanta 

Data: 8-11 de desembre del 2007 

 

 

Autors: A. Pons , B. Nomdedeu, A. Navarro, A. Gaya, S. Pairet, M. Granell, S. Valera, B.Gel, E. 

Montserrat, M. Monzo. 

Títol: Hematopoietic miRNAs Expression in Myelodysplastic Syndromes. 

Tipus de participació:  Pòster  

Congrés:  ASH  

Lloc de Celebració:  San Francisco  

Data: 8-11 de desembre del 2008 
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7.2 Altres articles relacionats amb el tema de la t esis en els que he col•laborat 

 

Títol : Regulation of JAK2 by miR-135a: prognostic impact in classic Hodgkin lymphoma 

Autors:  Alfons Navarro, Tania Diaz, Antonio Martinez, Anna Gaya, Aina Pons  et al. 

Revista:  Blood  

Any:  Sep 2009 

 

7.3 Altres articles no relacionats amb el tema de l a tesis en els que he col•laborat 

 
Títol:  Common variants in NLRP2 and NLRP3 genes are strong prognostic factors for the outcome 

of HLA-identical sibling allogeneic stem cell transplantation 

Autors:  Miquel Granell, Alvaro Urbano-Ispizua, Aina Pons  et al.  

Revista:  Blood 

Any:  Sep 2008  

 

Títol: Epigenetic events in normal colonic mucosa surrounding colorectal cancer lesions 

Autors:  Ramírez N, Bandrés E, Navarro A, Pons A  et al. 

Revista:  European Jounal Oncology 

Any:  Sep 2008  
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