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CALGB: Cancer and Leukemia Group B (Grupo cooperativo americano de leucemia aguda 
mieloblástica)  

CBF: core-binding factor  

CETLAM: grupo cooperativo de estudio y tratamiento de las leucemias agudas y síndromes 
mielodisplásicos  

DGCR8: The Drosha-DGCR8 complex. DiGeorge síndrome critical región 8  

DNA: Ácido desoxirribonucleico  

Dominio JM: dominio yuxtamembrana  

ELN: European LeukemiaNet  

ENCODE: The Encyclopedia of DNA Elements   

ERM: Enfermedad residual mínima  

FAB: grupo francés-americano-británico  

FLT3-ITD: fms-related tyrosine kinase 3- Internal tandem duplication  

GATA2: GATA binding protein 2  

G-CSF: Granulocyte colony-stimulating factor  

GW-bodies: glycine-tryptophan bodies  
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Ida: Idarrubicina  

LLC: leucemia linfática crónica  

LMA t(8;16): Leucemia mieloide aguda (LMA) asociada a t(8;16)(p11;p13) y reordenamiento 
MYST3-CREBBP  

LMA: Leucemia mieloide aguda  

LMA-CN: Leucemia mieloide aguda con cariotipo normal  

LMA-RI: LMA de riesgo citogenético intermedio 

LMC: leucemia mieloide crónica  

miR: microRNA maduro 

miRISC: complejo RISC unido a miRNA  

miRNAs: microRNAs  

MLL-PTD: MLL partial tandem duplication  

MRC: Medical Research Council  (Grupo cooperativo del Reino Unido) 

NCRI: National Cancer Research Institute  

ncRNAs: RNAs no codificantes   

NGS: next-generation sequencing  

OMS: Organización Mundial de la Salud  

P bodies: processing bodies  

PASRs: promoter-associated small RNAs  

Pb: pares de bases  

PCR: polymerase chain reaction  

piRNAs: PIWI-associated RNAs  

rasiRNAs: repeat-associated short interfering RNAs  

RC: remisión completa  

RISC: miRNAS induced silencing complex  

RNA: Ácido ribonucleico  

RNAm: Ácido ribonucleico mensajero  

SG: supervivencia global  
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siRNAs: small-interfering RNAs  

SLE: Supervivencia libre de enfermedad  

SLR: supervivencia libre de recaída  

snoRNAs: small nucleolar RNAs  

SMIRs: small-molecule drugs that target specific miRNAs 

Sp: Especie  

tel-sRNAs: telomere specific small RNAs  

TGF-beta: factor de crecimiento de transformación beta  

tiRNAs: transcription initiation RNAs  

TKD: dominio tirosin quinasa  

TSA: Tricostatin A 

TU: unidad de transcripción policistrónica  

VHC: virus de la hepatitis C   

WHO: organización mundial de la salud (Word Health Organization) 

WB: Western Blot  

XPO5: exportina 5  
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Listado de genes 
 

ASXL1: additional sex combs like 1 

BAALC: brain and acute leukemia, cytoplasmic  

CEBPA: CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha 

CREBBP: CREB-binding protein (CREBBP previamente conocido como CBP)  

DMNT3A: DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 alpha  

ERG: v-ets avian erythroblastosis virus E26 oncogene homolog  

FLT3: fms-related tyrosine kinase 3 

HOX: Homeobox 

IMP8: Importin 8  

IDH1 e IDH2: isocitrate dehydrogenase 1 and 2 (NADP+), soluble  

KIT: v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog 

MECOM: MDS1 and EVI1 complex locus  

MEIS1: Meis homeobox 1  

MLL: mixed lineage leukemia  

MYST 3: gen MYST histone acetyltransferase 3 (MYST 3 previamente conocido como MOZ) 

NF-kB: tumor necrosis factor receptor 

NPM1: nucleophosmin (nucleolar phosphoprotein B23, numatrin)  

PRL: prolactin 

RET: ret proto-oncogene  

RUNX1: runt-related transcription factor 1 

TET: tet methylcytosine dioxygenase  

TP53: tumor protein p53 

WT1: Wilms' tumor 1  
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1. Introducción 
 

1.1. Hematopoyesis 
 

La hematopoyesis (del griego α μα, -ατος-, 'sangre' y ποίησις, 'creación') es el proceso de 

formación, desarrollo y maduración por el cual las células de la sangre adquieren un 

determinado fenotipo a partir de un precursor celular común e indiferenciado conocido como 

célula madre hematopoyética, y como consecuencia de unos procesos coordinados de 

expresión específica de diferentes genes en cada célula [1] (figura 1) [2]. 

 

 

Figura 1. Modelo actual de determinación de linaje en la jerarquía 
hematopoyética humana [2] . 

 

La sangre es uno de los tejidos más altamente regenerativos, originándose más de un billón de 

células al día la medula ósea adulta humana [2].  A principios de siglo se postuló que la 

hematopoyesis estaba organizada como una jerarquía celular derivada de un precursor común 

llamado célula madre hematopoyética [3]. Las células madre hematopoyéticas están 

caracterizadas por la habilidad de autorenovación y diferenciación en todas las líneas maduras 

sanguíneas. Son células poco frecuentes y son capaces de rescatar y reconstruir el sistema 

hematopoyético en individuos que han sido irradiados de manera letal [4]. La mejor evidencia 

de la existencia de las células madre hematopoyéticas se produjo durante la era atómica. La 

radiación producía un fallo medular letal, pero  si a los sujetos expuestos a la radiación se les 
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inyectaba células de la médula ósea de individuos sanos, se podían rescatar del fallo medular 

[5].  La maduración de los precursores hematpoyéticos está asociada con dos procesos 

fundamentales: la reducción de la autorenovación y la adquisición de una identidad linaje 

específica (Figura 2) [6]. 

 
Figura 2.Concenptos actuales de la diversificación de linajes 
hematopoyéticos [6]. 

 

La mielopoyesis (Figura 3[6]) es el proceso que da lugar a la generación, desarrollo y 

maduración del componente mieloide de la sangre: eritrocitos, plaquetas, neutrófilos, 

basófilos, eosinófilos y monocitos [7].  

 
Figura 3. Diferenciación mieloide y factores de transcripción 
requeridos [6]. 
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En un adulto sano, las células  madre hematopoyéticas residen predominantemente en la 

medula ósea como células inactivas y quiescentes. Estas células están en contacto con células 

no hematopoyéticas, llamadas estroma (fundamentalmente fibroblastos, osteoblastos y 

adipocitos, macrófagos y osteoblastos y células endoteliales) que conforman el microambiente 

de la medula ósea (Hoffman, Hematology; 4th ed., 2005, ISBN:978-0-443-06628-3). 

 

1.1.1. Orígenes del sistema hematopoyético 
 

Las células sanguíneas derivan de la hoja mesodérmica del embrión [8]. Durante la 

gastrulación el mesodermo se induce por el endodermo y se sitúa a lo largo del eje dorsal-

ventral. La familia de proteínas morfogénicas de hueso ( bone morphogenic proteins, BMP)  así 

como el factor de crecimiento de transformación crecimiento (TGF-beta)  son importantes 

para dirigir las células a su destino, el mesodermo ventral. Parece que las proteínas Hedgehod 

y los retinoides pueden estar involucrados en activar las proteínas BMP. Las células del 

mesodermo ventral migran hasta el saco vitelino donde generan la primera ola  de 

hematopoyesis, que se llama hematopoyesis primitiva. Esta hematopoyesis es transitoria  y 

consiste esencialmente en células eritroides que expresan hemoglobina embrionaria (2ª 

semana de la etapa embrionaria). La segunda ola se llama hematopoyesis definitiva y tiene 

lugar en la región aórtica-gonadal-mesodermo donde las células madre hematopoyéticas se 

expanden y migran  hacia el hígado y bazo fetal (6ª semana) para generar las células 

hematopoyéticas de todas las líneas. Durante la fase fetal tardía las células madre 

hematopoyéticas migran  a la médula ósea donde a lo largo de la vida será donde se produzca 

la hematopoyesis (Figura 4) (Hoffman, Hematology; 4th ed., 2005, ISBN:978-0-443-06628-3). 

 
Figura 4. Esquema de las etapas del desarrollo del sistema hematopoyético 
(adaptado de www.monografias.com/ trabajos906/sangre-hemopoyesis-
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hematopoyesis/sangre-hemopoyesis-hematopoyesis2.shtml). 
 

 

1.2. La Leucemia mieloide aguda 
 

1.2.1. Definición  
 

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad clonal, maligna, agresiva y heterogénea 

que se origina en los progenitores de la médula ósea. Está causada por la acumulación de 

múltiples alteraciones genéticas y, seguramente, también epigenéticas [9, 10]. Se ha 

demostrado que la LMA  está organizada de manera jerárquica y que se origina  desde una 

célula  progenitora primitiva [7, 11]. Como consecuencia las células progenitoras 

hematopoyéticas pierden la habilidad de diferenciarse normalmente y de responder de 

manera normal a los reguladores de la proliferación celular (Figura 5[6]) , produciéndose una 

expansión clonal de células neoplásicas de estirpe mieloide llamadas blastos [10]. Por lo tanto 

la LMA está caracterizada por la expansión clonal en la médula ósea, sangre periférica u otros 

tejidos de blastos mieloides y éstos dan lugar a insuficiencia medular, presentando 

granulocitopenia, trombocitopenia y/o anemia [12]. 

 

Figura 5. Modelo de desarrollo de leucemia a partir de un bloqueo de 
la diferenciación mieloide [6]. 
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1.2.2. Incidencia  
 

La leucemia es el noveno cáncer más frecuente en el hombre y no se ecuentra entre los 10 

cánceres más frecuentes entre la mujer (Figura 6), sin embargo  es la sexta causa de muerte 

por cáncer en ambos sexos[13]. 

 

Figura 6. Incidencia estimada de nuevos casos y muertes por enfermedades 
neoplásicas [13]. 

La incidencia de LMA  ajustada a la edad es de 3.7 por 100,000 habitantes por año y la tasa de 

mortalidad ajustada a la edad es de 2.8 por 100,000 habitantes por año [14]. En el periodo de 

2006-2010 en Estados Unidos, la mediana de edad al diagnóstico de LMA fue de  67 años. 

Aproximadamente 5.8%  tenían una edad por debajo de 20 años, 6.4% entre 20 y 34 años; 

6.6%  entre 35 y 44; 11.3% entre 45 y 54; 15.8% entre 55 y 64; 20.5% entre 65 y 74; 23.3% 

entre 75 y  84; y 10.3% a partir de 85 años (http://seer.cancer.gov/statfacts/).  Por lo tanto la 

incidencia de la LMA aumenta con la edad (Figura 7)[14]. Se estima que en el año 2013 se 

diagnosticarán en Norte América 14,590 casos y fallecerán a causa de la leucemia unas 10,370 

personas (http://seer.cancer.gov/statfacts/). 
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                                                      Hombres                                               Mujeres 

 

Figura  7.  Ratio de incidencia de LMA específica por edad de acuerdo con 
sexo y etnia en el periodo  2001-2007 en Estados Unidos [14]. 

 

1.2.3. Diagnóstico 
 

El diagnóstico de la LMA se basa en la identificación de células de leucemia mielode aguda 

llamadas blastos en sangre perférica, médula ósea u otro tejido. Los blastos  están definidos de 

acuerdo con los criterios del Grupo de Trabajo internacional  en morfología de síndrome 

mielodisplásico (IWGM-MDS). Los mieloblastos se definen teniendo en cuenta varias 

características morfológicas del núcleo como: alto ratio núcleo/citoplasma, nucléolos 

fácilmente visibles, y normalmente, pero no invariablemente, cromatina nuclear fina (Figura 

8). La forma del núcleo es variable, las características citoplasmáticas incluyen un grado de 

basofília variable, presencia o no de gránulos o bastones de Auer pero no se detecta aparato 

de Golgi, la excepción a esta última afirmación es en LMA con translocación (8;21) donde 

puede haber blastos pequeños donde se distinga el aparato de Golgi pero sin otras 

características de promielocito. Los mieloblastos con gránulos deben de ser distinguidos de los 

promielocitos[15].  

 

Figura 8. Blastos, promielocitos y promielocitos anormales[15]. 
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Para el diagnóstico se requiere un 20% de blastos o más en médula ósea o sangre periférica. 

Excepto en el caso de LMA con  t(8;21), inv (16), t(16;16) o t(15;17) que no es necesario llegar 

hasta un 20% de blastos para diagnosticar LMA, también es así en algunos casos de leucemia 

eritroide aguda cuando los precursores eritroides  son más del 50% del total celular de la 

médula ósea y los blastos son más del 20% del componenente no eritroide de la médula 

ósea[16].  

El diagnóstico de sarcoma mieloide caracterizado por la presencia de blastos en otros tejidos,  

es sinónimo de LMA  y no se tiene en cuenta el número de blastos en medula ósea y en sangre 

periférica. 

1.2.4. Clasificación 

La LMA es una enfermedad muy heterogénea, distintos tipos de LMA, presumiblemente 

ocasionadas por mecanismos diferentes con distinto comportamiento biológico y de manera 

más relevante, con distinto comportamiento clínico. 

La primera clasificación propuesta por un grupo de expertos,  el grupo francés-americano-

británico, conocida como clasificación FAB en 1976, proponía un sistema de clasificación 

basado en  las características morfológicas y citoquímicas y más tarde fueron incorporados 

criterios  inmunofenotípicos [17-19]. Esta clasificación subdivide las leucemias mieloides en 8 

subtipos (de M0 a M7) dependiendo de su tipo celular predominante. La clasificación FAB 

buscaba identificar el equivalente leucémico de las células mieloides para cada estadío de 

diferenciación (Tabla 1). 

Tabla 1. Clasificación FAB de las LMAs. Adaptado de [20] 

Subtipo 
FAB 

Denominación % de 
casos 

Comportamiento citoquímico          

 MPO Esterasas 
inespecíficas 

M0 LMA con diferenciación mínima <5 -                - 
M1 LMA sin maduración 15-20 +( >3%) - 
M2 LMA con maduración 15-25 ++ - 
M3 Leucemia aguda promielocítica 5-10 +++ - 
M4 Leucemia aguda mielomonocítica 20 + + 

M4 Eo Leucemia aguda mielomonocítica con 
eosinofília 

5-10 + + 

M5 Leucemia aguda monocítica 10-20                  -              + 
M6 Eritroleucemia 3-5 +              - 
M7 Leucemia aguda megacarioblástica <5 -     * 

**M7 las células son popositivas para la a-naftil acetato esterasa y  negativas 
para la naftil butirato esterasa. Las células son positivas para el Factor VIII y la 
glicoproteinca palquetaria Ib/IIa.  
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Con el desarrollo de nuevas herramientas diagnósticas y la adquisición de nuevos 

conocimientos biológicos ,somos capaces de reconocer más características que te permiten la 

identificación de entidades específicas con características citogenéticas y molecuares 

distintivas. Actualmente la clasificación vigente es la  clasificación de la organización mundial 

de la salud (OMS), cuya su última actualización se realizó en 2008 [16]. 

Brevemente, esta clasificación, que es una clasificación de consenso realizada por expertos en 

el campo, usa toda la información de la que disponemos, es decir, morfología, 

inmunofenotipo, genética y características clínicas y moleculares para definir entidades 

clínicamente significativas. Fruto del mayor conocimiento biológico de la LMA, en esta última 

clasificación del 2008 se han añadido tres nuevas entidades en LAM y dos nuevas entidades 

provisionales (Tabla 2) [16, 21]. 

Tabla 2. Clasificación de la Organización Mundial de la Salud 2008 de LMA [16]. 

Clasificación WHO 2008 de LMA y neoplasias relacionadas 

LMA con alteraciones genéticas recurrentes 
LMA con t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1 
LMA con inv(16)(p13.1q22) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11 
LMA con t(15;17)(q22;q12); PML-RARA 
LMA con  t(9 ;11)(p22;q23); MLLT3-MLL 
LMA con  t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214 
LMA con  inv(3)(q21q26.2) o t(3;3)(q21;q26.2); RPN1-EVI1 
LMA con mutación de NPM1* 
LMA con mutación de CEBPA* 

LMA No especificada de otra manera 
LMA con diferenciación mínima 
LMA sin maduración 
LMA con maduración 
Leucemia mielomonocítica aguda 
Leucemia monoblástica/monocítica aguda 
Leucemia eritroide aguda 

Leucemia eritroide pura 
Eritroleucemia 

Leucemia aguda basofílica 
Panmielosis aguda con mielofibrosis 
LMA con cambios relacionados con mielodisplasia 

Neoplasias mieloides relacionadas con el tratamiento 

Sarcoma mieloide 

Proliferaciones mieloides relacionadas con el Sindrome de Down  
 Mielopoyesis anormal transitoria  
Leucemia mieloide aguda asociada con el síndrome de Down  
 

Neoplasia de células dendríticas plasmocitoide blástica 

*Entidades provisionales 
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1.2.5. Pronóstico 

La LMA es una enfermedad muy grave que sin tratamiento tiene un pronóstico  infausto en 

pocos meses. La causa de muerte de estos pacientes es derivada la mayoría de los casos, de la 

insuficiencia de la médula ósea para producir células hematopoyéticas maduras y 

normofuncionantes. Por lo tanto el paciente presentará anemia, plaquetopenia y neutropenia, 

como consecuencia pueden producirse hemorragias  e infecciones graves. 

En general la supervivencia relativa a los 5 años, (periodo analizado 2003-2009, 18 áreas 

geográficas de EEUU) es de  24.2% (Figura 9) (http://seer.cancer.gov/faststats). 

Sin embargo la supervivencia relativa  a los 5 años en pacientes de hasta 65 años, que se tratan 

con quimioterapia de manera intensiva es mejor, de un 45% (Figura 9). 

 

Figura  9.  Supervivencia relativa de pacientes afectos de LMA en (A) todos los 
pacientes, (B) pacientes de edad < 65 y (C) supervivencia relativa en <65 años 
dependiendo del año de diagnóstico (http://seer.cancer.gov/faststats). 

Si analizamos la supervivencia relativa de los pacientes de hasta 65 años dependiendo del año 

de diagnóstico, se observa una clara mejoría de la supervivencia en el transcurso de los años 

(Figura 9). 

En general el pronóstico de los pacientes con LMA varía dependiendo de varios factores  que 

dependen por un lado del paciente,  y por otro lado dependen de la biología intrínseca de la 

LMA. 

De los factores que dependen del paciente destaca el incremento de edad como factor 

pronóstico adverso [22, 23],  y las comorbilidades asociadas [24]. 

Respecto a los factores que dependen de la biología intrínseca de la LMA  se incluyen: el 

cariotipo, mutaciones de derminados genes y nivel de expresión de derminados genes, así 
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como la respuesta al tratamiento, medida por la enfermedad residual mínima. A continuación 

se exponen con más detalle estos factores. 

1.2.5.1. Cariotipo 

Aproximadamente la mitad de los pacientes con LMA presentan alteraciones cromosómicas. La 

citogenética es el factor pronóstico al diagnóstico más importante en LMA (Figura 10). La 

citogenética distingue tres grupos con diferente pronóstico en cuanto a supervivencia global y 

tasa de recaída[25-29]: Subgrupo citogenético de riesgo favorable, de riesgo desfavorable y de 

riesgo citogenético intermedio (Tabla 3): 

Tabla 3. Estratificación pronóstica de la LMA en función de las anomalías 
citogenéticas  adaptada de [25].  En gris categorías aceptadas de pronóstico adverso 
que no constan como tal en la clasificación del MRC 

Grupo de riesgo citogenéntico Citogenética 
Buen pronóstico Inv (16)(p13q22) o t (16;16)(p13;q22), t(8;21)(q22;q22), 

t(15;17) (q22;q21) 
Pronóstico intermedio Citogenética normal, +8 , t(9;11), otras entidades citogenéticas 

no clasificadas ni como favorables ni como adversas  
Mal pronóstico Cariotipo complejo, cariotipo  monosómico  

-5, 5q-,add (5q) 
 -7, 7q-, add (7q) 
Inv(3), t(3;3), abn (3q excluyendo t( 3;5)(q21 25;q31 35)  
t(6;9) (p26; q34) 
 t(9;22) (q34;q11) 
t(6;11)(q27;q23), t(10;11)(p11 13;q23) 
t(11q23) [excluyendo t(9;11)(p21 22;q23) y t(11;19)(q23;p13)] 
-17, abn (17p) 
 

Subgrupo citogenético  riesgo favorable 

Incluye la leucemia promielocítica aguda con una supervivencia global a los 10 años de un 81%. 

Las leucemias con t(8;21)(q22;q21), con inv (16)(p13;q22) o las t(16, 16)(p13, q22) poseen  una 

supervivencia global a los 10 años entorno al 60% [25],todas ellas involucran translocaciones  

de alguna de las subunidades del core-binding factor (CBF) que es un importante factor de 

transcripción en la hematopoyesis normal. Las proteínas de fusión anómalas resultantes de las 

translocaciones cromosómicas  AML1-ETO y CBFB-MYH11,  se han identificado que actúan 

como represores transcripcionales [30-33]. Estos pacientes con un perfil citogenético favorable  

tienen relativamente buen pronóstico con tratamiento quimioterápico, es decir, tras alcanzar 

primera remisión completa no indicaríamos realizar una trasplante alogénico de progenitores 

hematopoyéticos. 
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Subgrupo citogenético  riesgo desfavorable  

En general este grupo de leucemias presentan una supervivencia global a los 10 años de un 

20%. En este grupo están incluidos entre otros, los cariotipos complejos (definidos  como la 

presencia de tres[21], cuatro [25]o más anomalías cromosómicas en ausencia de alteraciones 

citogenéticas recurrentes), cariotipos monosómicos [34](definidos como la presencia de una 

sola monosomía (excluyendo la perdida aislada del cromosoma Y o el cromosoma X) en 

asociación  con al menos una monosomía adicional o una anomalía cromosómica (excluyendo 

leucemias CBF) , y otras anomalías cromosómicas como se resume en la Tabla 3. Estos 

pacientes  requieren de realización de un trasplante alogénico en primera remisión completa 

para intentar mejorar su pronóstico (reduciendo su riesgo de recaída). 

Subgrupo de riesgo intermedio  

Lo conforman las entidades citogenéticas no clasificadas ni como favorables ni como 

adversas y aquellos con citogenética normal (definida como no alteraciones citogenéticas 

visualizado en cariotipo de al menos 20 metafases). A este subgrupo pertenecen más del 

50% de los pacientes. Estos pacientes presentan una supervivencia global a 10 años en torno 

a un 40% [25]. Este grupo  de riesgo citogenético intermedio es muy heterogéneo, en los 

últimos años se han descrito alteraciones moleculares, en concreto mutaciones de algunos 

genes que nos ayudan a estratificar mejor el riesgo dentro de esta amplia y heterogénea 

categoría molecular, éstas se explican a continuación (tabla 4). 

  

 

Figura 10. Supervivencia global de pacientes afectos de LMA de acuerdo con 
la clasificación citogenética del grupo MRC. Pacientes de edades 16-59, y 
tratados bajo protocolos de grupos MRC/NCRI [25]. 
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1.2.5.2 Mutaciones 

Se han descrito mutaciones de diversos genes que pueden jugar un valor pronóstico en LMA 

de riesgo intermedio (LMA-RI) [35], la información de las mutaciones más relevantes en la 

práctica clínica se resume a continuación en la tabla 4. 

Tabla 4.  Alteraciones moleculares  recurrentes en LMA-RI de adulto: características biológicas 
y relevancia clínica. Adaptado de [35]. 

GEN mutado CARACTERÍSTICAS BIOLÓGICAS SIGNIFICADO DIAGNÓSTICO/ 
CLÍNICO3 

Encontrada en el 30% de LMA-RI  
Proteína de transporte nucleo-
citoplasmático. 

Entidad provisional en la clasificación 
OMS 2008. 

Su mutación conlleva la deslocalización 
citoplasmática de la proteína[36]. 
  
Inserción 4pb en exón 12. 
 

Puede ser diagnosticada por 
inmunohistoquímica en cortes de 
histológicos de médula ósea. 
Se puede detectar por PCR cualitativa. 

Asociada con FLT3-ITD 
(aproximadamente 40%). 

Mutación de NPM1 sin mutación de 
FLT3-ITD predice mejor pronóstico 
[37-39]. 
Parece que no se benefician de 
AloTPH en 1RC[36, 39, 40]. 

Los blastos suelen mostrar expresión alta 
de CD33 y CD34 negativo o ausente. 
Asociado con morfología monocítica o 
mielomonocítica y signo de impronta de 
dedo. 

Necesidad de diferenciarlo de M3. 

NPM1 
5q35.1 

Seguimiento por PCR cuantitativa. Buen marcador estable de EMR. 
Factor de transcripción imprescindible en 
la regulación de la mielopoesis.  

Entidad provisional en la clasificación 
WHO 2008. 

Mutaciones predominantemente en 
LMA-RI en aprox 10-15% de los 
casos[41]. 

Mutaciones bialélicas asociadas a 
mejor pronóstico[41]. 
Parece que no se benefician de 
AloTPH en 1RC[39, 40]. 

CEBPA 
19q13.1 

Tipo de mutación variable Determinación por secuenciación 
FLT3 

13q12 
Miembro de la familia de receptor de 
tirosinquinasa clase III. 
 FLT3 juega un papel importante en 
proliferación, supervivencia y 
diferenciación de los progenitores 
hematopoyéticos [39].  

 

FLT3-ITD encontrado aproximadamente 
en el 30% de LMA-RI [42]. 
El sitio de inserción de la duplicación 
normalmente es en el dominio JM. 

FLT3-ITD asociado con peor 
pronóstico.  
Trasplante alogénico en 1RC es el 
tratamiento de elección.  
 

La carga alélica de FLT3-ITD puede 
modular este efecto negativo[43].  
No buen marcador de EMR. 
 

Pacientes con mutación de  NPM1 y 
FLT3-ITD con ratio bajo (<0.5) de alelo 
mutado es posible abstención de 
AloTPH en 1RC y seguimiento por 
EMR con NPM1. 

Mutación de 
duplicación 

en tamdem de 
FLT3 (FLT3-ITD) 

Encontradas con frecuencia asociados a 
M3 y a LMA t(6;9). 

No significado pronóstico en estos 
subtipos. 
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 Ensayos con inhibidores de FLT3: RC 
transitorias. 

Mutaciones en el 
dominio 

tirosinkinasa (TKD) 
de FLT3 

FLT3 TKD mutaciones puntuales 
encontrados en  12% de LMA-RI.  

El significado pronóstico es 
controvertido. 

DNA metiltransferasa, responsable de 
establecer metilación de novo de DNA. 
 

Controvertido las consecuencias de su 
mutación  a nivel de metilación 
global. 

DMNT3A 
2p23 

Frecuencia de mutaciones de DNMT3A 
es alta (22%), más frecuente en riesgo 
citogenético intermedio[44]. 
Encontradas en todos los dominios 
funcionales del gen, hotspot en R882. 
 

Mutación de DNMT3A asociado a 
menor supervivencia[44-46], aunque 
controvertido[45, 47].  
 

Enzimas metabólicas citosólica (IDH1) y 
mitocondrial (IDH2) que catalizan la 
decarboxilación oxidativa de isocitrato a 
α-ketoglutarato; involucrados en la 
defensa celular al daño oxidativo[48]. 
 

Mutaciones de IDH1[49] y 
posiblemente IDH2,aunque 
controvertido, parece que confieren 
peor pronóstico en el subgrupo 
molecular de bajo riesgo  (NPM1 
mutado sin FLT3-ITD)[50-52]. 

Mutationes encontradas 
aproximadamente en 13% (IDH1) y 15% 
(IDH2) de LMA-RI [50, 51]. 

Mutación IDH2 R172 asociada 
probablemente a peor pronóstico.  

IDH1(2q33.3), 
IDH2(15q26.1) 

Mutaciones localizadas en el residuo 132 
(IDH1) y residuos 140 y 172 (IDH2); 
conllevan a la acumulación de un 
putativo metabolito oncogenico R2-2-
hydroxyglutarate (2HG)  que es un 
antagonista del producto normal α-
ketoglutarato. 

Competitivamente el 2DH inhibe la 
actividad de las enzimas 
dependientes de α-ketoglutarato 
como las enzimas TET. Mutamente 
excluyentes mutaciones en IDH1/2 
con mutaciones de TET2. 
Existen inhibidores IDH en desarrollo 
Inhibición de IDH1 mutante inhibe los  
blastos en pacientes con IDH1 
mutado  pero no en células CD34+ 
normales de médula ósea[53]. 

Proteína de unión al ADN que regula la 
expresión génica en hematopoyesis 
posiblemente mediante mecanismos 
epigenénicos. 

En estudios iniciales asociado con RC 
mas corta e inferior SLE, SLR pero  
no asociado con SG[54] . 

MLL-PTD 
11q23 (duplicación 
parcial en tándem) 

MLL-PTD encontrada en el 5%-11% de 
LMA con cariotipo nomral y hasta en un 
90% de LMA con trisomia 11 [37]. 

 

Factor de transcripción involucrado en 
regulación de apoptosis, proliferación y 
diferenciación de los progenitores 
hematopoyéticos. 

Significado pronostico controvertido, 
mayoría de estudios impacto 
pronóstico negativo. 

Encontradas en el 10%-13% de IR-AML.  WT1 SNP rs16754 asociado con peor 
pronóstico en un estudio. 

WT1 
11p13 

 

 Buen marcador EMR cuantitativo 
Factor de transcripción en la 
hematopoyesis definitiva.  
 

Asociado con peor pronóstico. RUNX1 
21q22.3 

 
Mutaciones encontradas en 5%-20% de 
LMA-RI; asociación con trisomia 13, 
trisomia 21, y cariotipo normal. 
Asociación con FAB M0. 
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Asociadas con MLL-PTD;  y correlación 
inversa con presencia de mutación de 
CEBPA y NPM1.  

 

Codifica la proteína supresora de 
tumores p53, que responde a diversos 
estímulos de estrés celular y regula 
genes que inducen parada de ciclo 
celular, apoptosis, senescencia, 
reparación de ADN.  

TP53 
17p13.1 

Mutaciones predominantemente en 
exón 4 y 8. 

En LMA-RI 2%. Mayoritariamente 
asociado a citogenética de mal 
pronóstico. 

Miembro de la familia de proteínas TET. 
Convierte 5- metilcitosina en 5-
metilhidroxicitosina, y ésta sirve como 
paso intermedio de la demetilación. 
 
Modelo murino con pérdida de TET2 
demostró incremento de autorenovación 
y diferenciación hematopoyética dañada 
in vivo. 

TET2 
4q24 

Mutado en 23% de LMA-RI[56]. 

Significado pronostico controvertido. 
Asociado con peor pronóstico en LMA 
RI[55] en subgrupo molecular 
favorable[56]. 
Otros no encontraron valor 
pronostico [57]. 
 
Mutuamente excluyente con 
mutaciones de IDH 1/2[58]. 

Codifica proteína del grupo  polycomb 
posiblemente involucrado en 
remodelación de cromatina. 

ASXL1 
20q11 

Aproximadamente 8%-17% LMA-RI. 

Mutación confiere peor 
pronóstico[55, 59-62]. 

 

Además de las mutaciones anteriormente citadas y  gracias a los últimos estudios de 

ultrasecuenciación, ha aumentado de manera logarítmica nuestro conocimiento sobre el tipo y 

la frecuencia de las mutaciones somáticas en LMA. De manera interesante,  prácticamente 

todas las muestras de LMA tienen por lo menos una mutación no sinónima en una de las 9 

categorías de genes que parecen más relevantes en LMA. Estas nueve categorías como se 

puede ver en al figura 11 incluyen: fusión de factores de transcripción (18% de los casos), 

NPM1 (27%), genes supresores de tumores (16%), genes relacionados con el proceso de 

metilación de ADN (44%), genes de señalización (59%), genes que modifican cromatina(30%), 

factores de transcripción mieloides (22%), genes pertenecientes al complejo de cohesina 

(13%), genes que forman parte del complejo del spliceosoma (14%)[63]. 

Estos últimos años, se han desarrollado nuevos algoritmos de clasificación incorporando 

información mutacional de diversos genes para refinar así la estratificación pronóstica de la 

LMA-RI [39, 40, 55, 64, 65]. Las mutaciones más validadas y las que actualmente utilizamos en 

la práctica clínica para la estratificación de riesgo son la mutación de NPM1, duplicación en 

tándem de FLT3 (FLT3-ITD) y la mutación bialélica de CEBPA[35, 40].  Con ellas podemos 

diferenciar dos subgrupos moleculares (Figura 12):  
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Subgrupo molecular de buen pronóstico: definido como pacientes pertenecientes a   

LMA-RI sin  mutación de FLT3-ITD y con NPM1 mutado o CEBPA mutado bialélico. Estos 

pacientes presentan una mejor supervivencia y en ellos parece  no existir beneficio 

realizar un trasplante alogénico en primera remisión completa[39]. 

Subgrupo molecular de mal pronóstico: lo conforman los pacientes con FLT3-ITD y/o 

aquellos que presentan NPM1 y CEBPA no mutado. Este grupo de pacientes presentan 

un mayor riesgo de recaída y una menor supervivencia, y parecen beneficiarse de un 

trasplante alogénico en primera remisión completa[39].    

   

Figura 12. Supervivencia estimada dependiendo del genotipo (estado mutacional de 
NPM1, FLT3-ITD y CEBPA)[39]. Supervivencia libre de enfermedad (A) y supervivencia 
global (B). Otros genotipos están definidos como pacientes con FLT3-ITD y pacientes 
sin mutación de NPM1, FLT3-ITD y CEBPA. 
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Figura 11. Organización de las mutaciones en 9 categorías funcionales de genes[63]. 
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1.2.5.3. Otros factores pronósticos 

Además de las alteraciones genéticas estructurales anteriormente descritas, el cambio en la 

expresión de genes específicos puede tener impacto pronóstico en la LMA [35]. A 

continuación, en la Tabla 5, se resume el significado clínico y pronóstico tanto de la expresión 

de genes individuales como del estudio masivo de perfiles globales de expresión génica 

mediante nuevas técnicas de análisis “masivo”.    

Expresión génica de genes individuales  

Tabla 5.  Genes desregulados con significado pronóstico en LMA-RI de adulto: Características 
biológicas y relevancia clínica, adaptado de [35]. 

Gen 
desregulado 

Características biológicas Significado clínico/ pronóstico 

BAALC 
8q22.3 

Expresado en células del tejido nervioso y 
células hematopoyéticas. Los progenitores 
CD34 positivos de médula ósea expresan 
BAALC. Los  pacientes afectos de LMA 
sobreexpresan BAALC [66]. 

La sobreexpresión de BAALC correlaciona 
con la sobreexpresión de otros genes que 
están expresados en progenitores 
hematopoyéticos y se asocia a peor               
pronóstico.[37, 67, 68]. 

ERG 
21q22 

Miembro de la familia de factores de 
transcripción ETS. 
 

La sobreexpresión de ERG está asociada a 
un peor pronóstico [37, 69, 70], 
especialmente en LMA con NMP1 mutada 
sin mutación de FLT3-ITD [70]. 

EVI1 
3q26.2 

 

La proteína EVI1 está involucrada en la 
regulación de factores de transcripción 
críticos para la hematopoyesis y es 
esencial para la autorenovación de las 
células madre hematopoyéticas [71]. 

En LMA-RI, la sobreexpresión de EVI1 está 
asociada a peor pronóstico[70, 72]. El 
aloTPH en 1 RC parece proporcionar una 
mejor supervivencia [73]. 

MN1 tiene función de corregulador de 
transcripción.  

Alta expresión asociado a mal pronóstico 
[74, 75]. 

MN1 
22q12.1 

La expresión elevada de MN1 está  
asociada a la LMA sin mutación de  NMP1 
y sobreexpresión de BAALC. 

Se ha asociado una baja expresión de 
MN1 con la [75] de respuesta a ATRA en 
LMA no M3.  

 

Perfil de expresión génica  

Varios estudios han demostrado que los distintos subtipos de LMA pueden ser identificados  

por análisis masivo del perfil de expresión génica [76]. En la LMA-RI  se ha descrito un perfil 

asociado  a  algunas mutaciones así como la capacidad de predecir dichas mutaciones usando 

esta tecnología, como ocurre con los perfiles génicos asociados a las mutaciones de NPM1  [77, 

78] y la mutación bialélica de CEBPA[41, 78, 79]. 

Además, varios estudios han identificado firmas de expresión génica con valor pronóstico [76, 

80-83]. Bullinger et al identificó dos clusters distintos dentro de la  LMA con citogenética 

normal, con diferentes firmas pronósticas, una de ellas estaba caracterizada por la 
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sobreexpresión de algunos reguladores transcripcionales como GATA2 y el otro estaba 

caracterizado por genes  que forman parte de la respuesta inmune y la diferenciación 

leucocitaria[80]. Posteriormente Radmacher et al validó el valor pronóstico de esta firma en 

una serie independiente[82]. 

Dos grupos  han descrito firmas de expresión génica relacionadas con poblaciones 

enriquecidas en células madre leucémicas y han analizado el valor pronóstico de estos perfiles  

génicos leukemia stem-cell -like. Así, los pacientes con una  LMA que  sobreexpresan  genes 

relacionados con células madres (sobreexpresados en fracciones enriquecidas de células 

madre) tienen un peor pronóstico [84, 85]. Se ha demostrado que la sobreexpresión de la 

firma génica que caracteriza la población celular enriquecida de células madres (que incluye 

sobreexpresión de genes como  BAALC, ERG, MEIS1, MECOM, que incluye EVI1,  FLT3-ITD y 

algunos genes homeobox como HOXB3) predice un peor pronóstico dentro de LMA-RI y es un 

factor de riesgo independiente del estado mutacional de NPM1, FLT3-ITD y CEBPA, siendo a su 

vez capaz de diferenciar grupos de pacientes con distinto pronóstico dentro de los subgrupos 

moleculares favorable y desfavorable [84]. La sobreexpresión de programas génicos propios de 

célula madre leucémica en pacientes con peor pronóstico parece indicar la desregulación de 

los programas celulares de célula madre en comparación con los programas de maduración 

[84]. Posteriormente se ha validado el valor pronóstico independiente de la firma de stem-cell 

leucémica en pacientes del grupo cooperativo americano, CALGB, tanto en el grupo de 

citogenética normal como dentro de los subgrupos moleculares definidos por la “European 

Leukemia Net” (ELN). Además se ha descrito que los pacientes con un  score de stem-cell 

leucémica de mayor riesgo están asociados a mayor porcentaje de blastos en médula ósea y 

sangre periférica, FLT3-ITD , WT mutado, RUNX1 mutado y que tienen mayor sobreexpresión 

de ERG, BAALC y miR-155, y menos frecuentemente poseen CEBPA mutado y TET2 mutado 

[86].  

Finalmente, se ha descrito y validado una firma de 24 genes con valor pronóstico en LMA en 

varias cohortes distintas de pacientes y que mantiene su valor dentro de los subgrupos 

moleculares definidos por su estado mutacional [87]. 

 Enfermedad residual mínima 
 

Los factores pronósticos  comentados hasta el momento corresponden a variables detectables 

en el momento del diagnóstico, antes de iniciar el tratamiento. Pero la determinación precisa 

de la cinética de reducción de la población leucémica durante el tratamiento, evolutiva, que 
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conocemos conceptualmente como análisis de la enfermedad residual mínima (ERM), sin 

duda, un factor pronóstico con gran potencial predictivo del fracaso o éxito del tratamiento, 

que de alguna amnera “recapitula” los factores pronósticos iniciales. La determinación de la 

enfermedad residual mínima residual (ERM) se entiende como la detección de células 

leucémicas  por encima de un cierto punto de corte, definida para cada metodología aplicada 

para medirla, que predice el fracaso de mantener una remisión completa y afecta de manera 

negativa a la supervivencia [88, 89]. Existen diferentes técnicas para medir la ERM (Figura 13), 

siendo las más utilizadas en la actualidad la citometría de flujo multiparamétrica,basada en la 

caracterización de un fenotipo asociado a la población leucémica aberrante[90], y la PCR a 

tiempo real, donde podemos monitorizar la presencia de dianas moleculares específicas de 

leucemia como las proteínas de fusión core binding factor (RUNX1-RUNX1T1, CBFB-MYH11) 

[91-93], la mutación de  NPM1[94],o genes sobreexpresados en LMA como WT1 [95]. Estas 

técnicas nos ayudan a identificar los pacientes con mayor riesgo de recaída, en los que es 

aconsejable intensificar el tratamiento (p.ej realizando un trasplante alogénico de médula). En 

consecuencia, la monitorización de la ERM permite refinar la estratificación pronóstica basada 

en variables iniciales y contribuye a una mejor aplicación  del tratamiento adaptado al riesgo. 

Así, utilizamos el resultado de la determinación de la ERM para anticiparnos a una recaída 

hematológica [96], y nos permite el tratamiento  anticipado,  en mejores condiciones, y con un 

mejor resultado [88]. Varios estudios avalan la utilidad del uso de la ERM en LMA [91, 92, 94, 

97-103].  

 

Figura 13. Puntos de detección de varias modalidades de detección de ERM 
comparado con la remisión completa definida por criterios morfológicos. Por 
morfología se detecta,  como  mucho, una reducción de dos logaritmos de la carga 
tumoral, mientras que por citometría de flujo ó PCR para sobreexpresión de genes 
se detectaría una reducción de cuatro logaritmos de reducción (es decir una célula 
anormal entre 104). Con la PCR para detectar tránscritos de fusión y mutaciones 
específicas o técnicas de secuenciación de siguiente generación se llegaría a un 
nivel de sensibilidad para detectar ERM de hasta 1x106 [88]. 
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1.2.6. Tratamiento 
 

Tratamiento adaptado al riesgo de LMA (excluyendo leucemia promielocítica aguda)  

El tratamiento estándar, básico, de la LMA consiste en una quimioterapia de inducción con 

esquema “3+7”, basado en una combinación de tres días de antraciclina (es decir, 

daunorrubicina 60-90 mg/m2 ó idarrubcina  10-12 mg/m2) y 7 dias de citarabina a dosis 

estándar (100-200 mg/m2 en infusión contínua IV)[40]. Con ello,  la mayoría de pacientes, 

hasta un 80%, alcanzan una remisión completa inicial (RC)[10]. El  tratamiento de 

consolidación o post-remisión comprende todo el tratamiento adicional administrado con el 

fin de evitar una recidiva leucémica, sea la administración de ciclos de quimioterapia 

adicionales, basados en dosis altas de citarabina, un trasplante autólogo de progenitores 

hemopoyéticos, o un trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos [104]. El 

trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (aloTPH) es el procedimiento 

terapéutico que tiene una gran capacidad antileucémica, aunque se asocia a una alta morbi-

mortalidad, de hasta de un  30%), por lo que es crítico la elección de los pacientes  que puedan 

beneficiarse del mismo [105]. 

Así, por lo general, los pacientes con un perfil  de bajo riesgo citogenético-molecular y con 

ERM negativa tras el tratamiento quimioterápico tienen un relativo buen pronóstico y bajo 

riesgo de recidiva, por lo que no estaría indicada la realización de un aloTPH en una fase precoz 

(RC1) de la enfermedad [39, 40, 105]. Por el contrario, en llos pacientes con alto riesgo 

citogenético-molecular o con ERM positiva tienen un alto riesgo de recidiva tras la 

quimioterapia y pueden beneficiarse  de realizar un trasplante alogénico en primera remisión 

completa [39, 40, 105]. Por lo tanto, tenemos necesidad de identificar marcadores que nos 

ayuden a predecir de manera precisa el riesgo individual que tiene cada paciente para así 

elegir el tratamiento más apropiado para el riesgo de cada paciente [104]. 
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Figura 14. Supervivencia libre de recaída según genotipo en pacientes con 
LMA de cariotipo normal (cohorte de pacientes del grupo cooperativo 
alemán-austríaco AMLSG), en los que se recomendaba la realización de un 
aloTPH en RC1 en los pacientes con un donante familiar. (A) Pacientes con 
genotipo favorable:ausencia de beneficio en pacientes con donante familiar 
HLA idéntico  (B) Pacientes con genotipo desfavorable: pronóstico favorable 
en los pacientes que disponían de un donante familiiar[39]. 

A pesar de todos los factores pronósticos anteriormente descritos,  el tratamiento 

postremisión óptimo  en un gran número de pacientes de LMA-RI es incierto, controvertido, 

por lo que es necesario el desarrollo de mejores herramientas para la determinación de un 

pronóstico individualizado que nos ayuden a aplicar de manera más racional los tratamientos 

que disponemos (Figura 14). Todo ello sin menoscabo de avanzar en nuestro conocimiento 

sobre la LMA para identificar nuevas dianas terapéuticas y el diseño de tratamientos más 

eficaces. 

 A continuación, en la figura 15, y a modo de ejemplo, se esquematiza el tratamiento adaptado 

al riesgo propuesto para los pacientes con LMA “de novo” hasta 70 años en el grupo 

cooperativo de  nuestro entorno (CETLAM): 
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Figura 15. Tratamiento adaptado al riesgo según protocolo CETLAM LMA 2011 
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1.3. LMA con translocación (8;16)(p11;p13) y reordenamiento MYST3-
CREBBP  
 

La LMA con t(8;16) y reordenamiento MYST3-CREBPP,(LMA t(8;16)), es una variedad de LMA 

muy poco frecuente, con una frecuencia aproximada de 0,2% del global de casos de LMA, pero 

que parece reunir unas características clínicas y biológicas distintivas. La translocación 

t(8;16)(p11;p13) es una anomalía citogenética recurrente en LMA[106-110], que se puede 

encontrar tanto en LMA de novo como, de manera bastante característica, de forma 

secundarias a tratamiento genotóxico previo [111, 112]. Presenta características clínico-

biológicas propias como son una frecuente afectación extramedular y la presencia de 

coagulopatía intravascular diseminada. Los blastos son de aspecto mielomonocítico y, de 

manera habitual, se observan fenómenos de hemofagocitosis. En la citoquímica los blastos 

presentan una doble positividad para las tinciones de mieloperoxidasa y esterasas 

inespecíficas, reflejando así su componente mieloide y monocítico (Figura 16). 

Mieloperoxidasa Naphtol-As-D-acetato esterasa α-naphthylacetato esterasaHemofagocitosisBlastos aspecto monocítico
 

Figura 16. Imágenes de citología y citoquímica de LMA t(8;16). 

 

 A pesar de su baja frecuencia parece  que presentan mal pronóstico [107, 110, 111, 113, 114] 

y está recomendado, si las características clínicas del paciente lo permiten, realizar un 

trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos en primera remisión completa [115]. 

Como resultado de  dicha anomalía citogenética, se fusiona el gen MYST3, (MYST histone 

acetyltransferase 3), previamente conocido como MOZ, que se encuentra en el cromosoma 

8p11, con el gen CREBBP (CREB-binding protein),  previamente conocido como CBP,  en el 

cromosoma 16p13 [116, 117]. Ambos genes se han visto implicados en otros tipos de 

leucemias, fusionándose con otros “partners” [108, 118-124]. Ambos genes codifican proteínas 

con actividad histona acetiltransferasa [116, 125]. MYST3 actúa como un coactivador de varios 

factores de transcripción  relacionados con la hematopoyesis tales como  RUNX1, PU.1, y NF-

KB[126, 127]. CREBBP, a su vez, es un coactivador transcripcional de algunos factores de 
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transcripción hematopoyéticos [128, 129], interacciona con NF-KB  y p53 [130] y juega un 

papel esencial  en la regulación de las células madre hematopoyéticas [127]. 

Varios grupos han descrito un perfil de expresión génico característico de este subtipo de 

leucemia, esquematizado en la tabla 6. De manera característica, este perfil se caracteriza por 

la sobreexpresión de algunos genes homeobox (genes HOXA9, HOX A10  y el cofactor de HOX 

MEIS1), el gen de la prolactina (PRL) o el proto-oncogén  RET,  y la infraexpresión de, entre 

otros, CCCD2, STAT5 A y B y CREBBP [113] .  

Tabla 6. Genes con expresión diferencial distintiva en la LMA con t(8;16). 

 

Recientemente  se ha publicado una serie de 62 pacientes pediátricos con este subtipo de 

leucemia, con características clínico-biológicas y un perfil de expresión génica este muy similar 

al descrito en los adultos. De manera interesante, en este trabajo  se describen 7 casos de LMA 

t(8;16) en neonatos en los que se producen remisiones espontáneas [131]. 

Los mecanismos patogénicos de este subtipo de LMA son desconocidos en su mayor parte, 

aunque se supone que uno de los mecanismos podría ser la interacción anómala de la proteína 

anómala MYST3-CREBBP con varios factores de transcripción que intervienen en la 

hematopoyesis [30]. No se conoce, sin embargo, si existe un patrón epigenético o un perfil de 

expresión de microRNAs característicos.  
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 1.4. RNAs no codificantes 
 

En los años 80, ante la perspectiva  de que probablemente el cáncer era el resultado de 

mutaciones somáticas de distintos genes, Dulbecco declaró en 1986 que secuenciar el genoma  

humano era una prioridad crítica: “tenemos dos opciones: o intentamos descubrir genes 

importantes en cáncer con un acercamiento de “poco a poco”, o secuenciamos el genoma 

entero  de algunas especies animales”[132]. 

En el 2000, antes de conocer el resultado de la secuenciación completa de los primeros 

genomas humanos, se pensaba que la transcripción  parecía estar confinada a regiones del 

genoma que contenían genes que codificaban proteínas [133]. Cuando el genoma humano fue 

secuenciado en  2001[134, 135] uno de los hallazgos más sorprendentes fue el reducido 

número de genes codificantes de proteínas identificados, que representan aproximadamente 

sólo 20.000 (<2% del total del genoma), cuando en los años 90 se estimaban en más de 

60.000[136-141]. La segunda gran sorpresa de la secuenciación del genoma humano [138] fue 

descubrir que hay una gran cantidad de DNA contenido en el genoma humano que no codifica 

proteínas y que aparentemente es funcional [142]. Con el desarrollo de nuevas técnicas de 

análisis del genoma como  tiling resolution genomic microarrays y whole genome and 

transcriptome sequencing tencologies”, ahora sabemos que al menos el 80% del genoma se 

transcribe activamente(en algún momento y en alguna célula) [140, 143-145], y ésto ha 

cambiado de manera dramática nuestra percepción del genoma[146].  Uno de los hallazgos 

más remarcables del consorcio ENCODE (The Encyclopedia of DNA Elements) [147]  es que el 

80% de los elementos contenidos en el genoma están vinculados a determinadas funciones 

bioquímicas, descartando de manera definitiva el antiguo y extendido concepto de que la 

mayoría de nuestro genoma era “genoma basura”[148] [140, 143, 147-152]. Los autores del 

consorcio ENCODE afirman que en el espacio entre genes se encuentran enhancers (elementos 

reguladores de DNA), promotores (sitios donde el DNA inicia su transcripción a RNA) y 

numerosas regiones que codifican transcritos de RNA que no se traduce a proteínas pero que 

pueden tener un papel regulatorio muy importante [147]. Cada vez son más numerosas las  

evidencias que  sugieren que la llamada “materia oscura” del genoma  presenta extensas zonas 

diferentes a los  genes conocidos que codifican para proteínas. Entre estas zonas no 

codificantes de proteínas se encuentran los llamados RNAs no codificantes. Así, el 

descubrimiento de grandes cantidades de nuevos RNAs ha incrementado nuestra apreciación 

de la complejidad de genomas y transcriptomas, así como otros aspectos de la biología 

incluyendo la regulación génica transcripcional y posttranscripcional [146]. Centraremos esta 
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introducción en los ARNs no codificantes (ncRNAs), definidos como  moléculas de RNA que no 

tienen potencial de codificar proteínas[153], es decir, regiones de DNA que son transcritas a 

RNA que posteriormente no se traducen a proteína. 

Hay un importante incremento en estos últimos años del estudio de estos ncRNA (Figura 

17)[154] y que demuestran su funcionalidad, así como su papel fundamental,aunque de 

momento en gran parte desconocido,  en la homeostasis celular, el desarrollo embrionario y el 

cáncer, entre otros [155-157].  

 
Figura 17.  Publicaciones que describen ncRNAs asociados con 
cáncer. Entradas basadas en  búsquedas en Pubmed usando los 
términos ncRNA o non-codingRNA o non-protein-coding RNA 
[154]. 

 
Clasificamos los ncRNAs según su tamaño como ncRNAs pequeños (hasta 200 nucleótidos) y 

los ncRNAs largos (> 200 nucleótidos) [154] (Tabla 7). Dentro de los ncRNAs pequeños los  más  

ampliamente estudiados son los miRNAs, descubiertos en 1993 [158], de los que hablaremos 

extensamente en este trabajo debido a que han sido el objeto principal de estudio de esta 

tesis. Abundantes trabajos han demostrado que los ncRNAs están involucrados en distintos 

tipos de  cáncer en humanos [146, 159]. Existe una hipótesis unificadora [160] de cómo 

distintos tipos de RNAs, como el RNA mensajero, pseudogenes, y RNAs largos (long non-coding 

RNAs) se “comunican” entre sí utilizando elementos de respuesta de miRNAs (secuencias con 

parcial complementariedad con los  transcritos de RNAs dianas de los miRNAs, sitios de unión 

a miRNAs) como cartas de este nuevo lenguaje, y con una actividad de competencia de RNAs 

endógenos que forman a gran escala una red regulatoria a través del transcriptoma. Esta red 

expandiría la información genética funcional  en el genoma humano y parece desempeñar un 

papel muy importante tanto en condiciones normales como patológicas, como en el caso del 

cáncer[160].  De manera muy interesante, gracias a los recientes y sistemáticos análisis del 
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genoma  y transcriptoma, se han identificado profundas alteraciones en los ncRNAs en el 

proceso de tumorogénesis [160-163].  

Tabla 7.  Tipos de RNAs no codificantes en humanos. 
 

Nombre Tamaño Función 

ncRNAs cortos 

miRNAs 19–24 bp  Regular la traducción de RNAm, otras 

piRNAs 26–31bp  Represión de transposones, regulación de la metilación de DNA, otras 

tiRNAs 17–18bp  ¿Regulación de transcripción? 

snoRNAs 60–300 bp  Modificación de rRNA 

PASRs 22–200 bp  Desconocido 

TSSa-RNAs 20–90 bp  ¿Mantenimiento de la transcripción? 

PROMPTs <200 bp  ¿Activación de la transcripción? 

ncRNAS largos 

lincRNAs >200 bp  Intervienen en procesos de regulacion de cromatina y otros 

T-UCRs >200 bp  ¿Regulación de niveles de miRNA y mRNA? 

Otros 

lncRNAs 

>200 bp  Inativación de cromosoma X, regulación de telomeros, imprinting,  

otros 

 

 
 



46 
 

 

1.4.1. microRNAS 

1.4.1.1.  Historia y características 
 

Los microRNAs (miRNAs) son RNAs no codificantes de pequeño tamaño, de 18-25 nucleótidos 

de longitud, y son componentes claves y altamente conservados a lo largo de la evolución de 

un sistema de regulación génica mediado por RNAs en eucariotas [164, 165]. Estas moléculas 

juegan un papel regulatorio muy importante en animales y plantas por medio de su unión aun 

RNA mensajero diana, dando lugar a la escisión de éste y/o la represión  de su traducción a 

proteína [166]. Con ello, los microRNAs intervienen en el controldel calendario de desarrollo, 

el mantenimiento de células madre,  así como en otros procesos de la homeostasis celular 

[165].  

En 1993 Victor Ambros Rosalind Lee y Rhonda Feinbaum descubrieron que un gen que 

controla el desarrollo  de la larva  de C. Elegans llamado  lin-4 no codifica para una proteína, 

sino para un par de RNAs pequeños[158]: un RNA de aproximadamente  22 nucleótidos de 

longitud, que corresponde al miRNA maduro, ) y otro de 61 nucleótidos, éste último con 

estructura en forma de stem loop que correspondería al precursor del miRNA maduro [166]. 

Posteriormente observaron que lin-4 tenía una secuencia complementaria con la región 3’UTR 

del gen lin-14 [158, 167]. Más tarde se demostró que la regulación por medio de esta zona 

complementaria daba lugar a la disminución de las proteínas productos del gen lin -14 sin 

modificarse la cantidad de su RNA mensajero. Estos hallazgos apoyaron el modelo en el que los 

RNAs de lin-4 se unían a la región 3’UTR del gen lin-14 para regular de manera post-

transcripcional el RNA mensajero de lin-14 [158, 167]. Inicialmente se pensó que era un 

mecanismo exclusivo en nemátodos [168], ya que en aquel momento no se encontraron 

homólogos de lin-4 en otras especies[169, 170]). Siete años después de este importante 

descubrimiento, en el  año 2000, el segundo miRNA, let-7, fue descubierto en nematodos [171, 

172]. Dicho descubrimiento no sólo proporcionó otro ejemplo de regulación post-

transcripcional por medio de RNAs pequeños[173, 174], sino que abrió las posibilidades de que 

estos RNAs estuviesen en otras especies[168]. Debido al elevado grado de conservación 

evolutiva entre especies de let-7, se pudo identificar por primera vez la presencia de 

homólogos de let-7 entre otras especies, lo que descubrió la presencia de miRNAs en otras 

especies, incluyendo entre ellas la humana [175-179]. 
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Desde su descubrimiento, el conocimiento sobre los miRNAs ha ido creciendo de forma 

exponencial. Así, de acuerdo con el recuento realizado en agosto del 2012 contenido en la 

versión 19 de  mirBase (base de datos destinadaal registro de miRNA,(www.mirBAse.org)[180] 

se describen en  Homo Sapiens 1600 entradas de precursores de miRNAs y  2042 de miRNAs 

maduros.  

El conocimiento de los miRNAs ha cambiado nuestra comprensión del proceso de  la 

regulación de la expresión de los genes, ya que actualmente se sabe que los miRNAs son 

capaces de regular cientos de genes y coordinar procesos de la homeostasis celular fisiológica  

incluyendo la proliferación, diferenciación y apoptosis, mientras que su desregulación puede 

contribuir al proceso de cáncer [160, 164, 176].  

1.4.1.2. Biogénesis   

 

La mayoría de los genes que codifican para miRNAs (90%) se encuentran en regiones intrónicas 

de genes que codifican para proteínas [181], aunque se cree  que en la mayoría de miRNA su 

transcripción podría ser indepndiente de las regiones promotoras de los genes que codifican 

para proteínas que los contienen[178, 182]. También podemos encontrar los miRNAs  en 

regiones exónicas o interegénicas (éstas últimas en menor proporción). Aaparentemente los 

miRNAs  tendrían sus propios elementos de regulación y constituirían unidades 

independientes de transcripción [178, 181, 182] (Figura 18).  

 
Figura 18. Localización genómica y estructura génica de los 
miRNAs[183]. TU: Unidad de trascripción. 
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Los genes de los miRNAs se transcriben en ambos sentidos, sense y antisense [177, 178, 184]. 

Muchos de los genes de miRNAs en mamíferos se encuentran en proximidad con otros 

miRNAs, de forma que se organizan en clusters [178]. Estos clusters de miRNAs son transcritos 

desde una misma unidad de transcripción (TU) policistrónica;.  Hay otros casos en los que los 

miRNAs son derivados de promotores de genes separados [183]. 

 Las secuencias de los genes que codifican para miRNAs están muy conservadas entre distintas 

especies, con genes ortólogos en otras especies, como cabría esperar si tuviesen un papel de 

regulación génica altamente conservado durante la evolución. Muchos de los miRNAs de 

mamíferos tienen múltiples parálogos que probablemente son el resultado de duplicaciones 

génicas [183]. También tienen homólogos dentro de su misma especie. 

La síntesis de los miRNAs se realiza en el núcleo de la célula y su maduración se inicia en el 

núcleo y se completa posteriormente en el citoplasma, como se esquematiza en la figura 20. 

Los genes de miRNAs son transcritos en su mayor parte  por la RNA polimerasa II [185, 186] y, 

en una minoría de casos,por la RNA polimerasa III[187], dando lugar a un transcrito primario 

llamado pri-miRNA, de varias kilobases de longityud y con  estructura de stem-loop. Este pri-

miRNA puede contener la secuencia de uno o más miRNAs (Figura 19)[188]. 

 

Figura 19. Estructura en hairpin stem-loop de premiRNAs. Podemos observar que 
contiene la secuencia de miRNA maduro (en rojo), que puede localizarse en el 
brazo 5’ (A), en el 3’ (B) o en los dos (C). (D)Ejemplo de miRNAs agrupados en 
forma de cluster. El cluster de miR-35-41 [188]. 
 

El primer paso de la maduración es la escisión de la estructura stem-loop del pri-miRNA por la 

endonucleasa RNasa III llamada Drosha [189], que en mamíferos está asociada a DGCR8 [190]. 

Esto da lugar a una estructura de unos 65 nucleótidos llamada pre-miRNA [191]. En algunos 

casos, de manera poco frecuente, puede no ser necesaria la escisión mediada por Drosha, 

como es el caso de los mirtrones, que se producen como resultado de intrones muy cortos 

(mirtrones) sometidos a splicing y que soslayan  el paso de Drosha (Figura 20 parte derecha) 

[156, 183]. Posteriormente el pre-miRNA es exportado al citoplasma por la exportina 5 (XPO5), 
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que es un miembro de la familia de receptores de transporte nuclear [192, 193]. Una vez en el 

citoplasma el pre-miRNA es escindido por la endonucleasa  Dicer [194, 195], asociada a las 

proteínas TRBP[196, 197] y PACT [198], dando lugar a una molécula  de doble cadena de unos 

22 nucleótidos conocida como miRNA dúplex. 

 

 

Figura 20. Representación de la biogénesis de los miRNAs[199]. 

A continuación, se separan las dos cadenas y una de las cadenas del dúplex miRNA/miRNA*   

dará lugar al miRNA maduro. Esta cadena se incorporará de manera preferente al complejo 

ribonucleoproteico conocido como RISC (RNA induced silencing complex)[200, 201], que pasará 

a llamarse entonces miRISC. Este complejo está formado por las proteínas Dicer, Argonatura 

(argonauta1-argonauta4), TRBP y PACT. La hebra más abundante una vez procesado el pre-

miRNA por Dicer fue llamada miRNA, mientras que la menos abundante se llamó hebra 

pasajera o miRNA*[200-202]. El miRNA* en principio se pensaba que era degradado y que era 
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menos funcional. El porqué de que se elija una u otra cadena no está claro. Algunos estudios 

apuntan la posibilidad que lo que  determinaría  la selección de la hebra es la relativa 

estabilidad termodinámica de las dos cadenas de miRNAs finales del dúplex. Normalmente la 

cadena que se elige y pasa a formar parte del miRISC, la que se preserva de ser degradada, es 

la que tiene menos estabilidad en el extremo 5’[199-201]. La cadena miR* puede también en 

ocasiones formar parte del complejo RISC [199, 203-205], de forma que, avalado por estudios 

de Renilla Luciferasa,  ambas hebras de miRNA, miRNA y miRNA*,  son funcionales[206, 207]. 

 Inicialmente, en las primeras versiones de miRBase, sólo estaban anotados un bajo porcentaje 

de los miRNAs* (80 miRNAs*, 8% de un total de 940 miRNAs,, en la versión 15 de  

MiRbase[208]), debido en parte debido a la baja expresión de algunos miR* y también debido 

a que las secuencias de los miR* fueron añadidas más tarde a las librerías de sondas 

comerciales de microarrays y TaqMan. Con el advenimiento de la next-generation sequencing 

(NGS) se ha podido afinar mucho más la información sobre miRNA/miRNA*[208]. Trabajos 

recientes demuestran que la ratio de miRNA/miRNA* es extremadamente variable, que 

depende en gran parte de la pareja de miRNA. Un estudio interesante revela que de las parejas 

de miRNA estudiadas, un 50% presentan una hebra dominante, un 10% muestra expresión 

comparable de ambas hebras  mientras el 40% restante presentan ratios muy variables.  Un 

ejemplo interesante es la observación de que el dúplex miR-223 actúa regulando la 

diferenciación mieloide mediante la acción conjunta de las dos hebras [208]. 

Una vez la cadena seleccionada de  miRNA maduro se ha  unido al complejo RISC,a partir de 

esto momento denominado  miRISC (complejo RISC unido a miRNA), la cadena hace de guía a 

dicho complejo y se une a la región 3’ UTR del RNAm diana del que es complementario, para 

bloquear su traducción. La hebra madura de miRNA, por lo tanto, es importante para el 

reconocimiento de la diana y la incorporación de RNAm diana específico al complejo RISC [176, 

209, 210].  

 

1.4.1.3. Nomenclatura de los microRNAs 
 

Las guías para la anotación de miRNAs fueron establecidas en el 2003 por V. Ambros , D. Bartel 

y colaboradores[211], y se recogen en el repositorio miRBase, que es el repositorio online 

central para la nomenclatura, secuencia, anotación y predicción de dianas de miRNAs[212]. 

Esta base de datos, miRBase,  junto con otras  posteriormente citadas, son la fuente de 

información fundamental en este resumen acerca de las reglas básicas que determinan la 

nomenclatura  de los miRNAs (http://www.mirbase.org/help/nomenclature.shtml). 
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En la mayoría de genes de miRNAs  su número es secuencial a su descubrimiento. Hay algunas 

excepciones a esto: así, si se describe un miRNA en una especie (sp) distinta a la humana pero 

que es idéntico al equivalente en humanos (hsa-miR-X), se sugiere que se nomine el miRNA de 

esa especie con el mismo numero utilizado en la especie humana (sp-miR-X), con la única 

diferenciación del prefijo utilizado (hsa para la especie humana). Como muchas secuencias de  

genes de miRNAs se conservan entre especies [177, 178], Victor Ambros en su trabajo en el 

2003 “A uniform system for miRNA annotation” [211] afirma que “dar el mismo nombre a 

miRNAs que son ortólogos obvios es útil y sin embargo dar el mismo nombre a secuencias no 

relacionadas de diferentes organismos causa confusión”. 

Hay excepciones históricas como let-7 y lin-4, que se conservan su nombre histórico, y así  

nuevas descripciones de homólogos de estos miRNAs seguramente también adquirirán esta 

nomenclatura. Como se ha mencionado, las tres primeras letras hacen referencia al organismo 

de procedencia (p.ej,  hsa-miR-21 es un miRNA humano). El miRNA maduro se nombra con la R 

de miR en mayúscula, mientras que el gen del que deriva el miRNA maduro se nombra sin la R 

mayúscula. Es decir, mir-21 se refiere al gen que codifica el  miRNA-21 y también  en ocasiones 

la porción predicha de stem loop del transcrito primario. Dependiendo de la convención 

adoptada para cada organismo  los genes de los miRNAs se nombraran en mayúscula o en 

minúscula y con guión o sin guión (p.ej. MIR156 en Arabidopsis y mir-1 en C.elegans y 

Drosophila) [211]. 

Cuando tras el número principal se añade un guión seguido de un número  significa que 

distintas secuencias precursoras y loci genómicos expresan secuencias maduras idénticas. Así, 

miR-21-1 y miR-21-2 corresponden a dos miRNAs maduros idénticos sintetizados a partir de 

genes distintos).. La adición de letras distintas como sufijos tras el número de miR, como en el 

caso de  miR-135a y miR-135b, se utiliza para denotar secuencias maduras estrechamente 

relacionadas, que  se expresarían a partir de  sus precursores mir-135a y mir-135b 

respectivamente. 

Cuando la relativa abundancia indica cual es la hebra predominantemente expresada, la 

secuencia madura predominante se expresa sin asterisco (p.ej, miR-56), mientras que el 

número seguido de un asterisco (p.ej. miR-56*) identifica la secuencia madura derivada del 

brazo opuesto del precursor. Cuando los datos no son suficientes para determinar cuál es la 

secuencia madura predominante, las hebras respectivas se denominan por el brazo en el que 

se encuentran (así, miR-142-5p del brazo 5’) y  miR-142-3p del brazo 3’).  Actualmente,  se 

tiende a nombrar a los miRNAs por el brazo del que se producen más que por la abundancia 

relativa de cada hebra. En este sentido, en la actual versión del miRBase se encuentra en 



52 
 

primer lugar el nombre del microRNA (p.ej, hsa-mir-96, que es el precursor stem  loop, pre-

miRNA) y, posteriormente, se especifican los dos microRNAs maduros ( miR-96-5p,  microRNA 

maduro del brazo 5’, previamente denominado ID miR-96, y miR-96-3p,microRNA maduro del 

brazo 3’, previamente denominado miR-96*, en el caso que nos ocupa.). Como la hebra 

predominante no siempre se encuentra en el mismo brazo, así que en otras ocasiones es al 

revés (p.ej.,  miR-223-5p corresponde al previamente conocido como  miR-223* y miR-223-3p 

corresponde al previamente conocido como miR-223). 

 
Figura 21. Ejemplo extraído de la base de datos miRBase, mostrando información 
sobre la secuencia stem-loop del hsa-mir-96, indicando su secuencia y estructura, 
localizacion cromosómica, etc. 
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Figura 22. Ejemplo extraído de la base de datos miRBase, mostrando información sobre la 
secuencia de hsa-miR-96 maduros, secuencia hsa-miR-96-5p y hsa-miR-96-3p, se indica 
igualmente el nombre identificador previo, la secuencia y el link con las bases de dianas tanto 
validadas (TARBASE) como las predichas (Diana-microT, microrna.org, ect). 
 

 

1.4.1.4. Mecanismos de acción  
 

La función mejor estudiada de los miRNAs es la de inhibir la traducción génica de sus dianas. La 

especificidad de las dianas de los miRNAs viene determinada principalmente por la 

complementariedad entre las posiciones 2-8 de la región 5’ del miRNA (llamada secuencia 

semilla, del inglés “seed sequence”) con la región UTR3’ de sus RNAm diana [176]. Éste es el 

llamado mecanismo canónico  de regulación génica por miRNAs a través de interacciones con 

la región UTR3’ . Dependiendo del grado de complementariedad del miRNA con su mRNA 

diana se darán dos situaciones distintas: cuando son perfectamente complementarias, el 

complejo RISC inducirá degradación del RNAm diana, mientras que, cuando la 

complementariedad no sea completa, se bloqueará temporalmente la traducción de este 

RNAm a proteínas[176]. Independientemente del mecanismo utilizado el resultado final será la 
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reducción de los niveles proteicos [210]. En humanos, el mecanismo más frecuente es la 

represión de la traducción[166]. Los RNAm que su traducción ha sido reprimida por los 

miRNAs, pueden ser acumulados en “focos” citoplasmáticos llamados processing bodies (P 

bodies) o glycine-tryptophan bodies (GW-bodies) [27, 28]. Los P bodies pueden funcionar como 

emplazamientos de estos RNAm reprimidos o destruidos[199];  además  los P bodies están 

enriquecidos  de proteínas de la maquinaria de los miRNAs (AGO y GW182) así como de 

miRNAs maduros y RNAm reprimidos[27]. La inhibición  de la biogénesis de miRNAs  o la 

depleción de GW182 causa la desaparición de los P bodies [29] y existe una correlación 

positiva entre la represión mediada por miRNAs y la acumulación  en los P bodies de RNAm 

[16, 213]. 

No siempre se requiere una perfecta complementariedad de bases con la secuencia semilla del 

miRNA para que se produzca la unión de miRNA-mRNA. Así, puede tener lugar la unión de 

miRNA-mRNA en casos de  mismatch de la secuencia semilla del miRNA con su RNAm diana si 

se produce un mecanismo compensatorio. Existen varias posibilidades de unión del  miRNA a 

su RNAm diana, tal y como se ilustra de manera esquematizada en la Figura 23[214]. 

  

Figura 23. Posibilidades de unión del  miRNA a su RNAm diana. La secuencia 
semilla de los miRNAs maduros están representados en rojo [214]. 

Como se ha explicado anteriormente, debido a que hacen falta pocos nucleótidos para la unión 

RNAm-miRNA, cada miRNA tiene el potencial de tener como diana un gran número de genes, 

que se estima que unos 500 por cada familia de miRNAs. A su vez, se estima que un 60% de los 

RNAm poseen una o más secuencias conservadas durante la evolución que podrían 

interaccionar con miRNAs [210, 215-217]. Además, varios miRNAs pueden tener como diana 

un mismo gen, de forma que pueden cooperar para regular la expresión de este gen[210, 218]. 

 Posteriormente, se han descrito otros mecanismos “no canónicos”  por medio de los cuales 

los miRNAs ejercen otras funciones de regulación (Figura 24). Así, se ha descrito la posible 
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activación de la traducción por parte de algunos miRNAs, mediante diversos mecanismos. Así, 

el miRNA puede unirse a la  región UTR 5’ de su gen diana y  activar de esta manera la 

expresión proteica de dichos genes de manera post-transcripcional. Un ejemplo de esta 

función sería la estimulación de la traducción del RNA en el virus de la hepatitis C por el miR-

122.[25, 219, 220]. Otro mecanismo  de activación de la traducción por un miRNA por un 

mecanismo alternativo, sin la  unión directa a la región UTR5’ del RNAm, lo representa miR-

328, que  aumenta la traducción de CEBPA  en leucemia mieloide crónica, no mediante la 

unión directa  al RNAm de CEBPA, sino mediante la unión a la proteína PCBP2, que 

interacciona  a su vez con  la región UTR5’ del RNAm de CEBPA e inhibe su traducción[221].  

Otros estudios han mostrado que los miRNAs pueden también regular la expresión génica a 

nivel transcripcional uniéndose directamente al DNA [222, 223]. Parece que existen diferentes 

mecanismos por los cuales los miRNAs ejercen esta regulación: regulando mecanismos 

epigenéticos de silenciamiento de DNA [222, 223] o guiando la formación de la 

heterocromatina en la región promotora [224]. 

 

  

 Figura 24. Principales funciones de los miRNAs. Adaptado de [210, 225]. 

Más recientemente[221], se ha descrito una nueva función de los  miRNAs mediante la unión a 

ribonucleoproteínas (proteínas de unión al RNA) e interferencia en la unión de estas proteínas 
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con su RNA diana. Esta función se conoce con el nombre de decoy activity [221, 226]. Esto ha 

supuesto un cambio en el paradigma de la función de los miRNAS. Un ejemplo ilustrado en la 

Figura 25 [225], supone  la demostración de que en células que expresan el oncogen BCR/ABL 

y se encuentran en crisis blástica de leucemia mieloide crónica (LMC), existe un aumento de la 

proteína hnRNP E2[23]. También en esta situación de crisis blástica de LMC se infraexpresa el 

miR-328, de manera BCR/ABL dependiente.  HnRNP es una proteína de unión a RNA, es decir, 

está involucrada en procesamiento de RNAm, la exportación nucleo-citoplasmática y 

traducción de RNAm[22]. Así, hnRNP interacciona con el RNAm de CEBPA  e inhibe su 

traducción a proteína. CEBPA es un factor de transcripción  que interviene en la diferenciación 

mieloide, por lo que su inhibición contribuye a la parada de la diferenciación mieloide 

característica en la crisis blástica de la LMC.  Eiring et al [221] demostraron que el miR-328, que 

se infraexpresa de manera dependiente de BCR/ABL, compite con el RNAm de  CEBPA por el 

sitio de unión de hnRNPE2. Es decir, cuando se expresa menos miR-328, se une menos a 

hnRNP E2 y  se produce una mayor unión entre CEBPA y hnRNP E2, lo que resulta en un mayor 

grado de inhibición de CEBPA por hnRNP E2, y una señal de  parada en la diferenciación  

mieloide. Por otra parte, se ha demostrado que cuando se sobreexpresa miR-328, éste se une 

a hnRNP E2,  compite con CEBPA por la unión a hnRNP E2  y previene la unión de hnRNP E2 

con CEBPA, evitando por lo tanto que la traducción de CEBPA se inhiba por hnRNP E2, 

contribuyendo a la promoción de  la diferenciación  mieloide estimulada por CEBPA.  

 

Figura 25. Decoy activity mediante miRNAs. (A) miR-328 decoy activity en el 

contexto de LMC [225]. 
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1.4.1.5. Regulación de los microRNAs  
 

La mayoría de los miRNAs parecen estar bajo el control de la señalización específica  del 

estadio de desarrollo y/o de tejido[183, 227]; el control preciso de los niveles de miRNAs es 

indispensable para mantener la homeostasis celular. La desregulación de los niveles de 

miRNAs se ha demostrado que se encuentra asociado al estado de enfermedad, incluyendo el 

cáncer[228] [183]. A continuación se esquematizan algunos mecanismos de regulación de los 

niveles de expresión de miRNAs.  

1.4.1.6. Regulación de la transcripción de los genes de microRNAS 
 

En general, cualquiera de los procesos que pueden alterar la expresión de un gen codificador 

de proteínas puede afectar también a los genes de miRNAs y alterar su expresión [229, 230]. 

Ejemplos de estos procesos potencialmente modificadores de la expresión de miRNAs son: 

mutaciones, deleciones, amplificaciones, translocaciones o polimorfismos. Los genes de 

miRNAs pueden estar regulados, igualmente, por mecanismos epigenéticos tales como la 

metilación de la región promotora o  modificaciones epigenéticass de histonas. (Figura 26A). 

Además, existe un control de la expresión de estos genes por factores de transcripción  y por 

mecanismos de feed-back autoregulatorios. Se han descrito muchos ejemplos de miRNAs que 

regulan su propia transcripción; algunos de ellos los vemos ejemplificados en la Figura 26 

(B)[199, 231].  

 
Figura 26. Regulación de la transcripción de los genes de miRNAs[199]. (A) 
Activadores (verde) y represores (rojo) de la transcripción de miRNAs 
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(factores de transcripción). (B) Redes regulatorias mediante la expresión de 
miRNAs.  
 

1.4.1.7. Regulación del procesamiento de los microRNAs    
 

Además, la expresión de miRNAs está modulada por alteraciones en cualquiera de los 

elementos que intervienen en su procesamiento. En la figura 27 se esquematizan algunos de 

estos mecanismos  que puedan alterar el procesamiento de los miRNA, tales como 

modificaciones en las moléculas reguladoras de este proceso a distintos niveles, la presencia 

de SNP o mutaciones en la maquinaria de su procesamiento. 

 

Figura  27. (A) Esquema de los mecanismos reguladores del procesamiento de los 
miRNAs. Como se puede observar en este proceso intervienen múltiples proteínas 
[199]. (B) Existen alteraciones diversas que pueden afectar a la maquinaria de 
procesamiento de miRNAs, tales como por ejemplo la presencia de SNPs o 
mutaciones en las proteínas encargadas del procesamiento [232]. 

 
 

1.4.1.8. Regulación de la función de microRNAs 
 

Se ha descrito que después de su biogénesis los miRNAs también están estrictamente 

regulados por varios mecanismos[199]. Uno de estos mecanismos es la regulación de la 

función de los miRNAS a nivel de  las proteínas AGO, la proteína GW182 y otras proteínas 

necesarias para la función  de los miRNAs y su modulación. En los vertebrados, las cuatro 
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proteínas AGO tienen funciones que se solapan en cuanto a la represión de los miRNAS[9], 

aunque existen estudios que revelan especificidad en sus funciones. Se ha observando que los 

distintos componentes de la familia AGOs tienen distinta potencia a la hora de reprimir la 

síntesis proteica tras su unión su RNAm diana, por lo que la abundancia relativa de las distintas 

proteínas AGO puede afectar la intensidad de la represión de determinados miRNAs en 

determinadas células o tejidos[12]. Un ejemplo de ello sería el caso de miR-451 y AGO2, que 

parece tener una  función específica en la hematopoyesis [10]. 

 Muchas de las otras proteínas que interaccionan con el complejo miRISC pertenecen a la 

familia de helicasas DExD/H/RNA, algunas de las cuales intervienen en el desenrollado de los 

dúplex de RNA, entre otras funciones que son de gran importancia para el correcto 

funcionamiento de miRISC como la asociación y disociación con sus RNAm dianas[13, 199]. 

Existen otras muchas proteínas que pueden modular este proceso como por ejemplo el gen 

importin 8 (IMP8) que se asocia con las cuatro proteínas AGO humanas y que es necesario 

para el eficiente acoplamiento de AGO2 a un gran número de RNAm [14]. 

 

1.4.1.9. Regulación de la destrucción de los microRNAs 
 

La destrucción, recambio o turnover de los miRNAs está menos descrita que su biogénesis. Se 

ha descrito que los miRNAs son moléculas muy estables y algunos estudios indican que la vida 

media de muchos miRNAs en líneas celulares o en órganos como el hígado o corazón es larga, 

pudiendo ser de horas e incluso de días [17, 20]. Este lento recambio no es universal para 

todos los miRNAs [199] ya que otros miRNAs se ha descrito que poseen un rápido recambio, 

como por ejemplo  el miR-29b que se destruye antes en células en ciclo que en células paradas 

en mitosis[18]. Otro ejemplo de rápido recambio es el de algunos miRNAs  en neuronas, y esto 

parece estar regulado por la actividad neuronal [35].  

 
 

1.4.1.10. Decoy activity sobre los efectos de los microRNAs 
 

La actividad de los miRNAs puede verse también regulada por mecanismos de decoy activity, 

ejemplificados en la figura 22 [225]. Se describió [24] que los pseudogenes podrían funcionar 

como un decoy sobre los efectos de los miRNAs en los genes codificadores de proteínas, 

ejemplificado por el pseudogen de PTEN el llamado PTEN1. Ambos son dianas de algunos 
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miRNAs como el miR-19b y miR-20a. Demostraron que cuando sobreexpresamos la región 

3’UTR del pseudogen PTENP1, dado que los miRNA se unen a la región 3’UTR del gen PTEN1 y 

que inhiben su expresión PTEN1, cuando aumentamos la región 3’UTR del pseudogen, estos 

miRNAs se unen al pseudogen y no tanto al gen y con ello observamos la “desrepresión” del 

gen PTEN.  
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1.4.2. microRNAs y hematopoyesis 
 

La primera evidencia de que los miRNAs jugaban un papel en la hematopoyesis se obtuvo en 

un trabajo en el que se clonaron 100 miRNAs de medula ósea de ratón y se observó que miR-

223, miR-181 y miR-142 se expresaban preferencialmente en tejido hematopoyético [233, 

234]. A partir de ese primer trabajo se han identificado múltiples miRNAs con expresión 

prominente en tejido hematopoyético[235]. Mediante experimentos en ratones en los que se 

había dañado la maquinaria de biogéniesis de los miRNAs por la delección de Dicer o 

Argonatura, se pudo determinar la importancia de los miRNAs en la hematopoyesis. Se 

observó que al dañar la vía de los miRNAs se veía afectada la reconstitución 

hematopoyética[236, 237].Diferentes tipos de estudios funcionales incluyendo modelos 

murinos de Knock-in y Knockout, se han evidenciado diferentes miRNAs  que participan en las 

diferentes etapas de la diferenciación hematopoyética(Figura 28[235]). 

 

 

Figura 28. miRNAs involucrados en las diferentes etapas de la diferenciación 
hematopoyética [235]. 
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En la siguiente tabla se detallan algunos de los  miRNAs involucrados  de forma específica en el 
desarrollo de la línea meloide (como el miR-196b, miR-21 y miR-29), junto a sus dianas, función 
y regulación. 

Tabla 9. Resumen de los miRNAs que participan en el desarrollo y diferenciación 
mieloide. Adaptado de[238]. 

miRNA Regulad
o por 

Dianas Función

miR-9 CREB NF-KB1, 
ETS, BCL6

Cuando se incrementa su expresión regula de manera negativa infraexpresando proteínas 
involucradas en  la respuesta aguda que sigue  a la activación del sistema inmune

miR-17-
5p

AML-1 AML-1 En combinación con miR-20a, mir-106 y miR-17-5p, infraregula la expresión del receptor 
M-CSF, aumenta la proliferación de blastos e inhibe la diferenciación y maduración 

monocítica

miR-
196b

MLL, 
GF-1

HOX Su sobreexpresión en progenitores aumenta su proliferacion y supervivencia y bloquea su 
diferenciación

miR-20a AML-1 AML-1 En combinación con miR-20a, mir-106 y miR-17-5p, infraregula la expresión del receptor 
M-CSF, aumenta la proliferación de blastos e inhibe la diferenciación y maduración 

monocítica

miR-21 GFI-1 NFI-B, 
PTEN

En progenitores mieloides, su sobreexpresión bloquea la differenciación granulocítica
inducida por G-CSF

miR-27 C/EBPα AML-1 En progenitores granulocíticos, su sobreexpresión infraregula AML-1 y promueve su 
diferenciación

miR-29a C-MYC CDC42, 
HBP1

Induce capacidad de autorenovación en las células madres hematopoyéticas

miR-
106a

AML-1 AML-1 En combinación con miR-20a, mir-106 y miR-17-5p, infraregula la expresión del receptor 
M-CSF, aumenta la proliferación de blastos e inhibe la diferenciación y maduración 

monocítica

miR-126 ETS1/2 HOXA9 Promueve la generación desde células madre hematopoyéticas de progenitores de linaje 
restringido (progenitor común linfoide y progenitor común mieloide)

miR-155 AP-1 PU.1, 
C/EBPα

En células madre hematopoyéticas induce proliferación y produce enfermedades 
mieloproliferativas

miR-223 C/EBPα, 
NFI-A

NFI-A Regula negativamente la proliferación y activación de los neutrófilos

miR-424 PU.1 NFI-A La sobreexpresión de miR-424 en progenitores monocíticos estimula su diferenciación

 

 

1.4.3. microRNAs en el cáncer 
 

La primera vez que se relacionó un miRNA con el proceso de tumorogénesis fue en 2002, 

cuando el grupo de C. M. Croce describió que en una región genómica muy frecuentemente 

delecionada en la leucemia linfática crónica (LLC),  13q14, no había genes codificadores de 

proteínas sino  dos genes de miRNAs en esa región, miR-15a y miR-16-1. Estos miRNAs,  

delecionados o silenciados epigenéticamente en casi el 70% de lospacientes con LLC,  se 

confirmaron como genes supresores de tumores en la enfermedad [239]. Posteriormente, se 

han descrito muchos miRNAs implicados en diferentes tipos de cánceres, tanto por pérdida de 

función (miRNAs supresores de tumores) como por ganancia de función (miRNAs que 

funcionarían como oncogenes u oncomiRs) (Tabla 9 [240]). Es interesante remarcar que, 
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debido a que un mismo miRNA puede tener varias dianas, podrá funcionar como oncogén o 

como gen supresor de tumor  dependiendo del tejido en el que actúe. Un ejemplo de ello son 

los  miRNAs miR-221 y miR-222, que tienen como diana el oncogen KIT y por lo tanto inhiben 

el crecimiento eritroblástico en leucemia funcionando como un gen supresor de tumor 

eritroleucemia [241]. Sin embargo, estos mismos miRNAs tienen también como dianas  varios 

genes supresores de tumores tales como PTEN, p27, p57 y TIMP3, funcionando por tanto 

como miRNAs oncogénicos en varios tumores sólidos [242]. 

Tabla 9. Algunos ejemplos de miRNAs que funcionan como oncogenes o genes supresores de 
tumores en diferentescánceres humanos. Adaptada de [240]. 

miRNA Papel 
oncogénico:  

oncomiR (ONC) 
ó miR supresor 
de tumor (ST) 

Tumores en los que se ha 
descrito su disregulación 

Función Dianas validadas 

miR-15 y miR-
16-1 

ST Pérdida en LLC, cáncer de 
próstata y MM 

Induce apostosis e 
inhibe tumorogénesis 

BCL-2, WT1, RAB9B y 
MAGE83 

Let-7(a, b, c, d, 
e, f, g e i) 

ST Pérdida en cáncer de mama y 
otros tumores solidos y 

hematológicos 

Induce apostosis e 
inhibe tumorogénesis 

RAS, MYC y HMGA2 

miR-29 (a, b y 
c) 

ST Pérdida en LLC agresiva, LMA con 
tMLL, SMD, cáncer de pulmón, 

mama y colangiocarcinoma 

Induce apoptosis e 
inhibe tumorogenesis. 

Reactiva genes 
supresores de 

 tumor que están 
silenciados 

TCL1, MCL1 y DNMTs 

miR-34 ST Perdido en cáncer de páncreas, 
colon, mama e hígado 

Induce apoptosis CDK4, CDK6, ciclinaE2, 
EZF3 y MET 

miR-145 ST Perdido en cáncer de mama Inhibe proliferación e 
induce apoptosis en 
células de cáncer de 

mama 

ERG 

miR-221 y 
miR-222 

ST Perdido en leucemia 
eritroblástica 

Inhibe proliferación en 
eritroblastos 

KIT 

miR-221 y 
miR-222 

ONC Sobreexpresado en LLC agresiva, 
carcinoma de tiroides, y 
carcinoma hepatocelular 

Promueve la 
proliferación celular e 
inhibe la apoptosis en 
varios tumores sólidos 

P27, p57, PTEN y TIMP3 

miR-155 ONC Sobreexpresado en en LLC 
agresivo, linfoma de Burkitt, y 

cáncer de pulmón, mama y colon 

Induce porliferación 
celular y leucemia o 

linfoma en ratón 

MAF , SHIP1 

Cluster miR-
17-92 

ONC Sobreexpresado en linfoma, y en 
cáncer de mama, pulmón, colon, 

estómago y páncreas 

Induce proliferación E2F1, BIM y PTEN 

miR-21 ONC Sobreexpresado en glioblastoma, 
LMA con reordenamiento MLL, 
LLC agresiva y cáncer de mama, 

colon, páncreas, pulmón, 
próstata, hígado y estómago 

Inhibe la apoptosis e 
incrementa la 
tumorogenesis 

PTEN, PCCD4, TPM1 y 
TIMP3 

miR-372 y 
miR-373 

ONC Sobreexpresado en tumores 
testiculares 

Promueve la 
tumogeneicidad en 

cooperación con RAS 

LATS 2 

 

Por otra parte, la identificación de múltiples  genes de miRNAs en puntos de rotura específicos 

de translocaciones cromosómicas o reordenamientos génicos característicos de determinados 
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tumores proporcionó importantes pistas de la función de estos  miRNAs en diversos tipos de 

cáncer (Figura 29, [240]).  

 

Figura 29. Genes de miRNAs localizados en regiones cromosómicas 
involucrados en cáncer humano[240]. 
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1.4.4.  microRNAs en LMA 
 

1.4.4.1. Perfiles de expresión de microRNAs en LMA 
 

Los primeros perfiles de miRNAs que se describieron en relación con la LMA fueron aquellos 

que mostraban que existía diferencia de expresión de miRNAs entre CD34+ de donante sano y 

blastos mieloides [243-245]. De manera interesante, también se ha definido diferencias en la 

expresión de miRNAS entre célula madre hematopoyética y célula madre leucémica (Figura 30) 

[246]  

 

Figura. 30. MicroRNAs  con un papel relevante tanto en la célula madre 
hematopoyética como en la célula madre  leucémica [246]. Los miRNAs 
contenidos en la flecha (miR-29a, miR-125b, miR-145, y miR-146a)  han 
mostrado papel en la  inducción de LMA en el sistema hematopoyético de 
ratón. La identificación con * significa que no queda claro en que progenitor 
hematopoyético realiza su efecto.  $ Ambos miRNAs miR-125b y miR-29a se 
ha demostrado que inducen desórdenes mieloproliferativas  y que en una 
serie de ratones trasplantables  progresan a LMA, sugiriendo que estos 
miRNAs apoyan a la autorenovación de las células madres leucémicas.  

Posteriormente, se definió que el patrón de expresión de miRNAs es capaz de discriminar 

entre la leucemia aguda de estirpe mieloblástica y linfoblástica [243]. Por otra parte,  estudios 

posteriores demuestran que el patrón de expresión de miRNAs identifica algunos subtipos  

citogenéticos de LMA,   como es el caso de la leucemia promielocítica aguda [244, 247, 248], la 
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LAM con reordenamiento de core-binding factor (CBF)[244, 247-249], la LMA con 

translocaciones que involucran la región t(11q23)/MLL [244, 245, 248, 250-252], la LMA 

asociada a trisomía 8[245] o la  LMA asociada a cariotipo complejo con mutación de TP53[253].  

               

Figura  31. Enumeración de algunos  miRNAs característicos de distintos 
subtipos de leucemia aguda. Los miRNAs sobreexpresados están 
contenidos en cuadro rojo y los infraexpresados en cuadro verde [30].  

Además,  se han descrito patrones aberrantes de expresión de miRNAs asociados a subtipos de 

LMA asociados a determinadas características moleculares, como es el caso de la 

sobreexpresión de miR-155 en pacientes con FLT3-ITD[244, 245, 249, 254]. Dentro de la 

categoría de LMA con citogenética normal, el subgrupo de enfermos con mutaciones de NPM1 

también presenta una “firma” de miRNAs característica, incluyendo la sobreexpresión de miR-

10a, 10b y 196a e infraexpresión de miR-204, miR-128a, y miR-126[244, 254-256]. Estos 

miRNAs residen en la región genómica de los genes homeobox (HOX), cuya sobreexpresión 

constituye la característica más destacada de  la firma de expresión génica de esta entidad 

(LMA-NPM1mut) y que sería la responsable de conferir un fenotipo “stem-cell” a la población 

leucémica [254]. Por otra parte, la sobreexpresión de miR-181a y miR-335 así como la 

infraexpresión de miR-34a son características de la LMA con mutaciones de CEBPA [244, 257, 

258]. Un estudio describe una firma de miRNAs asociado a la mutación R172 de IDH2[51]. 

También se ha descrito un perfil de expresión asociado a sobreexpresión de genes con valor 

pronóstico en LMA como en el caso de la sobreexpresión de BAALC, caracterizada por la 

infraexpresión de miR-148a[68], miR-10a, miR-10b y miR-9 [259] y sobreexpresion de miR-

3151 [260]. Finalmente, se han descritoperfiles de miRNAs asociados a la sobreexpresión de 

MN1[74]  y ERG [259](Tabla 11) . 
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Tabla 10. Resumen de expresión de miRNAs asociados con mutaciones y 
sobreexpresión de genes con valor pronóstico en LMA (adaptado de [261]). 

Gen Sobreexpre-
sión

Infraexpre-
sión

NPM1 Mutado

miR-10a miR-204

miR-10b miR-128

miR-196a miR-126

miR-196b miR-130a

miR-451

CEBPA Mutado

miR-181a miR-34a

miR-335

FLT3-ITD

miR-155

R172-IDH2 mutado

miR-125a-5p miR-194-1

miR-125b miR-526

miR-133 miR-520a-3p

miR-1 miR-548

BAALC sobreexpresado

miR-3151 miR-148

MN1 sobreexpresado

miR-126 miR-148

miR-126* miR-16

miR-424 miR-17-92

miR-100

miR-196a
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1.4.4.2. microRNAs con valor pronóstico y/o  funcional en LMA 
   

La expresión de determinados miRNAs se asocia con el pronóstico tanto en el conjunto de LMA 

como en  la LMA con citogenética normal (LMA-CN). Un estudio demostró la asociación entre 

la expresión elevada de miR-191 y miR-199a con una duración de la respuesta y supervivencia 

global acortadas en un aserie de pacientes con LMA de todos los grupos citogenéticos, 

asociación validada en una serie de validación[245]. En este mismo grupo de LMA, un estudio 

más reciente identificó miR-212 como factor pronóstico independiente, relacionando niveles 

de expresión elevados de miR-212 con un mejor pronóstico, resultado también validado en 

una serie independiente de enfermos[262]. Recientemente, se ha descrito y validado en una 

serie de citogenética heterogénea  la sobreexpresión de miR-196b como un factor de mal 

pronóstico[263].  

Dentro de la LMA con citogenética normal se han descrito diversos miRNAs con valor 

pronóstico. Así, una firma compuesta por 12 miRNAs mostró valor pronóstico dentro del grupo 

molecular desfavorable, definido por la presencia de (FLT3-ITD y/ó NPM1 no mutada). El valor 

pronóstico de los miRNAs contenidos en la firma fue validado en una serie independiente, con 

la asociación de la sobreexpresión de miR-181a y miR-181b a un mejor  pronóstico, mientras 

que la sobreexpresión de miR-124, miR-128-1, miR-194, miR-219-5p, miR-220a y miR-320 

estaba asociada a peor pronóstico [264] (Figura 32A). Dos años despues, fue validado en una 

serie independiente, mediante ensayos individuales, el valor pronóstico de miR-181a dentro 

de LMA-CN y en el subgrupo molecular desfavorable dentro de LMA-CN (Figura 32B). 

Posteriormente se ha descrito el valor de miR-181a y miR-181b como marcadores pronótiscos 

en LMA con citogenética normal. Estudios funcionales han mostrado que el aumento de 

manera ectópica de miR-181b in vitro promueve la aptoptosis  y se inhibe la vialilidad y 

proliferación de las celulas leucémicas [265] . Otro estudio demostró que miR-181a estaba 

infraexpresado en líneas celulares de LMA resistentes a citarabina, en comparación con las 

mismas líneas no resistentes al fármaco; asimismo,  se identificó bcl-2 como diana de miR-

181a. Posteriormente se demostró  que la sobreexpresión de este miRNA en estas líneas 

celulares las hacía más sensibles a citarabina, así como se activaba la apoptosis [266]. De 

manera intersante, en otro estudio se demostró que la proteína resultante de la mutación de 

CEBPA en la región N-terminal (C/EBPpalfa-p30)  se unía a la región promotora del gen que 

codifica mir-181a-1 y ocasionaba un aumentode los niveles de este miRNA, pudiendo este 

mecanismo explicar en parte la notable quimiosensibilidad asociada  a la LMA con mutación 
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bialélica de CEBPA. En este sentido, el tratamiento con lenalidomida ha mostrado capacidad de 

aumentar la expresión de la proteína truncada C/EBPPalfa-p30 y, secundariamente, niveles 

más altos de miR-181a  en  estudios in vitro y modelos murinos [267]. 

 

Figura 32. (A) “Score” de miRNA  en el  subgrupo molecular desfavorable en 
LMA-CN, adaptado de[264] (B) miR-181a validado como marcador pronostico en 
LMA-CN, adaptado de [268].  

En este mismo grupo de pacientes con LMA-CN, más recientemente se ha identificado como 

marcador de mal pronóstico la sobreexpresión de miR-155ª [269] y, en pacientes mayores de 

60 años, la sobreexpresión de miR-3151 como marcadores de mal pronóstico en la LMA-CN  

[260]. 

En la siguiente tabla se resumen los ejemplos más relevantes  de miRNAs involucrados en 

distintos modelos de leucemogénesis. 

Tabla 11. microRNAs con función documentada en leucemogénesis mieloide (adaptado de [261]).  

miRNA Expresión Regulación 
por Dianas Efectos in vitro Efectos in vivo 

miR-155 
Sobreexpresado 

en LMA con FLT3-
ITD 

NFĸβ SHIP1 

Bloquea la 
megacariopoyesis. 

Induce la formación de 
colonias mieloides 

Induce 
mieloproliferación 

con cambios 
mielodisplasicos 

en ratón 

miR-196b 
Sobreexpresado 

en LMA con 
t(11q23) 

MLL HOXB8 

En progenitores 
hematopoyéticos 

incrementa la 
supervivencia celular y 

la proliferación 

 

miR-223 Infraexpresado en 
LMA t(8;21) 

RUNX1/RUNX1T1, 
CEBPA, NFIA 

MEF2C Induce la diferenciación 
granulocítica 

En ratón KO para 
miR-223 se 

produce 
granulocitosis 

miR-29b-1 

Infraexpresado en 
LMA con NPM1 no 
mutada, en LMA 

t(11q23) y del (7q) 

NFĸβ, MYC, YY1 
MCL1, 

CDK6, SP1, 
DNMT3A/B 

Induce apoptosis, 
inhibe proliferación, 

regula negativamente 
la metilación de DNA 

Reduce la 
tumorogenicidad 
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1.4.4.3. microRNAs y proteínas de fusión características en LMA 
 

Algunas proteínas de fusión derivadas de translocaciones cromosómicas recurrentes en LMA 

han mostrado la capacidad de silenciamiento de la expresión de miRNAs mediante 

mecanismos epigenéticos [30]. Un ejemplo de este mecanismo lo constituye  la proteína de 

fusión AML1-ETO resultante de la t(8;21)(q22.;q22), que se une a la región genómica del 

promotor de miR-223. Dicha proteína de fusión produce el silenciamiento de miR-223 

mediante el reclutamiento  de un complejo epigenético silenciador compuesto, entre otras, 

por proteínas con actividad histona desacetilasa y DNA metiltransferasas (DNMTs). La 

metilación de su gen  produce la inhibición de la expresión de miR-223 y ello resulta en un 

bloqueo de la diferenciación mieloide. La reexpresión de miR-223 mediante desmetilación 

restaura la diferenciación de los blastos leucémicos [270, 271]. De  manera análoga, esta 

proteína de fusión produce el silenciamiento epigenético del miR-193a, dando lugar a la 

expansión de la actividad oncogénica de la onproteína de fusión AML1-ETO [272]. De manera 

similar se ha descrito la represión transcripcional de miR-210, miR-23 y miR-24 por la proteína 

de fusión quimérica PML-RARA en la leucemia promielocítica aguda [273]. 

 

1.4.5. Búsqueda de dianas de microRNAs 

1.4.5.1 Recursos informáticos   
 

Como se ha comentado anteriormente, un mismo miRNA puedetener diversos RNAms como 

potenciales dianas [274]. Así, un  60% de los RNAm comparten una o más secuencias que están 

conservadas evolutivamente y con potencial capacidad de interaccionar, por la 

complementariedad de sus secuencias, con miRNAs [275]. Para identificar las dianas génicas 

de los miRNAs se han desarrollado varias bases informáticas de predicción de dianas que 

tienen en cuenta diversos aspectos relacionados como su procesamiento biológico, la función 

de los miRNAs y parámetros complejos relacionados con su unión al gen diana [214, 276]. La 

mayoría de estas herramientas de predicción se basan en la complementariedad completa o 

incompleta de la secuencia del RNAm diana con la “secuencia semilla” del miRNA, es decir, con 

los nucleótidos 2-7 del extremo 5’ de la secuencia madura de los miRNAs[274]. La mayoría de 

estas bases de predicción se limitan a la región 3’UTR de los RNAm diana. En la tabla 10 se 

muestran los algoritmos de predicción más comúnmente utilizados y sus principales 

características.  
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Tabla 12. Algoritmos de predicción de dianas de miRNAs más comúnmente utilizados y 
sus principales características, adaptado de [214] 
 

Bases que sólo consideran la región UTR 3’ como diana putativa 

TargetScan http://www.targetscan.org 
 

PicTar http://www.pictar.org 
 

EIMMo3 http://www.mirz.unibas.ch/ElMMo3/ 
 

Diana-microT 
v3.0 

http://diana.cslab.ece.ntua.gr/microT/ 
 

PITA http://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/mir07_data.html 
 

MicroRNA http://www.microrna.org/microrna/home.do 
 

miRBase targets 
(microcosm) 

http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/ 

miRDB http://mirdb.org/miRDB 
 

Bases que consideran otras partes del RNAm como dianas putativas 
 

RNA22 http://cbcsrv.watson.ibm.com/rna22.html 
 

miRWalk http://www.ma.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/ 
 

 

 

1.4.5.2. Validación funcional 
 

La demostración  de las dianas predichas de los distintos miRNAs requiere su validación 

experimental, para lo que se han desarrollado  diferentes métodos. Una primera aproximación 

experimental  para identificación de dianas es el análisis de la  correlación significativa entre la 

expresión de RNAm y miRNA, fundamentalmente inversa, en las mismas muestras y la 

combinación de estos resultados con las bases de predicción de dianas.  Algunos programas, 

como el utilizado en la presente tesis, el RmiR package (Bioconductor version 

2.6;http://www.bioconductor.org/Bioconductor)  permiten relacionar la expresión de miRNAs 

con la expresión de RNAm teniendo en cuenta los algoritmos de predicción de dianas 

TargetScan and Pictar. 

Una vez identificados los posibles candidatos, existen varias validaciones funcionales de estas 

aproximaciones, como sería el ensayo Renilla-Luciferasa y  la medición de la cantidad de 

proteína tras inhibir o aumentar los niveles del miRNA en estudio mediante Western Blot o 

técnicas afines. En la siguiente figura (Figura 33) se resumen algunas de las técnicas que se 

utilizan para la validación de dianas. 
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Figura 33. Aproximaciones más comúnmente utilizadas para la identificación de dianas 
de miRNAS. (a): correlación inversa entre niveles de miRNA y RNAm en combinación 
con bases de predicción de dianas. Estudios experimentales de interacción: (b) 
coinmunoprecipitación de complejos miRNA-RNAm; (c) selección de RNAm unidos a 
los miRNAs marcados; (d) Análisis paralelo de posibles finales de RNA (RNA ends, 
PARE) despues de su unión con los RNAm dianas; (e) Usando miRNAs como primers 
para la síntesis de cDNA despues de que RISC y otras proteínas se hayan eliminado; (f) 
“polysome profiling” en el cual los RNAm unidos a los ribosomas sirven como input 
para hacer perfil de expresión géncia o secuenciación. (g-i): Estudio de síntesis 
proteica. (k): Estudios de validación de dianas: el estudio de la especificidad de la 
interacción miRNA-RNAm es generalmente validado por el estudio de la unión  del 
miRNA a la región UTR3’ del RNAm mediante el ensayo  de Renilla Luciferasa. 
Adaptado de [214]. 
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1.4.6. Modificación de la expresión de miRNAs: posibles aplicaciones terapeúticas  

 

En la actualidad se están desarrollando varias estrategias para utilizar los miRNAs como una 

herramienta terapéutica (Tabla 13, Figura 34).  Una teórica ventaja de la terapia del cáncer 

basada en miRNAs sería que éstos  tienen como diana varios genes a la vez, implicados en la 

misma vía celular o en vías con función redundante, involucrados en el desarrollo de cáncer, lo 

cual supondría una ventaja teórica respecto el empleo de RNAs pequeños de interferencia  

(siRNAs),  diseñados específicamente para reducir la expresión de un único gen determinado. 

Las terapias basadas en miRNAS tendrán como objetivo  inhibir la función de un miRNAs 

considerado oncogénico (oncomiR), o restablecerla función o aumentar la expresión de un 

miRNAs supresores de tumores [277].  

 

 

Figura 34. Mecanismos de acción de miRNAs y el potencial uso de agentes 
terapéuticos para activar o bloquear su función.  Las estrategias para disminuir 
la actividad de un miRNAs están contenidas en cajas rojas y aquellas 
destinadas a aumentarla en cajas verdes [277]. 
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En el caso de los oncomiR, algunas de las estrategias ideadas para bloquear la función de estos 

miRNAs están basadas en oligonucleótidos: 

- Oligonucleotidos antisentido (antisense, ASOs), también llamados antimiRNA, que 

incluyen locked nucleic acids (LNA), es decir, ASOs modificados para  alcanzar una 

mayor afinidad con los miRNAs diana.  

- Pequeñas moléculas antagomiRs o diminutos LNA anti-miRs. 

- “Esponjas” de  miRNA.  

- Fármacos basados en pequeñas moléculas que tienen como diana miRNAs (SMIRs). 

En el el caso contrario, cuando el objetivo del tratamiento son los miRs supresores de tumor, 

las principales estrategias para aumentar su función son: 

- Revertir su  silenciamiento epigenético (p.ej,  con agentes hipometilantes) 

- Aumentar su biogénesis (p. ej.,  con sustancias como la neomicina) 

- Administración o “entrega dirigida” del miRNA en cuestión, tanto “desnudo” como 

acoplado a un carrier o liberado por un vector viral.  

El desarrollo de estas estrategias se ha encontrado con bastantes obstáculos, entre ellos los 

problemas de “entrega” del agente terapéutico en el tejido diana que  debe enfrentarse con  

con diversas dificultades como   su posible degradación por nucleasas, el aclaramiento renal, la 

dificultad en atravesar el endotelio capilar o la posible eliminación  por el sistema inmune. 

 Problemas adicionales serían la toxicidad de la molécula portadora (carrier) del miRNA, 

trombogenicidad, o activación del complemento [278-280]. Otro elemento importante a tener 

en cuenta respecto al tratmiento basado en miRNAs es la relativa falta de especificidad de la 

acción, debido precisamente a la potencial multiplicidad de dianas. Un ejemplo de ello sería la 

posibilidad de inducción de defectos congénitos esqueléticos y de crecimiento en humanos  

cuando se realiza  la deleción del grupo de miRNAs (cluster) oncogen miR-17-92 [281].  

A pesar de todo ello, ya  se están ensayando con éxito varias terapias basadas en anti-miR,  

para el tratamiento de enfermedades como la fibrosis, la infección por el virus de la hepatitis 

C, la arterioesclerosis o cáncer [277]. Por ejemplo MRX34 (desarrollado por Mirna 

Therapeutics) es un agente mimético de miR-34, formulado en forma de liposoma que induce 

respuestas  en hepatocarcinoma, sin toxicidad inesperadas en tejidos normales, y con el que se 

está llevando a cabo un ensayo fase  I (ClinicalTrials.gov identificador: NCT01829971). Otro 

ejemplo terapéutico es un agente con diana en el miR-122, microRNA abundantemente 

expresado en hepatocitos. El virus de la hepatitis C (VHC) utiliza el miR-122 del huésped para 
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replicarse y propagarse. Recientemente se han publicado los resultados de un ensayo clínico 

fase II para el tratamiento de virus de la hepatitis C, basado en el empleo de una molécula que 

bloquea la acción del miR-122 y que resulta en una reducción de la carga vírica del VHC  con 

buena tolerancia [282]. Otra estrategia terapéutica interesante tiene como objetivo la 

combinación de miRNAs con el tratamiento oncológico convencional para aumentar la 

sensibilidad a la quimioterapia y/o radioterapia [283-285]. Recientemente se han   

desarrollado plataformas in vivo para el ensayo de terapias basadas en RNAs en LMA. En 

concreto, se ha demostrado  que la inhibición terapeútica del miR-21 y miR-196b inhibe la 

formación de colonias y depleciona in vivo las células iniciadoras de leucemia en variedades de 

LMA  con sobreexpresión de genes HOX, lo que conlleva una prolongación de la supervivencia 

en el modelo murino [286].  
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2. Hipótesis y objetivos 

 

2.1. Hipótesis 
 

La LMA es una enfermedad muy heterogénea tanto desde el punto de vista clínico como  

fisiopatológico y especialmente la categoría de riesgo citogenético intermedio, que es la más 

frecuente. Por otra parte, el tratamiento óptimo postremisión varía de acuerdo a factores 

citogenéticos y moleculares que permiten hacer una estimación del riesgo de recaída de la 

LMA, y resulta incierto en muchos casos. En este contexto, y debido a la capacidad 

discriminatoria que poseen los perfiles de expresión de miRNAs para diferenciar distintas 

enfermedades, el análisis del patrón de expresión de miRNAs  en la LMA y su correlación con la 

información  citogenética y molecular disponible, puede contribuir a definir y delimitar 

entidades con un perfil biológico homogéneo, incluyendo  una firma de expresión de miRNAs 

distintiva. Además, el análisis pormenorizado de las posibles dianas genéticas moduladas por 

la expresión de determinados miRNAs, puede contribuir a comprender el patrón de expresión 

génica y los mecanismos de leucemogénesis de  distintos subtipos de LMA. Además, el estudio 

de la expresión de los perfiles de miRNAs puede aportar información pronóstica adicional a la 

que proporcionan parámetros clínicos, las anomalías citogenéticas o determinadas lesiones 

moleculares, ayudándonos así a mejorar la estrategia terapéutica adaptada al riesgo en la 

LMA, especialmente en el grupo con mayor incertidumbre, de riesgo citogenético intermedio.  
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2.2. Objetivos  

 
Generales: 

1. Análisis del perfil de expresión de miRNAs en los distintos subgrupos citogenéticos y 

moleculares de LMA, así como en células CD34+ normales. 

2. Caracterización del perfil de miRNAs en el grupo de LMA-RI y estudio de su valor 

pronóstico. 

 

Específicos:  
 
- Caracterización del patrón de expresión de miRNAs de la LMA con traslocación (8;16) y 

reordenamiento MYST3-CREBBP  

- Estudio de los mecanismos de regulación de expresión de miRNAs específicos de LMA 

con t(8;16).      

- Identificación de dianas génicas de miRNAs identificados como específicos de LMA 

t(8;16).  

- Estudio de perfiles de miRNAs asociados a mutaciones frecuentes en LMA. 

- Analizar el valor pronóstico del patrón de miRNAs junto a otras variables clínicas y 

biológicas relevantes. 
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3. Resultados 

3.1. Resumen de artículo 1 
 

Artículo 1: “La leucemia aguda mieloide con translocación (8;16)(p11;p13) y reordenamiento  

MYST3-CREBBP tiene una firma de microRNA distintiva que tiene como diana el protooncogén 

RET” 

La leucemia mieloide aguda (LMA) con t(8;16)(p11;p13) (LMA t(8;16)) tiene un perfil clínico- 

biológico característico, pero su patrón de expresión de microRNAs es desconocido. En el 

presente trabajo hemos analizado 670 miRNAs maduros en 7 pacientes con  LMA con t(8;16) y 

en  113 pacientes con otros subtipos de LMA, así como en tres controles CD34+ de donante 

sano.  El análisis jerárquico de grupos (“Hierarchical cluster analysis”) demostró que todos los 

pacientes con LMA t(8;16)  se agruparon en un grupo (“cluster”) independiente. Asimismo, el 

análisis supervisado reveló una firma distintiva de 94 miRNAs, la mayoría de los cuales estaban 

infraexpresados, entre los que se encontraban el miR-21 y el cluster miR-17-92.  Con el 

objetivo de entender porqué  miR-21 y el cluster miR-17-92 se encontraban infraexpresados en 

este subgrupo en comparación  con el resto de grupos de LMA, se estudió la expresión de sus 

factores de transcripción STAT3 y c-Myc respectivamente. El análisis de expresión del RNAm de 

dos conocidos factores de transcripción de estos miRNAs (STAT3 y c-Myc) mostró una 

infraexpresión significativa de STAT3 (P=0.04). Por otra parte, el análisis bioinformático mostró 

que 29 de los miRNAs que estaban infraexpresados podrían estar regulados por metilación. 

Con el fin de comprobar si estos miRNAs podían estar regulados por metilación, tratamos una 

muestra de células primarias de LMA t(8;16) con 5-aza-2'-deoxycytidina (5-AZA-dC) y 

Tricostatin A (TSA) y encontramos  que  27 miRNAs  se reexpresaron después de dicho 

tratamiento. Sin embargo, no se encontraron diferencias en el estado de metilación entre las 

LMA con t(8;16) y los otros subtipos ni en metilación global, ni en metilación de promotores de 

miRNAs. Finalmente, se correlacionó la expresión de RNAm (de la que disponíamos de un 

estudio previo: Camós, Esteve et al; Cancer Res 2006) con la expresión de miRNAs para 

identificar posibles dianas reguladas por los miRNAs de la firma. La correlación entre la 

expresion de mRNA y la de miRNAs identificó RET como una potencial diana de tres de los 

miRNAs característicos de esta entidad. Mediante ensayo de  Renilla-Luciferas y  citometría de 

flujo tras la transfección con pre-miRNAs se confirmó que RET estaba regulado por los miRNAs 
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de la firma miR-218, miR-128, miR-27b, miR-15a y miR-195. En conclusión, la LMA t(8;16) 

presenta una firma característica de miRNAs que está regulada parcialmente mediante 

mecanismos epigenéticos y que tienen como diana el protooncogén RET. 
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3.2 Artículo 1 
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3.3. Figuras suplementarias artículo 1 
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3.4. Resumen de artículo 2 
 

Artículo 2: “Los microRNAs añaden información pronóstica relevante a la categorización 

molecular en la leucemia mieloide aguda de riesgo citogenético intermedio " 

La LMA es una enfermedad heterogénea cuyo tratamiento óptimo varía de acuerdo a los 

factores de riesgo citogenéticos y los marcadores moleculares. Varios estudios han 

demostrado la importancia pronóstica de los miRNAs en LMA. En este trabajo analizamos en 

una serie de 238 pacientes con LMA de riesgo citogenético intermedio (LMA-RI) que provienen 

de 16 instituciones que forman parte del grupo cooperativo CETLAM, la asociación entre la 

expresión de algunos miRNAs  y el pronóstico clínico. En primer mediante el  estudio de 

expresión de 670 miRNAs  en un subgrupo de 85 pacientes de LMA-RI que provenían de una 

sola institución identificamos 10 miRNAs con valor pronóstico. Posteriormente validamos estos  

10 miRNAs mediante ensayos individuales en toda la cohorte (n=288)  confirmando el impacto 

pronóstico de 4 miRNAs. Niveles altos de miR-196b y miR-644  se asociaron de manera 

independiente con una supervivencia acortada y niveles bajos de  miR-135a y  miR-409-3p se 

asociaron con un mayor riesgo de recaída.  De manera interesante miR-135a y miR-409-3p 

mantuvieron su valor pronóstico independiente  dentro del subgrupo molecular de mal 

pronóstico (NPM1 no mutado y  CEBPA no mutado y/o FLT3-ITD), y miR-644 mantuvo su valor 

pronóstico en el subgrupo molecular favorable.  En conclusión, en el presente trabajo se han 

identificado 4 miRNAs con valor pronóstico en LMA-RI, y que además añaden información 

pronóstica adicional a los marcadores moleculares. 
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3.5. Artículo 2 
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3.6. Figuras suplementarias artículo 2 
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4. Discusión   
 

Estudios previos han demostrado que los miRNAs  juegan un papel muy importante en 

infinidad de procesos celulares, y son imprescindibles para la correcta homeostasis celular. Su 

desregulación ha sido ampliamente descrita en cáncer y también en concreto en LMA. En este 

sentido  algunos estudios han demostrado que la expresión de miRNAs puede definir 

entidades de forma más precisa que el estudio de expresión mediante microarrays de miles de 

RNAm [287]. A partir de este fundamento en esta tesis llevamos a cabo la caracterización del 

perfil de expresión de miRNA en una amplia cohorte de pacientes con LMA diagnosticados y 

tratados en nuestro centro y en otros centros del grupo cooperativo CETLAM, 

correspondientes a una amplia diversidad de variedades citogenéticas y moleculares, con un 

doble objetivo: una mejor caracterización de los mecanismos biológicos subyacentes de 

algunas variedades biológicas, menos conocidas, y, por otra parte, el análisis del posible valor 

pronóstico del nivel de expresión de algunos miRNAs expresados en la enfermedad. Así, y 

como resultado de los estudios de esta tesis, obtuvimos la firma de miRNA distintiva de la LMA 

t(8;16). Por otra parte, en un segundo estudio, pudimos identificar algunos miRNA cuyo nivel 

de expresión proporcionaba información pronóstica adicional a las mutaciones de los genes 

más habitualmente analizados en la categoría de pacientes con riesgo citogenético intermedio.  

      

Perfil de expresión de miRNA en la LMA con t(8;16) 

La LMA con t(8;16) es un subtipo de LMA resultante de la fusión de dos genes, MYST3 y 

CREBBP, ambos con  propiedades modificadoras de la cromatina[30]. A pesar de conocerse el 

patrón de expresión de RNAm de esta entidad, en parte por estudios realizados por nuestro 

grupo, no se había estudiado previamente el perfil de expresión de miRNA asociado a éste 

subtipo de LMA. En el primer artículo de esta tesis hemos caracterizado por primera vez  una 

firma específica de miRNAs asociada la LMA t(8;16). La expresión de los miRNAs en cáncer 

puede verse afectada por cambios epigenéticos, como cambios en la metilación de DNA ó 

modificaciones de la cromatina [288] , que pueden contribuir de manera significativa  al 

fenotipo leucémico[30]. En este estudio analizamos también algunos de los posibles 

mecanismos de regulación epigenética de la firma de miRNAS de la LMA t(8;16) y observamos 

que un tercio de los miRNAs se reexpresaron tras el tratamiento con agentes modificadores 
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epigenéticos. En cuanto a las dianas de estos miRNAs característicos de LMA t(8;16) hemos 

identificado y validado RET , protooncogén previamente identificado como 

característicamente sobreexpresado en este subtipo de LMA, como la diana de cinco miRNAs 

distintivos de la firma. 

La LMA t(8;16) mostró una firma de miRNAs  distintiva que, cuando la comparamos con una 

amplia variedad de otros subtipos de LMA, se agrupaba de manera muy homogénea, 

confirmando su singularidad biológica. Como la LMA t(8;16) tiene un fenotipo con una 

característica maduración  mielomonocítica, y la mayoría de pacientes  pertenecen a los 

subtipos M4 y M5 de la FAB,  nos preguntamos si parte de esta firma específica era se debía a 

este estado de maduración. Para ello comparamos este subtipo molecular con otras leucemias 

clasificadas en las categorías M4 y M5 de la FAB y correspondientes a diversidad de subgrupos 

citogenéticos y moleculares. Tras este análisis, identificamos una firma que claramente 

diferenciaba la LMA t(8;16) del resto de LMA monocíticas, compuesta por 47 miRNAs 

expresados de forma diferencial, que venía a indicar que la firma de miRNAs de la LMA t(8;16) 

no era el mero resultado del fenotipo mielo-monocítico propio de sus blastos. 

Por otra parte, observamos en esta firma de la LMA t(8;16) una infraexpresión global de 

miRNAs, muy característica, en comparación con otros subtipos de LMA. De manera 

interesante,  alguno de estos miRNAs infraexpresados habían sido previamente descritos con 

una función de genes supresores de tumor, como en el caso de miR-let-7, el miR-34a, miR-15a, 

miR-26a/b y miR-125b, lo que podría presentar una hipotética pérdida de esta función 

supresora de tumores  [228, 289] . Sin embargo esta firma también incluye miRNAs 

infraexpresados que previamente habían sido descritos como  sobreexpresados en otros tipos 

de cáncer como el miR-21 y el cluster miR-17-92[290]. Esta aparente discordancia confirmaría 

el efecto biológico diverso de los miRNAs dependiendo del tejido en el que se expresa. Para 

dilucidar los mecanismos que conducen a la infraexpresión de algunos de estos últimos 

miRNAs, interrogamos el estado de algunos de sus reguladores. Así, al conocerse la regulación 

transcripcional de miR-21 por el gen STAT3 [291],analizamos los niveles de STAT3 en la 

enfermedad y observamos su expresión disminuída, aunque las consecuencias funcionales  de 

esta desregulación son desconocidas. Por otra parte, para dilucidar el potencial mecanismo de 

infraexpresión del cluster miR-17-92, regulado transcripcionalmente a su vez por c-MYC, 

medimos la expresión del RNAm de c-myc y no encontramos, en este caso, diferencias 

significativas en su expresión entre la LMA t(8;16) y los demás subtipos de LMA. En 

consecuencia, los bajos niveles de miR-17-92 no parecen deberse a su modulación por el factor 

transcripcional c-myc. 
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Los genes MYST3 y CREBBP están involucrados  en el proceso de leucemogénesis en diversas 

variedades de LMA , tanto como componentes del producto de fusión  MYST3-CREBBP 

resultante de la translocación t(8;16)(p11;p13) como parte de otros productos de fusión [108, 

118, 121-123]. MYST3 interacciona directamente  con la proteína p53 y el complejo MYST3-

p53 aumenta después del daño al DNA, contribuyendo a la parada del ciclo celular en fase G1 

[292]. MYST3 es esencial para la autorenovación de la célula madre hematopoyética [293] 

[294]. También se ha descrito que CREBBP tiene múltiples  funciones en el desarrollo y en la 

hematopoyesis [129, 295]. La inactivación heterocigota de CREBBP en ratones daña  la 

autorenovación de las células hematopoyéticas, induce defectos en la diferenciación 

hematopoyética multilínea e incrementa la incidencia de enfermedades hematológicas [296, 

297]. Así, la inactivación resultado de alteraciones estructurales de CREBBP impide su función 

de acetilar p53 en alguna clase de linfoma [298]. Como once de los miRNAs de la firma de la 

LMA t(8;16) que estaban infraexpresados se han relacionado con p53 [299] [300] y otros, como 

miR-34, están relacionados con la respuesta al daño de ADN, investigamos  una posible 

infraexpresión de p53 en este subtipo de LMA , pero no se encontraron diferencias a nivel  de 

RNAm de p53 en las LMA t(8;16) con respecto a los demás subgrupos. Sin embargo, la 

actividad de p53 puede estar modulada por otros mecanismos, como acetilación o 

fosforilación [301]. De manera interesante, se ha descrito que la proteína de fusión MYST3-

CREBBP inhibe la transcripción mediada por p53 a través de una disminuciónde la acetilación 

de p53 [292], lo que nos lleva a hipotetizar  que la expresión de los miRNAs relacionados con 

p53 en nuestra firma distintiva de LMA t(8;16) podría ser en parte por una acetilación anormal 

de p53. Las mutaciones de CREBBP también se han descrito en la leucemia aguda linfoblástica, 

con el resultado de una desregulación de la acetilación de histonas y la regulación 

transcripcional de las dianas de CREBBP[302]. El reordenamiento entre MYST3 y CREBBP 

podría dar lugar a una  acetilación anómala, responsable, entre otras consecuencias 

funcionales,  de una disrupción durante la hematopoyesis, lo que podría ser responsable, al 

menos en parte, del fenotipo leucémico. [30]. En este estudio, observamos la reexpresión  de 

algunos miRNAs después del tratamiento con un agente desmetilante. De manera interesante, 

esta reexpresión fue mayor cuando se añadió un agente inhibidor de histona desacetilasa 

(TSA) al agente desmetilante (5’-AZA), lo que apoyaría a especular que la acetilación puede 

jugar un papel importante en la infraexpresión de algunos miRNAs de esta firma asociada a 

LMA t(8;16). En este sentido, cabe destacar  que no se encontraron diferencias significativas en 

la metilación de los promotores de algunos  genes de estos miRNAs entre la LMA t(8;16) y 
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otros subtipos de LMA, por lo que diferencias en la metilación de las regiones promotoras de 

estos miRNAs no sería el mecanismo causante de esta menor expresión. Estudios previos que 

han analizado la metilación en LMA han mostrado correlación entre algunos tipos de LMA y el 

patrón de metilación, pero no en todos los subtipos [303]. Aunque los experimentos sobre la 

reexpresión de miRNAs después del tratamiento con modificadores epigenéticos sólo se pudo 

realizar en una muestra primaria debido a la falta de material adecuado de otros pacientes, 

pensamos que nuestros resultados tienen potenciales  implicaciones fisiopatológicas y 

requieren investigación futura para su confirmación. 

Otras oncoproteínas de fusión bien caracterizadas  que resultan de translocaciones 

cromosómicas en LMA dan lugar al silenciamiento epigenético de miRNAs, como es el caso de 

la represión de miR-223 por AML1-ETO[270] y la represión trascripcional de miR-210, miR-23 y 

mir-24 por PML-RARa [273]. Por ello, se necesitan futuros estudios  para clarificar si la proteína 

de fusión MYST3-CREBBP es responsable del  silenciamiento de estos miRNAs, así como de los 

mecanismos implicados. 

El protooncogén RET codifica un receptor tirosín quinasa que transduce señales de crecimiento 

celular y diferenciación. Las mutaciones de RET han sido asociadas con el  carcinoma papilar de 

tiroides y la neoplasia endocrina múltiple tipo IIA y IIB[304]. Además RET puede afectar la 

diferenciación y el crecimiento de las células hematopoyéticas [305, 306]. Nuestro grupo y 

otros [113, 114] han observado que el RNAm de RET está típicamente sobreexpresado en la 

LMA t(8;16). En el presente estudio, hemos identificado una marcada correlación inversa entre 

los niveles de RNAm de RET y los niveles de tres miRNAs. Además, otros cuatro miRNAs de los 

que están infraexpresados en la firma de miRNAs de la LMA t(8;16)  también tienen como 

potencial diana informáticamente predicha, la región 3’ UTR del gen RET. Por esta razón,  

investigamos si los niveles disminuídos de estos miRNAs podrían explicar la sobreexpresión de 

RET. En efecto, el ensayo Renilla-Luciferasa mostró RET como diana de miR-218, miR-128, miR-

27b, miR-15a, y miR-195, y estos resultados se validaron  en dos líneas celulares que 

sobreexpresan RET, TPH1 y HL-60. La transfección con estos miRNAs produjo una 

infraexpresión significativa de la proteína RET en ambas líneas HL-60 (excepto miR-27b) y TPH1 

(excepto miR-218 y miR-15a). Las diferencias en cuanto a la infraexpresión de RET  entre las 

dos líneas celulares podrían ser debidas a diferencias en los niveles basales de la proteína RET 

y a diferencias en la accesibilidad  a los sitios de unión de miRNAs individuales. Estos 

resultados validan funcionalmente, por primera vez, la modulación de la expresión de RET por 

varios miRNAs característicos de la LMA t(8;16). 



115 
 

Nuestra firma de miRNAs  de LMA t(8;16) confirma la singularidad de este subtipo de LMA. Sus 

características clínicas específicas y su homogeneidad en el perfil biológico, sustentada en la 

existencia de una firma de expresión de RNAm característica, junto con la firma de  miRNA 

distintivas  descrita en este trabajo, justifican, pese a su baja incidencia, la consideración de la 

LMA t(8;16) como una entidad específica. 

En resumen, la LMA t(8;16) presenta una firma específica de miRNAs, caracterizada  

principalmente por la infraexpresión de múltiples miRNAs, algunos de los cuales son 

responsables de los altos niveles de RET observados previamente en este subtipo. Por último, 

esta firma de miRNAs podría ser el resultado de la desregulación de la maquinaria epigenética 

en las células leucémicas, aunque los mecanismos concretos involucrados aún no se han 

esclarecido.  

 

El análisis de la expresión de miRNAs contribuye a refinar el pronóstico en la LMA de riesgo 

citogenético intermedio 

Aunque diversos estudios ya habían identificado algunos miRNAs individuales con valor 

pronóstico en la LMA, en el segundo trabajo de esta tesis nos propusimos evaluar el valor 

pronóstico del perfil de expresión de miRNAs en un contexto clínico bien definido, en el que el 

refinamiento en la estratificación pronóstica puede tener implicaciones clínicas relevantes. Así, 

analizamos el impacto pronóstico de un extenso repertorio de miRNAs en una serie de 

pacientes de hasta 70 años, portadores de una citogenética de riesgo intermedio, que incluyó 

el cariotipo normal junto a otras anomalías citogenéticas de esta categoría pronóstica, y que 

habían recibido un tratamiento contemporáneo homogéneo. Esta evaluación pronóstica 

incluyó, además, el análisis del posible beneficio clínico de traspalnte alogénico de 

progenitores hemopoyéticos en este contexto.  La LMA-RI comprende un grupo heterogéneo 

de pacientes con distinto pronóstico, y la mejor estrategia terapéutica postremisión para estos 

pacientes no está bien establecida. La estratificación pronóstica en estos pacientes está basada 

principalmente en el análisis de un número limitado de factores pronósticos[39, 65]. 

Actualmente  con el descubrimiento de nuevas mutaciones  e interacciones entre ellas hacen 

de la estratificación pronóstica basada en el análisis molecular un proceso complicado[55, 63]. 

El análisis de la expresión de miRNAs en un modelo biológico heterogéneo como es la LMA 

puede dar pistas sobre los procesos biológicos subyacentes con importantes implicaciones 

pronósticas y añadir información práctica a la actual estratificación pronóstica basada en el 

análisis de las mutaciones de NPM1, FLT3-ITD y CEBPA. 
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Inicialmente realizamos  un amplio cribaje de 670 miRNAs maduros en una serie de LMA-RI e 

identificamos 10  miRNAs con un potencial valor pronóstico. En un segundo paso, investigamos 

el valor pronóstico de estos 10 miRNAs en una serie de 285 pacientes con LMA-RI que 

recibieron el mismo esquema terapéutico. Cuatro miRNAs (miR-196b, miR-644, miR-135a y 

miR-409-3p) fueron finalmente identificados  como factores pronósticos independientes en 

LMA-RI. 

miR-196b está localizado en la región genómica 7p15 entre el gen HOXA9 y HOXA10, está 

sobreexpresado en pacientes con LMA con reordenamiento del gen MLL y, de manera 

interesante, su expresión parece estar inducida por las proteínas de fusión con MLL [244, 245, 

247, 248, 250]). La sobreexpresión de miR-196b resulta en un bloqueo parcial de la 

diferenciación y en la activación de las señales de proliferación y supervivencia celular. 

Además, el tratamiento de las células de médula ósea transformadas con el gen de fusión MLL-

AF9 con el antagomiR-196b disminuye su capacidad proliferativa [250]. Un estudio reciente 

descubrió  que miR-196b tiene como dianas los oncogenes HOXA9/MEIS1 y el gen supresor de 

tumores FAS. Por otra parte,  la expresión de miR-196b había mostrado una correlación 

inversa  con el pronóstico en una serie de pacientes con LMA de citogenética heterogénea 

[263]. Sin embargo, aparte de este trabajo preliminar, el significado pronóstico de miR-196b 

no ha sido previamente analizado en una serie extensa de pacientes con LMA-RI. En el 

presente estudio hemos observado que la baja expresión de miR-196b confiere un pronóstico 

favorable en la LMA-RI. Previamente, ya se había descrito la infraexpresión de miR-196a y miR-

196b  en pacientes pediátricos con LMA asociada a mutación de CEBPA [244, 307]. En la misma 

línea, confirmamos la asociación  entre unos niveles de expresión de miR-196b  bajos y la 

presencia de mutaciones de CEBPA bialélicas, lo que puede estar relacionado con los 

mecanismos moleculares que confieren un mayor grado de quimiosensibilidad, propio de esta 

entidad. Sin embargo, el impacto pronóstico del nivel de expresión de miR-196b  fue 

independiente del estado mutacional de CEBPA, y miR-196b retuvo su valor pronóstico en el 

estudio multivariado que incluía el estado mutacional de CEBPA. 

La sobreexpresión de miR-644 se ha observado en cáncer de vejiga [308] aunque el papel 

oncogénico  de miR-644 en general, y en LMA en particular,es desconocido. En este estudio, 

miR-644 se mostró como un marcador pronóstico predictivo de la respuesta al tratamiento 

quimioterápico de inducción y de la supervivencia global y para, tanto en la serie global como 

en el subgrupo molecular de riesgo favorable. En este sentido, miR-644 podría ser útil para 

identificar  un subgrupo de pacientes con peor pronóstico a pesar de pertenecer al subgrupo 
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molecular favorable, definido por la mutación de NPM1 ó CEBPA sin mutación concomitante 

de FLT3-ITD.  

Se ha relacionado miR-135a  con diversas neoplasias, en las que se ha identificado una función 

oncogénica dual, tanto como gen supresor de tumor en algunos casos [309, 310], como con 

una función de oncogén en otros tumores [311, 312](revisado en [313]) .Así, en los pacientes 

con linfoma de Hodgkin, la infraexpresión de miR-135a se asocia a un mayor riesgo de recaída 

[309]. De manera similar, en el actual estudio, hemos observado como la expresión baja de 

miR-135a  está asociada a un mayor riesgo de recaída tanto en  la serie general como  en el 

subgrupo de pacientes del subgrupo molecular desfavorable, lo que sugiere que en este 

contexto miR-135a podría actuar como un gen supresor de tumor. 

También hemos identificado con mayor riesgo de recaída, superior al 50% a los 5 años, en los 

pacientes con una baja expresión de miR-409-3p, tanto en la serie global como en el subgrupo 

molecular de mal pronóstico. Dos estudios recientes han descrito  miR-409-3p con función de 

supresor de tumores. El primer estudio, en fibrosarcoma, demostró que miR-409-3p inhibe el 

crecimiento tumoral, la vascularización y las metástasis a través de la infraexpresión de la 

angiotensina[314]. El segundo estudio, en cáncer gástrico, mostró que miR-409-3p puede 

funcionar como un gen supresor de tumor mediante la interacción  e inhibición transcripcional 

de PHF10 [315]. Además, se observó una reexpresión de miR-409-3p  tras tratamiento 

hipometilante, lo que podría apoyar la existencia de un mecanismo similar en un subgrupo de 

pacientes con LMA-RI [316]. 

Dado el valor pronóstico independiente mostrado por estos cuatro miRNAs (miR-196b, miR-

644, miR-135a y miR-409-3p), diseñamos  una score de riesgo pronóstico  basado en los niveles 

de expresión de dichos miRNAs y comprobamos su valor pronóstico en pacientes de hasta 60 

años. Esta escala pronóstica  mostró un valor pronóstico independiente  después de ajustarlo  

para otros marcadores pronósticos clínicos y moleculares bien reconocidos y permitió la 

estratificación de pacientes de LMA-RI  en tres categorías pronósticas diversas. 

Adicionalmente,  el impacto pronóstico de esta escala fue aún más marcado cuando se 

aplicaba al subgrupo molecular de riesgo desfavorable, en el que fue útil para identificar un 

pequeño grupo de pacientes con  buen pronóstico y un segundo grupo de mal pronóstico, con 

un riesgo de recaída del 70%. Al evaluar el efecto del tratamiento post-remisión teniendo en 

cuenta esta escala pronóstica de miRNAs,   la realización de un trasplante alogénico en primera 

remisión completa parecía beneficioso  para el grupo de pacientes con un score de miRNAs de 

riesgo intermedio o alto, con una reducción del  riesgo de recaída significativa, especialmente 
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entre los pacientes de la categoría molecular desfavorable. Por supuesto, estos hallazgos  

necesitan de validación en series de pacientes independientes, extensas, para confirmar la 

posible utilidad clínica de este score de riesgo derivado de la expresión de miRNAs. En 

consecuencia, la determinación de la expresión de estos cuatro miRNAs, a los que podrían 

añadirse otros que se identifiquen en el futuro, podrían contribuir a refinar la actual 

estratificación pronostica en la LMA-RI,  basada  actualmente en el análisis mutacional de un 

número reducido de genes. La expresión alterada de ciertos miRNAs podría reflejar la 

disfunción de algunas vías celulares  con un importante impacto  en la quimiosensibilidad, 

quizá no capturada en su totalidad por el análisis de mutaciones de algunos genes. Por lo 

tanto, la información proporcionada por el análisis de la expresión de miRNAs podría 

proporcionar una herramienta adicional  para predecir el potencial beneficio del trasplante 

alogénico en  en LMA-RI, ya que en este grupo  es donde existe más incertidumbre acerca de 

su papel en primera remisión completa. 

Otros dos miRNAs no incluidos en este score pronóstico, miR-181a[268] y miR-3151[260], han 

mostrado valor pronóstico en otros estudios. miR-181a fue identificado como un marcador 

pronóstico en un primer estudio realizado mediante microarrays que contenían 368 sondas 

[257] y su valor pronóstico fue posteriormente confirmado mediante RT-PCR individual en una 

serie de pacientes de LMA de citogenética normal[268]. Aunque en nuestro estudio inicial de 

cribado con un amplio (>600 miRNAs) panel de miRNAs en la serie de 85 pacientes observamos 

diferencias en el pronóstico dependiendo del nivel de miR-181a, identificamos otros 10 

miRNAs con un mayor valor pronóstico, y éstos fueron los seleccionados para su posterior 

confirmación por RT-PCR individual en una serie de 238 pacientes. Además, nuestra serie de 

pacientes incluyó todos los de LMA de riesgo citogenético intermedio, no únicamente aquellos 

de cariotipo normal.  Agrupar los pacientes de citogenética normal con otras citogenéticas de 

riesgo intermedio parece lo aconsejable desde el punto de vista clínico [40]. Estas diferencias 

en los criterios de inclusión  podrían explicar algunas de los diferentes resultados observados. 

Por otra parte, miR-3151 ha sido identificado más recientemente [317, 318] y no fue incluido 

en nuestra plataforma inicial de cribado  de miRNAs ya que no había sido descrito al inicio de 

nuestro estudio. Se ha descrito que la sobreexpresión de miR-3151 es un factor pronóstico 

desfavorable en pacientes con LMA-CN y mayores de 60 años.  No obstante, un estudio 

preliminar realizado en nuestro grupo y presentado en forma de póster (contenido en los 

anexos de esta tesis), confirmó el pronóstico de este miRNA también en pacientes más jovenes 

[260] 
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En resumen, el análisis de la expresión de los niveles de miR-196b, miR-644, miR-135a y miR-

409-3p en el momento del diagnóstico nos proporciona información pronóstica relevante  en 

una amplia serie de pacientes de LMA-RI y refina la estratificación pronóstica realizada basada 

en las mutaciones genéticas más comúnmente analizadas. La confirmación del valor 

pronóstico  de este score pronóstico compuesto por cuatro miRNAs podría ser útil, además,  

para la elección del tratamiento postremision. Por otra parte,  la  investigación futura de las 

dianas de estos miRNAs podría esclarecer algunos de los mecanismos biológicos responsables 

dela quimiosensibilidad a los tratamientos habitualmente empleados en la LMA. 
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5. Conclusiones 
 

1. Algunos subtipos específicos de LMA muestra una firma de miRNAs característica 

como la LMA con mutación de NPM1, la LMA con mutación bialélica de CEBPA y la 

LMA con t(6;9) 

En la LMA con t(8;16) y reordenamiento MYST3-CREBBP: 

2. Existe un perfil de miRNAs específico caracterizado por la infraexpresión de un 

conjunto de 90 miRNAs en comparación con otros subtipos de LMA 

3. Existe una asociación entre los niveles de expresión de miR-21 y STAT3, su regulador 

transcripcional 

4. La infraexpresión observada en la firma de miRNAs que caracteriza la LMA t(8;16)  

puede explicarse, al menos en parte, por mecanismos epigenéticos, como se 

demuestra por la reexpresión observada de 27 miRNAS tras el tratamiento con un 

agente hipometilante y un inhibidor de histona desacetilasa. 

5. La sobreexpresión del protooncogén RET característica de la LMA t(8;16) viene 

explicada por la infraexpresión de 5 miRNAs que conforman parte de la firma distintiva 

de esta entidad 

El análisis del nivel de expresión de miRNAs aporta información pronóstica independiente 

en los pacientes con LMA de riesgo citogenético intermedio: 

6. Los niveles bajos de miR-196b  y de miR-644 permiten identificar pacientes con mejor 

supervivencia global 

7. Los niveles de miR-135a y de miR-409-3p permiten estratificar a los pacientes según su 

riesgo de recaída, incluso en el subgrupo molecular de mal pronóstico. 

8. El score resultante del nivel de expresión de estos 4 microRNAs (microRNA score) 

mejora la estratificación pronóstica resultante del estudio mutacional de NPM1, FLT3-

ITD y CEBPA 

9. Los pacientes con un microRNA score pronóstico de riesgo intermedio o alto parecen 

beneficiarse de un trasplante alogénico en primera remisión completa. 
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7. Anexos 
7.1Revisiones artículo 1 

7.1.1. Primera revision 
 

Barcelona, 18th July, 2012 

 

Prof. Nicole Muller-Berat Killmann 

Editor-in-Chief 

Leukemia 

 

Re: Resubmission of manuscript no. MILLIE12-LEU-0066 (Acute myeloid leukemia 
with translocation (8;16)(p11;p13) and MYST3-CREBBP rearrangement harbors a 
distinctive microRNA signature targeting RET protooncogene) 

Dear Prof. Muller-Berat, 

 

We thank you for your letter of 24 February 2012 with the reviewers’ comments on our 

referenced manuscript. We greatly appreciate your decision to reconsider our 

manuscript.  

In order to answer the main comments of the reviewers and the Section Editor, Prof. 

Krzysztof Mrozek, we have enlarged the sample size of our target population of 

patients diagnosed with acute myeloid leukemia with t(8;16) with three additional 

samples – for a final total of seven – kindly provided by collaborators from three 

different institutions. We have repeated the miRNA profiling, the assessment of mRNA 

levels of selected genes and the analysis of methylation of several miRNA promoter 

genes with the inclusion of these new samples. These new experiments have 

confirmed the distinctive miRNA signature associated with acute myeloid leukemia with 

t(8;16). In addition, we have addressed all other issues raised by the reviewers and 

have modified the manuscript accordingly. Replies to reviewers and corresponding 

modifications in the new version of the manuscript are detailed in the enclosed 

documents.  
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We believe that with these modifications, our manuscript is significantly improved and 

we hope that it is now acceptable for publication in Leukemia.  

Looking forward to hearing from you. 

Sincerely yours, 

 

Jordi Esteve, MD 
Hematology Department  
Hospital Clínic 
Barcelona 
Spain 
Phone: +34932275428 
Fax: +34932275484 
E-mail: jesteve@clinic.ub.es 
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Reply to Section Editor 

 

 

 

Dear Prof. Krzysztof Mrozek: 

 

Please find enclosed the answer to your request concerning our submitted article 

MILLIE12-LEU-0066, entitled “Acute myeloid leukemia with translocation 

(8;16)(p11;p13) and MYST3-CREBBP rearrangement harbors a distinctive microRNA 

signature targeting RET protooncogene”.  

 

Although the study is interesting and potentially important, it is vital that the number of 
patients with t(8;16) is increased to substantiate the findings and conclusions. 

 

In order to answer the main comments of the reviewers and the Section Editor, Prof. 

Krzysztof Mrozek, we have enlarged the sample size of our target population of 

patients diagnosed with acute myeloid leukemia with t(8;16) with three additional 

samples – for a final total of seven – kindly provided by collaborators from three 

different institutions. We have repeated the miRNA profiling, the assessment of mRNA 

levels of selected genes and the analysis of methylation of several miRNA promoter 

genes with the inclusion of these new samples. These new experiments have 

confirmed the distinctive miRNA signature associated with acute myeloid leukemia with 

t(8;16). In addition, we have addressed all other issues raised by the reviewers and 

have modified the manuscript accordingly. Replies to reviewers and corresponding 

modifications in the new version of the manuscript are detailed in the enclosed 

documents.  
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Replies to Reviewers 

Reviewer no.1  

 

1.  Genes should be written in italics 

All gene denominations used in the manuscript have now been written in italics.  

 
 

2. The citation of the references should follow the guidelines of the journal, as given 
here in brackets is not correct.  

 

All the citations of the references included in the manuscript have been given following 

the guidelines of the journal and the instructions for Leukemia output style provided in 

the journal webpage, as follows: “EndNote users should select the Leukemia output 

style for the correct reference style. http://mts-leu.nature.com/cgi-

bin/main.plex?form_type=display_auth_instructions#preparation”.  

We have noticed, however, that in the online version of Leukemia articles, the 

references are cited using parentheses, while in the print version, the citations are 

given in superscript. We will be happy to change the format of the citations, but it is not 

clear to us which format is required.  

 

3. It seems to be very unlikely that the diagnosis of all AML patients (n=117) between 
the years 1994 and 2009 had been following the WHO criteria, the first version of 
the WHO book was published in 2001 and changed during the second version for 
2008. So the authors should rephrase this paragraph and may give information on 
FAB subtype as well as retrospective information on the WHO subtype. 
 

Effectively, diagnostic and classification criteria changed during this period, following 

contemporary FAB and WHO classification. Therefore, the sentence describing the 

criteria used for diagnosis and classification has been modified in the Material & 

Methods section, as follows:  

AML diagnosis and classification was based on accepted FAB or 

WHO criteria, depending on the year of diagnosis. The main 

characteristics of patients, including FAB classification, are 

summarized in Table 1.The availability of cytogenetic and molecular 

information on NPM1 & CEBPA mutational status in all these patients 
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allowed us to reclassify them following the WHO 2008 criteria (Table 

S1). 

 

Information on FAB subtype of all patients included in the study is now provided in the 

revised Table 1. Moreover, complete cytogenetic and molecular information, 

corresponding to main WHO diagnostic categories, is also given in Table 1. In fact, the 

availability of cytogenetic and molecular information on NPM1 & CEBPA mutational 

status in all these patients allowed us to reclassify them following WHO 2008 criteria. 

We have included this information in Table S1, shown below.   

WHO-2008 category n=120 

AML with recurrent genetic abnormalities 

- AML with t(8;21)(q22;q22)/RUNX1-RUNXT1 

- AML with inv(16) or t(16;16)(p13;q22)/CBFβ-MYH11 

- Acute promyelocytic leukemia [t(15;17) & PML-RAR-α] 

- AML with t(9;11)(p22;q23)/AF9(MLLT3)-MLL 

- AML with t(6;9)(p23;q34)/DEK-CAN(NUP214) 

- AML with inv(3) or t(3;3)(q21;q26)/RPN1-EVI1 

- AML with mutated NPM1 

- AML with normal karyotype and CEBPA mutation 

 

 

3 

2 

4 

2 

8 

3 

42 

11 

AML with myelodysplasia-related changes 11 

AML, NOS 

- AML with minimal differentiation 

- AML without maturation 

- AML with maturation 

- Acute myelomonocytic leukemia 

- Acute monoblastic & monocytic leukemia 

 

 

0 

14 

5 

11 

4 
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4. The authors refer to further molecular genes that were investigated: what about 
FLT3-ITD? Table 1 gives information on NPM1 mutated and CEBPA mutated 
cases, in addition to the point raised above, it seems necessary to also know about 
the FLT3 status of these patients. It would also be worthwhile to know this in the 
cases with t(8;16). 

 

As shown in the revised Table 1, 46 patients (38%) harbored an internal tandem 

duplication of FLT3 gene, 36 (42%) of them corresponding to intermediate-risk 

cytogenetics. Interesting, FLT3-ITD was not observed in any of the seven t(8;16) AML 

cases included in this study.   

 

5. Why were only a low number of cases with monosomal karyotype or complex 
karyotype detected? If the median age is 52 and the range is up to 82, normally 
around 10% of cases should be with complex aberrant karyotype in a study with 
117 patients. Could the authors please comment on their cohort and how selection 
was performed? 

 

Patients included in the study were not consecutively diagnosed with AML within the 

study period but correspond to a wide selection of different AML subtypes in order to 

allow an extensive comparison of t(8;16) miRNA profiling over all the AML biological 

spectrum. Thus, this series was enriched with younger patients, included in intensive 

therapy protocols, and determined AML subtypes, such as t(8;16) AML for focused 

study purposes.   

 

6. How many patients had a normal karyotype?  
 

Sixty-one patients, accounting for 51% of the entire cohort, had a normal karyotype. 

This information has been now included in the revised Table 1.   

 

 

7. How was favourable risk, intermediate risk and high risk defined, according to 
which score? 

 

Cytogenetic prognostic categories were based on the refined MRC classification 

(Grimwade D et al, Blood 2010). Nonetheless, t(8;16) AML, which was not specifically 

analyzed in the Grimwade study due to its low frequency, was included among high-

risk patients based on reported series of t(8;16) AML patients. However, in the revised 
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Table 1, in order to avoid confusion on the part of the reader, the prognostic 

categorization of cytogenetic abnormalities has been omitted. 

 

8. In supplemental figure S2 the authors refer to FAB subtypes M4 and M5, this brings 
up again the question of classification: WHO or FAB? Please clarify these aspects 
for the reader, I would suggest both as suggested above. 

 

Please see our reply to comment 3, above. In addition, please note that we have 

clarified for the reader that the AML classification used depended on the year of 

diagnosis. We have included the FAB classification in Table 1 and the WHO 2008 

classification in Supplementary Table 1.    

Since t(8;16) AML cases typically display a monocytic stage of differentiation and are 

generally classified as M4 or M5 subtypes of FAB classification, we aimed to analyze if 

part of its miRNA profile could be attributed, at least in part, to its monocytic 

component. For this reason, we selected a group of non-t(8;16) AML patients with 

partial or total monocytic differentiation, corresponding to M4 or M5 FAB subtypes, as 

control group for comparison of their miRNA profile with that of t(8;16) AML patients.  

 

 

9. As a matter of fact, patients with t(8;16) normally show a very strong 
myeloperoxidase as well as non-specific esterase summing up to more than 100% 
within their blast cells. Is there anything known about these four cases with respect 
to this data?  

 

This information was available for five patients. All except one patient exhibited a 

characteristic dual, simultaneous positivity for both myeloperoxidase and NSE staining 

in virtually 100% of blast cells. The remaining patient was negative for 

myeloperoxidase staining and only showed positivity for NSE. We have included this 

information in Table 1. 
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 Reviewer no.2  

 

1. t(8;16) AMLs represent only a small portion (n=4) of the 117 profiled AML cases. To 
strengthen the presented findings, more cases t(8;16) should be profiled. In 
addition, the presented findings such as the most differentially expressed miRNAs 
should be validated by a second method. 

 

As suggested by the reviewer, we have increased the number of patients with acute 

myeloid leukemia associated to translocation t(8;16) with three additional cases with 

available bone marrow DNA & RNA, for a total of seven, kindly provided by 

collaborators from three external institutions (Dr. Francesco Lo Coco and Tiziana 

Ottone, Hospital Tor Vergata, Rome; Dr. David Grimwade and Adam Ivey, Guy's 

Hospital, London; and Dr. Olga Salamero, Hospital Vall d’Hebron, Barcelona). In these 

additional t(8;16) AML samples, we were able to analyze the miRNA profile, the mRNA 

expression levels of selected genes, and the methylation status of miRNA genes. The 

re-analysis of the miRNA profile, including these additional samples, confirmed the 

majority of miRNAs included in our previously described miRNA signature. Thus, 

hierarchical cluster analysis of miRNA profile showed that all seven t(8;16) samples 

clustered together, resting apart from a wide variety of AML biological subtypes across 

the AML spectrum. Figure 1 has been modified with an image of the new hierarchical 

cluster analysis after the inclusion of new samples. Supervised analysis confirmed that 

the distinctive t(8;16) miRNA signature is characterized by 94 miRNAs, most of which 

(n=90) showed a significantly down-regulated expression. The final list of miRNAs 

characterizing t(8;16) is provided in a new Table 2 of the revised manuscript. 

 

Real time technique for the analysis of miRNAs  is considered the gold-standard 

method for miRNA profiling, showing the highest dynamic range detection in 

comparison with array or sequencing based techniques (Baker M. Nature Methods 

2010). Nonetheless, as suggested by this reviewer, we performed a validation 

experiment for some of the most characteristic miRNAs of the signature, including 

some of the most differentially expressed miRNAs (miR-20a, miR-26a, miR-21) and a 

group of miRNAs which target RET protooncogene , (miR-218, miR-195, miR-27b, 

miR-27a, miR-15b, miR-15a, miR-128). For this validation experiment, we used all 

seven t(8;16) AML patients and an additional 40 AML patients (the same set of patients 

used for gene expression analysis). The validation test was performed using miRCURY 

LNA Universal RT microRNA PCR Primers (Exiqon, Denmark). This technique differs 
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from the TaqMan system used in the study (based on stem-loop RT PCR), since it is a 

qPCR system that combines a Universal RT reaction with LNA™-enhanced PCR 

primers, which results in unmatched sensitivity and specificity. This validation 

experiment confirmed the differential expression of all the three miRNAs most 

differentially expressed in t(8;16) AML (miR-20a, p= 1.8x10-8; miR-26a, p=1.8x10-5; 

miR-21, p=2x10-3). Moreover, it also confirmed the significant downregulation of most 

of the RET-targeting miRNAs analyzed (miR-128, p=0.008; miR-218, p=0.01; miR-27b, 

p=0.04; miR-195, p=0.01; miR-15a, p=0.02). The downregulation of miR-27a and miR-

15b was not confirmed. For this reason, these two miRNAs were excluded from the 

target validation experiment, as shown in a new Figure 3. The results of this validation 

experiment are summarized in Figure S2, shown below. 
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2. Despite significant differences, the validation of STAT3, c-MYC and p53 
suffers from the low t(8;16) sample numbers (n=4). It is hard to draw 
conclusions from these correlations.  

 
 

With the addition of three new t(8;16) AML samples, we were able to confirm a 

significantly different expression level of STAT3, but not of c-MYC and p53. For this 

reason, appropriate changes in the Results and Discussion sections have been 

introduced and the Figure 2 of the previous version of the manuscript has been 

modified and transferred to Supplementary Material as Figure S3. 

 

3. It is not clear if the results in Figure 3A are based on one t(8;16) sample and 
three technical replicates or three biological replicates. If it is based only on 
one sample, it would not be statistically relevant. The results presented in 
Figure 3B are based on 2 biological replicates, leaving only little room for 
statistical analysis. What is the conclusion of these results? The authors 
should compare their findings to other AMLs. The authors should discuss 
the presented results more specifically and in comparison to recently 
published epigenetic profiling approaches in AML. 
 

 
 

Effectively, the revised Figure 2B (previously Figure 3A) depicts the results of three 

independent technical replicates obtained from the only t(8;16) AML patient with 

available cryopreserved cells for this experiment. Unfortunately, we were not able to 

repeat the experiment in other patients due to the lack of cryopreserved cells at 

diagnosis, including the three new specimens obtained.  Nonetheless, we believe that 

these results, which support the epigenetic regulation of the miRNA profile in t(8;16) 

AML, are of interest and should be included in the manuscript, despite the lack of 

biological replicates and statistical power. Following the reviewer’s recommendations, 

we have clarified the source of the experiment in the manuscript, as follows:    

 

Only one t(8;16) AML patient had available cryopreserved cells for 

treatment with 5-aza-2'-deoxycytidine and trichostatin A. 

 

Following the reviewer’s recommendation, we have performed the methylation analysis 

in a total of five t(8;16) AML patients and nine other AML patients with diverse 
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cytogenetic abnormalities (three from each of the cytogenetic prognostic categories) as 

depicted in the new  figure 2C and 2D. We did not find significant differences in the 

methylation pattern in t(8;16) AML, compared to other AML subtypes, either with global 

methylation analysis (figure 2A) or on specific examination of promoter miRNA 

methylation status (figure 2C & 2D). As a consequence, we cannot explain the 

downregulation of these miRNAs in comparison with other AML subtupes due to this 

mechanisim. However, as shown in figure 2B there is a higher miRNA re-expresion 

after the addition of TSA, a histone deacetylase inhibitor, to the demethylating agent 5-

AZA, in comparison with cells treated with only 5’-AZA-dc. This suggests that histone 

acetylation could play a key role in the regulation of miRNAs in t(8;16) AML. We have 

modified figure 2B and added the information on re-expression of miRNAs after 

treatment with 5’-AZA, as follows: 

However, when we treated a t(8;16) AML sample for 72 hours with 5-AZA-
dc, 14 miRNAs were re-expressed more than 2 fold change.  Interestingly 
after treatment with 5-AZA-dc and TSA, 27 of 29 miRNAs were re-
expressed more than 2 fold change after treatment (Figure 2B).    

 

We have discussed these results in comparison with previously published data 

regarding microRNA methylation in AML, as follows: 

This hypothesis is further supported by the fact that there were no 
differences in promoter methylation between t(8;16) AML and other 
cytogenetic subtypes. However, the individual analysis of hypermethylation 
levels showed that the miRNA methylation status of t(8;16) patients is closer 
to that of patients classified as the poor cytogenetic prognosis group. 
Despite the low number of patients analyzed, the differences observed in 
the different cytogenetics subgroups warrant further study. Previous studies 
analyzing gene methylation in AML showed different clusters of patients 
according to methylation patterns and showed that aberrant methylation 
could be related to patient prognosis (45-47). Moreover, the observation 
that treatment with 5-AZA plusTSA produced a greater re-expression of 
miRNAs than treatment with 5-AZA alone suggests that not only is 
methylation involved in the downregulation of these miRNAs but that 
acetylation could also play an important role. 
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4. The authors imply that RET is a common and thus an important target for 
t(8;16) AML associated miRNAs. How many algorithms were used to predict 
the binding sites? As it is only a prediction, I would move Figure 4A into 
supplementary data. The results would be even more convincing if a miRNA, 
which does not affect RET translation would be included as a negative 
control and RET translation validated by Western Blot. Furthermore, no 
statistics or biological replicates are indicated in Figure 4C. 

 
The prediction of the miRNA binding site in RET gene was performed using two 

different algorithms, TargetScan and Pictar. As suggested by the reviewer, we have 

moved Figure 4A representing these binding sites to the Supplementary Material 

(Figure S4). Moreover, the selection of RET gene as a target of the t(8;16) miRNA 

signature was not only based on prediction but also on the strong correlation observed 

between mRNA and miRNA expression signatures in the same t(8;16) AML patients. 

The method used to correlate mRNA & miRNA patterns is detailed in the manuscript, 

as follows: 

  

In order to identify miRNA targets, we used the RmiR package (Bioconductor 
version 2.6; http://www.bioconductor.org/Bioconductor) to cross-correlate the 
miRNA expression data from the present study with our previous findings on the 
gene expression signature in the same patient samples, based on the predicted 
targets from TargetScan (http://www.targetscan.org/) and Pictar 
(http://pictar.mdc-berlin.de/) databases. 

 

As suggested, we have included pre-miR-135a as a negative control in the 

Renilla/luciferase analysis. pre-miR-135a has no complementary sequences to the 3’ 

UTR region of RET gene. The Renilla/luciferase translation was not modified by the 

addition of this pre-miRNA, supporting the specific modulation of RET by a set of 

distinctively expressed miRNAs in t(8;16) AML. 

Moreover, in order to analyze changes of RET protein expression with the validated 

pre-miRNAs in the Renilla/luciferase assay, we analyzed the expression of RET by flow 

cytometry, which is comparable to Western Blot. For this experiment, we used two 

biological replicates corresponding to two different myeloid cell lines, TPH1 and HL60. 

These cell lines were selected due to their overexpression of RET, which allowed us to 

validate the effect of pre-miRNAs on this protein. Each graph of the new Figure 3B 

(previously Figure 4C) corresponds to a different cell line. We performed three 
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independent transfections for each pre-miRNA analyzed. Statistics have been added in 

Figure 3B (previously Figure 4C). 

7.1.2. Segundas revisiones 
 

Barcelona, 6th September, 2012 

Prof. Nicole Muller-Berat Killmann 

Editor-in-Chief 

Leukemia 

Re: Resubmission of manuscript no. ROSA12-LEU-0066R (Acute myeloid leukemia 
with translocation (8;16)(p11;p13) and MYST3-CREBBP rearrangement harbors a 
distinctive microRNA signature targeting RET protooncogene) 

 

Dear Prof. Muller-Berat, 

We thank you for your letter on 17th August 2012 with the reviewers’ comments on our 

referenced manuscript. We greatly appreciate your decision to accept it after minor 

revision with possible re-evaluation.  

Following the suggestions and comments of the second reviewer, we have added pre-

miR135a as a negative control in Figure 3B, we have mentioned in the Discussion 

section the observed differences of RET expression between the two cell lines used in 

the experiment, and, finally, we have transferred the figure 2B of the previous version 

to Supplementary material. 

Replies to reviewer and corresponding modifications in the new version of the 

manuscript are detailed in the enclosed documents.  

We believe that with these modifications our manuscript is improved and we hope that 

it is now acceptable for publication in Leukemia.  

Looking forward to hearing from you. 

Sincerely yours, 

Jordi Esteve, MD 
Hematology Department  
Hospital Clínic 
Barcelona, Spain 
Phone: +34932275428 
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Fax: +34932275484 
E-mail: jesteve@clinic.ub.es            
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Replies to Reviewer 

 
 Reviewer #2 (Comments to the Author): 

1. I would move Figure 2B to the supplementary figures as it is based on 3 technical 
replicates and only one biological sample. Furthermore, the error bars are quite 
high, despite the fact that this is based on technical replicates.  

 

As suggested by the reviewer, we have moved the Figure 2B to the supplementary 

material (new Figure S4).  

 

2. Figure 3B needs the same negative control as Figure 3A miR-135a.  
 
 

Following the reviewer’s recommendation, we have included pre-miR-135a as a 

negative control in the measurement of RET expression by flow cytometry 

after transfection with pre-miRNAs on both TPH-1 and HL-60 cell lines. As observed 

pre-miR-135a did not modify significantly RET expression level. These results have 

been added to the Figure 3B. 

 

3. Furthermore, the authors should mention in the discussion the differences of RET 
protein downregulation between TPH1 and HL60 cells, which is most likely due to 
the accessibility of the individual miRNA binding sites. 

 

 
Differences of RET protein downregulation between TPH1 and HL60 cell lines are now 

mentioned and briefly discussed in the new version manuscript (Discussion section), as 

follows:    

 

Transfection with these miRNAs produced a significant downregulation of RET 

protein in both HL-60 (except miR-27b) and TPH1 (except miR-218 and miR-15a) 

cell lines. The differences of the specific miRNAs leading to RET downregulation 

observed between these two cell lines could be attributed to differences in 

baseline levels of RET protein and diversities in the accessibility to individual 

miRNA binding sites. 
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7.2.Revisiones artículo 2 
 

7.2.1. Revisiones 
 

Barcelona, 9th August, 2013 
 
Prof. Nicole Muller-Berat Killmann 
Editor-in-Chief 
Leukemia 
 
Author: Dr Esteve Resubmission of manuscript no JILL13-LEU-0760R  
Title: MicroRNA expression at diagnosis adds relevant prognostic information to 
molecular categorization in patients with intermediate-risk cytogenetic acute myeloid 
leukemia  
 

Dear Prof. Muller-Berat, 
 
We thank you for your letter of 5th July 2013 with the reviewers’ comments on our 

referenced manuscript. We greatly appreciate your decision to revaluate our 

manuscript.  

We have addressed all the issues raised by the reviewers and we have modified the 

manuscript accordingly. Replies to reviewers and corresponding modifications in the 

new version of the manuscript are detailed in the enclosed documents. In particular, we 

addressed comprehensively the major issues raised by each reviewer. First, we 

provided the results of the analysis on the prognostic value of microRNAs identified in 

this study after exclusion of patients from the exploratory cohort, confirming most of the 

results obtained with the entire cohort. Second, we included in the multivariate analysis 

as requested, the microRNA score and after adjustment for main clinical and biological 

values retained its independent prognostic value. Finally, since we have not access to 

an additional cohort of patients, in order to confirm the robustness of the miRNA score, 

we have performed a cross validation/resampling statistical method that showed high 

replicability.   

We believe that with these modifications, our manuscript is significantly improved and 

we hope that it is now acceptable for publication in Leukemia.  

Looking forward to hearing from you. 

Sincerely yours, 

 
Jordi Esteve, MD 
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Hematology Department  
Hospital Clínic 
Barcelona 
Spain 
Phone: +34932275428 
Fax: +34932275484 
E-mail: jesteve@clinic.ub.es 
 
 
Replies to Reviewers 

Reviewer no.1  

1) The first microRNA profiling was performed on 85 intermediate risk 

patients. Ten outcome related microRNAs were then analyzed in the entire 

cohort (including the 85 patients). Four microRNAs remained prognostic. Do 

these four microRNA also retain their prognostic significance in the entire 

cohort without the initial 85 patients? Demonstrating the prognostic impact in 

this subgroup would validate the initial findings and would provide evidence, 

that the prognostic impact of the four microRNAs in the entire group is not 

"just" driven by a potentially huge prognostic impact of the microRNAs' 

expression in the smaller group of 85 initial patients.  

 We agree with the reviewer that the eventual validation of the prognostic 

miRNAs in a completely independent cohort of patient would have been the 

ideal method to confirm the prognostic value of this group of miRNAs, 

although such a design was not easily feasible for us. We designed, instead, 

a double-step plan, with a first step consisting of a high-scale search of 

prognostic microRNAs selected from a comprehensive analysis of 670 

miRNA expression level analysis in a subset of patients (n=85). After 

selection of the 10 miRNAs with a highest prognostic impact, we then 

evaluated their prognostic value determining their expression level using a 

different methodology, with individual Taqman assays, in the entire cohort of 

238 patients harboring an intermediate-risk cytogenetics from the 

cooperative group CETLAM. We decided to include the initial group of 85 

patients in this part of the research plan to avoid a major selection bias and 

a significant reduction size that precluded a meaningful analysis of the 

prognostic weight of these selected miRNAs. Therefore, we considered the 
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whole population of 238 patients as a unique group in which we assayed the 

prognostic relevance of the expression level measured with a different 

technique (Individual TaqMan assays) of a group of miRNAs identified in an 

initial screening. 

Nonetheless, as suggested by this reviewer, we analyzed the prognostic 

impact of these 4 miRNAs in the subset of 156 patients resulting from the 

exclusion of 85 patients from the initial cohort. Remarkably, three of these 

miRNAs, namely miR-135a, miR-409-3p and miR-644, retained their 

prognostic impact or showed a statistical trend in this additional analysis. 

Thus, patients with a decreased expression of miR-135a and miR-409-3p 

showed a higher risk of relapse, both in the overall series (p=0.02 and 

p=0.03, respectively) as well as in the subset of patients within unfavorable 

molecular subgroup (p=0.009 and p=0.06, respectively). Concerning miR-

644, a higher miRNA expression was associated with a trend to a poorer 

survival both in the entire cohort and the favorable genotype subgroup 

(p=0.08). The lack of prognostic value of the remaining miRNA, miR-196b, 

might be due to the small size of the subgroup of patients with a distinctive 

prognosis. Thus, the significant cut-off of miR-196b with prognostic value 

was able to identify a minority of patients that consisted of approximately 

10% of the whole population, with a better outcome. Therefore, the mere 

reduction of the sample size resulting from the exclusion of one third of total 

patient population might explain the observed loss of prognostic value of this 

miRNA in this subgroup analysis. Nonetheless, the marked effect of a 

decreased miR-196b observed in our previous analysis, based on individual 

TaqMan assays, prompted us to maintain it as a highly potentially useful 

marker to identify a subset of patients with a remarkably favorable outcome, 

as suggested in previous study.         

 

2) As stated on page 10 the expression levels of miR-644 associated with 

response to induction therapy. I assume response to induction therapy is 

defined as achievement of a complete remission? miR-644 seems to have a 

great impact on the response to induction therapy (OR= 5.64), did any of the 
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other investigated miRs associate with response to induction therapy / 

achievement of CR?  

Additionally on page 11 it reads as if the presence of an NPM1 mutation 

would associate with a reduced chance (OR=0.3) of responding to induction 

therapy, is this true?  

The concept of response to induction therapy used in the manuscript refers 

to achievement of a complete remission (CR). In order to clarify this concept, 

we have modified the wording in the text. 

Regarding the predictive value of miRNA levels for achievement of complete 

response (CR) following induction therapy, miR-644 was the only miRNA 

with prognostic value, with none of the other selected miRNAs showing an 

association with response to induction therapy. This observation has been 

now emphasized in the text. Moreover, the impact of NPM1 mutation on the 

probability of achievement of CR has been now clarified in the text, 

specifying that it is the absence of an NPM1 mutation (wild-type 

configuration) that was associated with a reduced chance of responding to 

induction therapy. Accordingly, the whole paragraph dealing with prognostic 

factors for CR achievement has been rephrased [pages 10 & 11: lines 236-

243]: 

“In addition, miR-644 was the only miRNA whose level measure was 
predictive of achievement of a complete remission, with patients with lower 
levels showing a higher response rate compared to patients with higher miR-
644 levels (87.4% vs. 76.3%, p=0.008). Analyzing variables associated to 
response by means of multivariate binary logistic regression, miR-644 
expression confirmed its independent prognostic value (OR=5.64, 95% CI: 
2.67-15.35, p=0.001) together with NPM1 wild-type configuration  (OR=0.30, 
95% CI: 0.10-0.86, p=0.031) and lower WBC (OR=0.991, 95% CI: 0.984-
0.99; p= 0.006).” 

 

3) To me it is not entirely clear what definition is used for the favorable vs 

unfavorable molecular subcategories. The European LeukemiaNet genetic 

classification is referenced, e.g on page 12, but it reads ambiguously (i.e. 

with regard to biallelic CEBPA mutations). I think it would help to clarify the 

definition. Using / Reporting the results with respect to the ELN classification 
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(in addition) of course helps to make the interesting results comparable to 

the present and future results of other groups.  

The two molecular categories defined in the paper, favorable and 

unfavorable molecular subcategories correspond to three of the genetic 

groups recognized in the ELN classification. Thus, our favorable molecular 

category, equivalent to ELN favorable genetic group, comprised both 

patients with biallelic CEBPA mutations and those harboring NPM1 

mutations without FLT3-ITD. On the hand, the unfavorable molecular 

subgroup of the manuscript contained all the remaining subsets of patients 

according to these molecular features, grouped in the Intermediate-I and 

Intermediate-II ELN groups. Thus, this category included all patients 

harboring FLT3-ITD regardless NPM1 status, as well as those patients with 

a wild-type configuration of NPM1 and CEBPA genes. Since our study was 

restricted to intermediate-risk cytogenetic aberrations as defined by the 

MRC group, we decided not to use the ELN genetic nomenclature, which 

includes other cytogenetic groups. Thus, the ELN favorable genetic group 

also comprises core-binding factor AML, not included in our study. 

Moreover, ELN recommendations on genetic groups distinguish patients 

Intermediate-I and Intermediate-II patients, with equivalent molecular 

features, on the basis of cytogenetics (normal karyotype patients in 

Intermediate-I group vs. other intermediate-risk cytogenetic aberrations in 

the Intermediate-II subset). In fact, the prognostic relevance of these two 

different intermediate categories is not observed in the analysis of many 

cooperative groups, reinforcing the prevalence of molecular features over 

cytogenetic abnormalities within the intermediate-risk cytogenetic category. 

Nonetheless, the equivalence between ELN genetic categories and the two 

molecular categories defined in the text has been now clarified in the text 

[page 12: lines 236-272]: 

“The presence or absence of FLT3-ITD, NPM1 and CEBPA mutations allow 
stratification of patients with IR-AML into distinct prognostic categories [319, 
320]. Thus, patients with NPM1 mutation without FLT3-ITD or biallelic 
CEBPA mutations, corresponding to the favorable genetic group of 
European LeukemiaNet (ELN), have a better outcome (favorable molecular 
subcategory), whereas those patients harboring FLT3-ITD and/or lacking 
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NPM1 and CEBPA mutations, grouped in the Intermediate-I and 
Intermediate-II genetic groups of ELN, have a worse prognosis (unfavorable 
molecular subcategory). In order to elucidate the contribution of miRNAs 
expression on prognosis of IR-AML, we analyzed the specific impact of more 
relevant miRNAs in these two molecular subcategories of IR-AML.” 

 

4) Some of the patients received an allogeneic transplant and as stated on 

pages 13 and 14 patients with an intermediate or high miR-risk score 

benefited from the allogeneic procedure. These findings are interesting since 

they may provide a therapeutic strategy of choice for intermediate or high 

miR-risk score patients. However, was the benefit from the allogeneic 

procedure mainly driven by one or a combination of the four miRs?  

We analyzed the effect of allogeneic hematopoietic stem-cell transplantation 

(HSCT) individually for all of miRNAs identified whose expression level 

showed prognostic effect. Outcome of patients receiving alloHSCT was 

compared with other post-remission options using the analyses described in 

the manuscript. AlloHSCT resulted in a significantly reduced relapse risk for 

patients with a high-risk expression of microRNAs miR-135a (p=0.021), and 

miR-196b (p=0.047), and among patients within unfavorable molecular 

genotype (FLT3-ITD and/or concomitant wild-type NPM1 and CEBPA) 

interestingly alloHSCT resulted in a significantly reduced relapse risk for 

patients with a high-risk expression of microRNAs miR-135a (p=0.004), and 

miR-196b (p=0.007) and miR-409-3p (p=0.06). Allotransplant conferred a 

survival advantage or showed a trend for patients with high-risk expression 

of microRNAs miR-135a (p=0.014) and miR-409-3p (p=0.16). Remarkably, 

this improved outcome following alloHSCT was more evident in patients 

harboring an unfavorable molecular genotype (FLT3-ITD and/or concomitant 

wild-type NPM1 and CEBPA), with a benefit in terms of OS for patient with 

high-risk expression level of miR-135a (0.007), and miR-409-3p (0.05). 

On the contrary, alloHSCT did not seem to provide a significant benefit for 

patients with overexpression of miR-644. This might be explained, in part, by 

the preferential effect of this miRNA in the chance to achieve complete 

response, and not on a higher relapse risk, the phase of the disease in 
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which the effect of allogeneic procedure is probably maximized. Despite this 

observation, we believe that including in the score the four miRNAs that 

showed significant influence regarding any of the endpoints analyzed (i.e., 

the probability to achieve CR, survival, relapse risk) is justified and can be 

an useful tool to capture high risk features beyond gene mutations.   

Nonetheless, the results of this analysis should be considered cautiously, 

since the number of patients per arm, especially concerning the alloHSCT 

arm, is too limited to extract firm conclusions.     

5) The discussion is well written and interesting to read. However, to help 

clinicians to appreciate the findings I think it would benefit from just a few 

more words regarding the potential applicability regarding the assessment of 

the individual miR expression status/ the proposed miR-risk score for risk 

stratification/ therapeutics / treatment choices in the clinic today and in the 

future.  

 

MicroRNA profiling might disclose more accurately some underlying 

mechanisms of response to therapy not captured by single gene mutations. 

Moreover, our current knowledge of gene mutation landscape of AML 

reveals a huge complexity with multiple interactions among genes with 

diverse prognostic impact, leading to a particular difficult prognostic 

assessment based on simplistic, limited panel of genes. Therefore, and 

following the reviewer’s recommendation, the potential role of miRNA 

evaluation for a better prognostic assignment in AML has been emphasized 

in the Discussion [page 19, first paragraph].  

“Given the independent prognostic value of miR-196b, miR-644, miR-135a, and 
miR-409-3p, we designed a miRNA risk score based on their expression levels and 
assessed its prognostic value in a cohort of patients ≤60 years. This four-miRNA 
risk score showed independent prognostic value after adjustment for other well-
recognized molecular and clinical prognostic markers and allowed the stratification 
of IR-AML patients into three different prognostic categories. Moreover, the 
prognostic impact of the risk score was even more marked within the unfavorable 
molecular subcategory, where it was able to identify a small group of patients with 
very favorable outcome and a second group with a RR of over 70% and a dismal 
prognosis. Moreover, when we evaluated the effect of post-remission therapy 
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according to this miRNA risk score, we found that alloHSCT in CR1 seemed 
beneficial for patients in the intermediate- or high-risk miRNA group, with a 
significantly reduced RR, especially among patients in the unfavorable molecular 
subcategory. Of course, these findings need further validation in a larger series to 
validate the clinical usefulness of this score. Nonetheless, the expression of these 
four miRNAs or other miRNAs with a strong prognostic value may well refine the 
current molecular risk stratification of IR-AML, which is based on the analysis of 
mutations of a limited number of genes, as attempted in several molecular 
stratification systems such as the European LeukemiaNet proposal. Abnormal 
expression of certain miRNAs may reflect specific dysfunction of determined cell 
pathways with a profound impact on chemosensitivity, not captured by the analysis 
of individual gene mutations. Therefore, the information resulting from miRNA 
expression analysis might provide an additional tool to predict the potential benefit 
of alloHSCT in the intermediate-risk cytogenetic category of AML, which still 
constitutes the group with a higher degree of uncertainty on the appropriateness of 
this procedure.”
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Reviewer no.2  

 

1. Reference 20 seems not relevant to the paper, please change or delete  

As suggested by this reviewer, we have removed reference 20 (Vasudevan S, 

Tong Y, Steitz JA. Cell-cycle control of microRNA-mediated translation regulation. 

Cell Cycle 2008 Jun 1; 7(11): 1545-1549) in the new version of the manuscript. 

2. Page 5, line 111, "CETLAM trials for younger patients" while the patients 

were treated with intensive regimens for "younger patients" the patient's age 

in the cohort range from 18-73, thus it is confusing using the term younger, it 

may give the impression that the cohort include only young AML patients 

(<60), please change to somewhat like aggressive induction regimens  

We agree with the reviewer that the term “younger”, with the inclusion of patients 

with an age up to 73 years, was inappropriately used in the previous text. 

Accordingly, we have modified the previous version, for the sake of clarity, with the 

following sentence, which better reflects the inclusion criteria for these trials:   

 

“All patients were treated in consecutive CETLAM trials from 1994 to 2009 based 
on intensive chemotherapy for fit patients”.  

3. Page 5, line 116. Spell ICE  

ICE is the acronym for the regimen idarubicin (12 mg/m2 x days 1-3-5), 

cytarabine (100 mg/m2 in continuous infusion x 7 days), and etoposide (100 

mg/m2 x days 1 to 5). This chemotherapy regimen has now been clarified in 

the manuscript. 

4. Page 9, Page 200. The patient's characteristics from this discovery cohort 

needs to be in the main manuscript and not in supplemental.  

Following the reviewer’s suggestion, we have included the patient 

characteristics from the discovery cohort in Table 1, which now displays the 

characteristics of both series of patients, as shown below.  
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Table 1.  Main clinical characteristics of patients from the discovery  cohort (n=85) and 
the overall series (n=238) included in the study. 

 Discovery cohort 

n=85 

Overall series 

n=238 

Year of diagnosis (range) 1994-2009 1994-2009 

Gender  n (%) 

  Male 

  Female 

 

44 (52%) 

41(48%) 

 

121 (51%) 

117 (49%) 

Median age, years (range) 52 (18-71) 52 (18-73) 

Leukocyte count at diagnosis, x109/L         

 median (range) 

 

47 (1-408) 

 

28 (0.7-408) 

FAB subtype (n) 

  M0 

  M1 

  M2 

  M4 

  M5 

  M6 

  M7 

 

2 

29 

10 

21 

23 

0 

0 

 

13 

57 

40 

59 

57 

10 

2 

Cytogenetics  n (%) 

  Normal karyotype 

  Other intermediate-risk 

 

61 (72%) 

24 (28%) 

 

173 (72%) 

65 (28%) 

Molecular  features  n (%) 

  NPM1 mutation 

  FLT3-ITD 

  CEBPA biallelic mutation 

 

43 (50%) 

37 (43%) 

7 (8%) 

 

102 (43%) 

82 (34%) 

17 (10%) 

Therapeutic protocol (CETLAM group) 

   AML-94 

   AML-99 

   AML-2003 

 

9 (10%) 

29 (34%) 

47(56%) 

 

9 (4%) 

29 (12%) 

202 (84%) 

Outcome 

   Complete response to induction regimen 

   Overall survival (5-yr) 

   Risk of relapse (5-yr) 

 

84% 

43±11% 

55±14% 

 

81% 

44±8% 

42±7% 
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5. Page 9, line 209. Supplementary Fig1 and 2 should be in the main 

manuscript.  

As suggested by the reviewer, we have now included Supplementary 

Figures 1 and 2, depicting survival and relapse risk according to significant 

miRNAs both in the whole discovery cohort as well as molecular 

subcategories, in the main manuscript as the new Figures 1 (AB, CD 

respectivelly). 

6.Page 9, line 213, The figure 1 should go with the supplemental data.  

Accordingly, we have moved the former Figure 1, describing the methodological 

process followed for identification of prognostic miRNAs, to the Supplemental Data, 

as the new Supplementary Figure 1. 

7. Follow up time for patient's cohorts are missing  

Median follow-up of overall series was 33 months (2-159) and 67 months (2-159) 

for the exploratory cohort. This information has been added in the current revised 

version of the manuscript as follows (Patients and Treatment section):  

(Material and Methods section, Patients and Treatment 

subheading, 1st paragraph):  
“The analysis included 238 patients from 16 centers of the CETLAM group   with a 
median follow-up of 33 months (range: 2-159 months)” 

 

(Material and Methods section, miRNA quantification 

subheading) 
“… in tumor samples from 85 IR-AML patients from HCB, median follow up 67 
months (range: 2-159 months)” 

 

8. Page 10. Line 228. It is not clear whether CEBPA status was included in 

the multivariate model as it should. It is not shown in table 2.  
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CEBPA mutational status was not originally included in the multivariate 

model, although we agree that it should be included in the Cox regression 

analysis performed in the entire cohort. Therefore, we have recalculated the 

multivariate analysis including CEBPA status in the multivariate analysis. 

Interestingly, CEBPA mutational status did not show independent prognostic 

value whereas the same variables observed in the previous analysis (age, 

WBC count at diagnosis, NPM1 mutation, FLT3-ITD, and expression level of 

miR196b and miR-644) maintained their prognostic impact in the 

multivariate model. This information has been included in the new version of 

the manuscript, in the Material and Methods section (Definitions of clinical 

end-points and statistical methods subheading, page 8), and revised Table 

2, shown below. 

Variables in the final model p  OR 95%CI 

Multivariate analysis for OS in the overall series 

Age  0.004 1.027 1.009-1.046 

WBC  <0.001 1.007 1.003-1.010 

CEBPA biallelic mutated 0.519 0.71 0.251—2.008 

FLT3-ITD  0.002 2.167 1.329-3.536 

NPM1  mutated  0.024 0.562 0.341-0.927 

miR-196b level (low vs. high) 0.036 0.424 0.190-0.947 

miR-644 level (low vs. high) 0.004 0.512 0.325-0.805 
 

 

9. Page 10 miR-196b and miR-644 prognostic value in overall survival: what 

is the frequency of allotransplant between the high and low miRNA levels 

groups? The data is needed and is important.  

The frequency of allotransplant in first complete remission was 25% (7/28) 

and 23% (52/222) in patients with low and high expression level of miR-

196b, respectively (p=0.8165). Moreover, this frequency was 21% (28/131) 

and 26% (31/118) in patients with low and high miR-644 levels (p=0.3749). 

Therefore, there was no significant difference in the proportion of allogeneic 
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HSCT performed in first CR according to levels of expression these two 

microRNAs. We have added this information to the text, as follows (Results 

section, miR-196b and miR-644 have prognostic value in overall survival 

subheading, first paragraph):  

“No significant differences in allotransplant frequency according to levels of miRNA-
644 and miR-196b expression were observed” 

10. Page 13. Outcome according the expression of four miRNA ...How good 

is the miRNA score with respect to known CG and molecular markers of 

AML? The authors need to perform multivariate analysis. More importantly 

and critical is the use of a third and large cohort of patients to validate these 

findings, otherwise it is too preliminary, weak and not convincing.  

First, we performed a new multivariate analysis with the inclusion of our 

proposed miRNA score, together with all other clinical and biological 

variables with a significant prognostic value in the univariate analysis 

(p≤0.1), i.e. age, leukocyte count at diagnosis, NPM1, FLT3-ITD and CEBPA 

mutational status. Regarding cytogenetics, and since this study was 

designed for patients with an intermediate-risk karyotype following MRD 

categorization, we compared the outcome between patients with a normal 

karyotype and other intermediate-risk cytogenetic abnormalities, without 

observing any relevant difference in any of the endpoints analyzed 

(achievement of complete response, OS, CIR) both in univariate and 

multivariate analysis. Interestingly, in the multivariate analysis including the 

mentioned variables, this 4-miRNA expression score emerged as a strong 

independent marker (OR: 2.1, 95% CI: 1.287-3.580; p=0.003). Moreover, 

this miR-score also retained its prognostic value within unfavorable 

molecular subgroup. We summarize the results of multivariate analysis in 

the following table, which is also provided in the Supplementary material 

(Table 1). In addition, we have included this information in the text as 

follows: 

Variables in the final model p  OR 95%CI 
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(Results section, Outcome according to the expression of four miRNA in 
combination and the effect of post-remission therapy subheading, first 
paragraph):  
 

 “The multivariate analysis for OS confirmed the miRNA risk score as an 
independent prognostic factor both within the overall series (OR: 2.147; 95%CI: 
1.287-3.580; p=0.003) and within the unfavorable molecular subcategory (OR: 
1.626; 95%CI: 1.086-2.435; p=0.018) after adjustment for other well-recognized 
molecular and clinical prognostic markers (Supplementary table 1)” 

Multivariate analysis for OS in the overall series 

Age  0.002 1.030 1.011-1.050 

WBC  0.002 1.005 1.002-1.009 

CEBPA biallelic mutated 0.887 0.933 0.359—2.424 

FLT3-ITD  0.001 2.345 1.432-3.839 

NPM1  mutated  0.041 0.601 0.369-0.980 

miRNA-risk score 0.002 2.107 1.317-3.372 

Multivariate analysis for OS in the unfavorable molecular subcategory 

Age  0.000 1.036 1.019-1.053 

WBC 0.086 1.002 1.000-1.005 

FLT3-ITD  0.007 2.038 1.211-3.429 

NPM1 mutated  0.060 0.598 0.350-1.021 

miRNA-risk score 0.018 1.626 1.086-2.435 
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Second, we addressed the issue of validation of this miR-Score in an additional 

cohort of AML patients. Unfortunately, we did not have access an additional 

large series of samples from patients with similar characteristics and follow-up 

to perform an experimental validation. Thus, in order to provide an initial 

assessment of accuracy for the proposed miR-Score model in the absence of 

an independent large dataset, we have performed a cross-validation/resampling 

strategy. In detail, we have randomly distributed all the patients in 5 

independent datasets and we have grouped the patients in each of the three 

risk groups according to the miR-score. The replicability of the results of survival 

curves among multiple samples is summarized in the figure below, with 

persistence of survival differences among the three prognostic groups defined 

by the miR-score without significant overlapping. 
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Moreover, we provide the predictive accuracy for the actual survival of the 

proposed miRNA-risk score in the following graph, in which the open bars 
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represent the percentage of survivors in each group (left Y-axis) whereas 

the filled bars represent the complementary percentage of mortality (right Y-

axis). As can be observed, in each time point, there is a constant increase in 

the mortality rate according the miR-score category. 
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In summary, considering the convergent results of the three new different 

methods performed to analyze the potential value of this proposed 4-miRNA 

score (multivariate analysis, reproducibility of resampling strategy, and 

predictive accuracy of survival), we believe that this score shows enough 

robustness to be included in the present manuscript as a potential 

interesting tool. Nonetheless, we completely agree with the reviewer that 

these results are still too preliminary too establish firm recommendations 

and require further validation in independent large datasets of patients. 

Accordingly, we have modified the text as follows to emphasize the 

preliminary nature of this combined microRNA expression level score: 

(Discussion section, page 20):  
 
“Of course, these findings need further validation in a larger series of patients to 
validate the clinical usefulness of this score. Nonetheless, the expression of these 
four miRNAs or other miRNAs with a strong prognostic value might contribute to 
refine the current molecular risk stratification of IR-AML, which is based on the 
analysis of mutations of a limited number of genes, as attempted in several 
molecular stratification systems such as the European LeukemiaNet proposal”. 
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11. Page 16, Line 368. The data needs to be shown.  

As suggested by the reviewer, this speculative comment on the potential 

value of miR-644 target genes to elucidate mechanisms of chemoresistance 

has been omitted from the new version of the manuscript.  

12. Page 16, line 362, Please also add reference 8 here since this group 

also showed miR-196 was downregulated in CEBPA mutant AML.  

As suggested, we have added this reference (Jongen-Lavrencic M, Sun SM, 

Dijkstra MK, Valk PJ, Lowenberg B. MicroRNA expression profiling in 

relation to the genetic heterogeneity of acute myeloid leukemia. Blood 2008 

May 15; 111(10): 5078-5085) to page 16 line 362. 

13. Page 17, Line 400-402. This statement is incorrect, Multivariate analysis 

are needed.  

According with the reviewer, as detailed in the previous answer to question 

no. 10, we are providng a new multivariate analysis with the inclusion of  the 

proposed miR-score together with  other relevant clinical and biological 

variables including more releant molecular features. This miR-score retained 

its independent prognostic significance. We have added this information to 

the text, in the Results sections, as follows:  

“The multivariate analysis for OS confirmed the miRNA risk score as an 
independent prognostic factor both within the overall series (OR: 2.147; 95%CI: 
1.287-3.580; p=0.003) and within the unfavorable molecular subcategory (OR: 
1.626; 95%CI: 1.086-2.435; p=0.018) after adjustment for other well-recognized 
molecular and clinical prognostic markers (Supplementary table 1)” 
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8. Otros trabajos relacionados con la tesis,  realizados durante este 
periodo sobre miRNAs y LMA 

8.1. Resumen del trabajo 3 
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8.2. Resumen del trabajo 4 
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8.3. Resumen del trabajo 5:  

A specific miRNA signature characterizes acute myeloid leukemia with traslocation t(6;9) 
(p23;q34)/ DEK-NIP214 
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