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RESUMEN

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el cancer pediatrico mas comun entre los 5y 14 afios
de edad. Alteraciones en la expresion de enzimas metabolizadoras de medicamentos y
xenobidticos, como NAT1 modifican la susceptibilidad o riesgo a cancer, incluido la LLA. Los
mecanismos de regulacion epigenética, como los miRNAs desempefian un rol importante en
el desarrollo y progresion de la LLA. La alteracién en la expresion de los miRNAs altera a su
vez la expresién de distintos genes, incluido NAT1. El objetivo de este estudio fue evaluar los
niveles de los miRNAs miR-1290 y miR-26b en plasma de pacientes pediatricos con LLA-B y
determinar si existe diferencia en su expresion comparados con sujetos control. La expresion
relativa de miR-1290 y miR-26b circulantes fue detectada por medio de RT-gPCR vy
determinada con el método 27T en plasma de pacientes con LLA-B (n=17) y un grupo control
(n=17), usando miR-16-5p como control enddgeno. Las variables antropométricas vy
demograéficas fueron similares en ambos grupos de estudio. Los niveles de glébulos blancos,
linfocitos, eritrocitos y hemoglobina estan disminuidos en pacientes con LLA en comparacion
al grupo control. Los niveles circulantes en plasma de miR-1290 muestran una diferencia
marginalmente significativa en su expresion en pacientes con LLA comparado con el grupo
control (p=0.06), mostrando una tendencia al incremento en el grupo de pacientes con LLA
con una razon de cambio de 3.5 veces, ademas, las mujeres con LLA muestran una mayor
expresion de miR-1290 comparado con el grupo control, y a su vez, los pacientes que
muestran mayor expresion de dicho miRNA, mostraron recaida, sin embargo no hay una
asociacion significativa entre dichas variables.En contraste, miR-26b no muestra diferencia
entre los grupos de estudio. Se analiz6 la correlacion lineal entre los niveles de expresion de
mMiR-1290 y el valor absoluto de NAT1 (r=-0.13 p=0.65) asi como entre la expresién relativa de
NAT1 vy linfocitos en el grupo control. (r=-0.59, p=0.02). miR-1290 circulante es un potencial
mecanismo de regulacion epigenética de la expresién de NAT1 en LLA. Estudios adicionales
permitiran proponer un rol para miR-1290 como biomarcador prondstico o posible blanco

terapéutico en LLA.

Palabras clave: Leucemia linfoblastica aguda, NATs, miRNAs
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ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is one of the most common malignancies in children
between ages 5 and 14 years. Modifications on the expression or activity of drug and xenaobiotic
metabolizing enzymes like NAT1, could be associated with the risk of cancer. Epigenetic
regulation plays an important role on the development and progression of this disease; one
important epigenetic mechanism are miRNAs, that serve as important regulators of gene
expression. Aberrant expression of miRNAs could affect the expression of their target genes,
like NAT1, contributing to ALL. We aim to evaluate the levels of circulating microRNAs miR-
1290 and miR-26b in plasma of pediatric patients with B-ALL and determine if there is a
difference in their expression compared to control subjects. The expression levels of miR-1290
and miR-26b in plasma were detected by RT-gPCR. In plasma of patients wit B-ALL (n=17)
and control subjects (h=17), miR 16-5p was used as engogenous control. Realtive expression
was determinated with the 2“method. Hematologic parameters were evaluated and
associated with the absolut value of NAT1 by Spearman correlation. Last, expression levels of
mMiR-1290 were associated with the absolut value and activity of NAT1. There was no difference
in demographic and anthropometric measures between study groups (p>0.05). Hematologics
measures that showed decrease in ALL patients were white blood cells, lymphocites,
erythrocytes and hemoglobin concentration. Only miR-1290 was found to show a trend to be
overexpressed in ALL patients compared to control subjects (p=0.06) with a fold-change of 3.5,
meanwhile miR-26b showed no difference in its expression between both groups of study
(p=0.43). Association between expression of miR-1290 and activity and absolut value of NAT1
(r=-0.13 p=0.65) Negative association was found between relative expresion of miR-1290 and
lymphocites in control group (r=-0.59, p=0.02). Our study showed that circulating miR-1290 in
plasma as a posible epigenetic mechanism of NAT1 regulation, differed in its expression in ALL
patients. However, more studies are required to propose a rol of miR-1290 as a biomarker of

prognosis and therapy in ALL.

Key words: Acute lymphoblastic leukemia, NATs, miRNAs
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1. INTRODUCCION

1.1 Leucemia linfoblastica aguda (LLA)

El cancer es un problema prioritario de salud publica, por su alta incidencia y tasa de
mortalidad. La Leucemia linfoblastica aguda (LLA) es la neoplasia mas comun
diagnosticada en pacientes menores de 15 afios, lo que representa aproximadamente
el 25% de las neoplasias en este grupo de edad y un 76% de todas las leucemias
(Rivera-Luna et al., 2013) (Pérez-Saldivar et al., 2011)

La LLA surge como consecuencia de la proliferacion neoplasica de la célula
progenitora linfoide de células B (80-85%) o células T (20-25%). Clasificada en el
CIE-10 como C91.0. Alteraciones geneéticas y epigenéticas, influyen en la
diferenciacion y maduracion de las células madre hematopoyéticas, con detencién o
alteracion en el proceso de diferenciacion, asi como una proliferacion anormal de los
linfoblastos -células de gran tamafio con escaso citoplasma- en la médula Gsea
(Instituto Nacional de Cancer) (Chow et al., 2017)

Dentro de los factores de riesgo de LLA se encuentra el sindrome de Down, el
sindrome de Bloom y la anemia de Fanconi, sin embargo, esta predisposicion genética
representa solo aproximadamente el 10% de los casos. (J. Zhang et al., 2015)
(Chessells et al., 2001). Otros factores de riesgo son la exposicion a radiaciones
ionizantes, medicamentos quimioterapéuticos especificos, pesticidas, asi como
translocaciones cromosOmicas. Cambios en los mecanismos de regulacion
epigenética, juegan un papel importante en el proceso de generacién de LLA (San
Jose-Eneriz et al., 2013). Es fundamental el estudio de las modificaciones genéticas y
epigenéticas de la LLA a fin de incrementar el conocimiento sobre la etiologia de la
enfermedad, asi como para la blusqueda de nuevos marcadores para el diagndstico,

prondstico y blancos terapéuticos. (Burke et al., 2014)



1.2 NAT1

La acetilacion es una reaccién de fase Il importante en el proceso de metabolismo de
medicamentos y xenobioticos ambientales. Esta se lleva a cabo por las enzimas
arilamina N-acetiltransferasas (NATSs), una familia de enzimas altamente conservadas
gue estan presentes en ceélulas procariotas y en eucariotas. (Butcher et al., 2005) En
los humanos, hay dos genes que expresan diferentes isoenzimas: NAT1y NAT2. (Hein
et al., 1993)

La acetilacién es la mejor ruta de biotransformacion para muchos farmacos de
arilaminas, aminas heterociclicas y sustratos de hidracina, asi como para un gran
ndamero de carcinégenos conocidos presentes en la dieta, el humo del cigarro y el
ambiente. Estas enzimas pueden activar o inactivar las aminas carcindgenas
aromaticas o heterociclicas, dependiendo del tipo especifico de acetilacién presente.
(Zenser et al., n.d.)(Kato, 1986)

NAT1 se encuentra ampliamente expresado en tejido embrionario y tejido adulto; su
actividad o expresion modificada ha sido relacionada con el desarrollo de varios tipos
de cancer debido a su rol en la activacion metabdlica y detoxificacion de carcindégenos.
Algunos autores han sugerido que NAT1 puede actuar como regulador del crecimiento
celular y supervivencia en cancer, y ha sido mejor caracterizado en cancer de mama
y colon, sin embargo, los mecanismos moleculares que conducen a estos efectos aldn
no han sido bien entendidos. El crecimiento tumoral in vivo al bloquear la expresion de
NAT1 de células HT-29, disminuyd significativamente su desarrollo en comparacion
con la linea celular parental (Tiang et al., 2011), mientras que la inhibicion de NAT1 en
células MDA-MB-231 disminuye el crecimiento in vitro e inhibe in vivo la metastasis a
los pulmones. (Tiang et al., 2015) Sin embargo, su papel en el desarrollo o progresion

de LLA no ha sido descrito.



1.3 Alteraciones genéticas en LLA

La LLA se clasifica en subgrupos de acuerdo con la presencia de alteraciones
genéticas, las cuales tienen una fuerte influencia en el pronostico de los pacientes.
Aproximadamente el 75% de los casos de LLA pediatrica presentan alguna alteracion
cromosomica numérica o estructural, convirtiendola en una entidad compleja y
heterogénea. Las aneuploidias y las translocaciones cromosémicas son las
alteraciones genéticas mas comunmente encontradas en este padecimiento. En
leucemias pediétricas de linaje de células B, las translocaciones t (12;21) (TEL-AML/
ETV6-RUNX1), t (1;19) (E2A-PBX1/ TCF3-PBX1) y t (9;22) (BCR-ABL) y las fusiones
qgue involucran al gen MLL (principalmente MLL-AF4) son las anomalias genéticas

mejor caracterizadas y de mayor frecuencia. (Mullighan, 2012)

Por otra parte, polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) en las enzimas
involucradas en el metabolismo de medicamentos y xenobioticos ambientales, tales
como las arilamina N-acetiltransferasas 1 (NAT1) y 2 (NAT2). Los SNPs de dichas
enzimas, llevan a la generacién de acetiladores rapidos o lentos, a su vez puede
conducir a una pérdida o modificacién en la actividad de dichas enzimas, siendo
posibles factores en el desarrollo de una variedad de tumores. Una mayor frecuencia
del alelo NAT1*4 ha sido encontrada en pacientes con LLA (Krajinovic et al., 2000)
Hernandéz-Gonzalez en 2018, encontré una asociacion significativa entre el desarrollo
de LLA y la presencia de los haplotipos NAT1*3 y NAT1*4 asi como el fenotipo de
NAT1 rapido. La presencia de SNPs en NAT1, pueden modificar su actividad
enzimatica. Sin embargo, NAT1 también esta regulada a nivel post-transcripcional y
por factores ambientales.

1.4 Alteraciones epigenéticas en LLA

La epigenética estudia los cambios heredables que llevan a modificaciones en la
expresion génica y que no implican alteraciones en la secuencia del DNA. Entre los

mecanismos epigenéticos mas estudiados se encuentran la metilacion del DNA, la



modificacion de histonas, la remodelacion de nucleosomas y la regulacion de RNAs
no codificantes. Si estas modificaciones epigenéticas conducen a un silenciamiento de
genes supresores tumorales, o bien, a la activacion de oncogenes, resulta facil
conceptualizar como estas modificaciones epigenéticas son fundamentales en el
desarrollo y progresion de la LLA. (Burke et al., 2014) (Dawson & Kouzarides, 2012)
La alteracion en dichos mecanismos epigenéticos, suelen conducir a la interrupcion de
procesos carcinogénicos importantes como apoptosis, reparacion del ADN, puntos de
control del ciclo celular y diferenciacion celular, asi como la activacion de vias de
metastasis/invasion, resistencia a farmacos y transduccion de sefales de proliferacion.
(Burke et al., 2014) Diversos estudios sobre la modificacion epigenética han sido

realizados en pacientes con LLA.

En un estudio de cohorte que incluia pacientes con LLA-B y LLA-T, Figueroa et al. En
2013, encontraron distintas marcas de metilacion de ADN correlacionadas en forma
significativa con la expresion génica caracteristica de varios subtipos citogenéticos. Un
conjunto de genes comunmente desregulados epigenéticamente fue identificado,

sugiriendo su rol central en la iniciacidon y progresion de LLA

Por otra parte, cambios en la acetilacion de histonas puede contribuir a la
carcinogénesis a través de la regulacion transcripcional alterada de genes
involucrados en diversos procesos celulares. El incremento en la expresion de
desacetilasas de histonas, puede conducir a una disminucion de la acetilacion de
histonas. Moreno et al.en 2010, identificaron una alta expresion de genes de
desacetilasas de histonas (HDAC2, HDAC3, HDACS8, HDACG6 y HDACY7) en pacientes
con LLA. Ademéas, HDAC6 y HDAC9 se encontraban sobreexpresadas en LLA-B,
mientras que HDAC1 and HDAC4 mostraban sobreexpresion en LLA-T pudiendo

conducir a un silenciamiento de genes.



1.5 microRNAs

Los microRNAs (miRNAs) son pequefios fragmentos de RNA no codificante, altamente
conservados de 18-25 nucleétidos de longitud que se encargan de regular la expresion
de mas del 60% de los genes humanos. Esta regulacion la ejercen por medio de la
unién perfecta o imperfecta a la region 3'UTR del RNAm blanco, resultando en la
degradacion o represién de la traduccion ya sea por medio de la desadenilacion o por
la remocion del CAP del RNAm.(Bartel, 2009)

Los miRNAs tienen diferentes funciones regulatorias a nivel del desarrollo y
proliferacion celular, asi como en diferentes procesos de desarrollo tumoral, participan
en la regulacion del ciclo celular, diferenciacion, apoptosis e invasion (Gangaraju & Lin,
2009). La participacion de diversos miRNAs en cancer es como oncogenes 0O
supresores tumorales. Dada la importancia de los miRNAs en los procesos de
generacion tumoral, su expresion en enfermedades y tejidos especificos, su
estabilidad metabdlica en tejidos y liquidos bioldgicos, incluyendo suero, plasma y
orina, resultan tener un gran potencial como blancos terapéuticos, asi como
potenciales biomarcadores para el diagnéstico y pronostico de cancer, incluido LLA.
(Shah et al., 2010) (C. Li et al., 2009) NAT1 es blanco de regulacién de distintos
miRNAs, por lo que, perfiles de expresion alterados pueden conducir a una

modificacion en su expresion.

1.6 microRNAs en LLA

La expresion aberrante de miRNAs es una caracteristica comun de malignidad tanto
en tumores sélidos como en desordenes hematolégicos (Calin & Croce, 2006). Las
células cancerosas de los pacientes tienen diferentes patrones de expresion de
MiRNAs en comparacion con células hematopoyéticas normales de sujetos sanos.
(Dixon-Mclver et al., 2008) (Garzon et al., 2008)



Se ha propuesto que el perfil de expresion de miRNAs puede diferenciar los diferentes
tipos de céncer y estadio del tumor de una manera mas exacta que el analisis
tradicional de expresion de genes (Lu et al., 2005) En LLA-B y LLA-T de nifios y
adultos, se han identificado alteraciones en la expresion de distintos miRNAs

implicados en diversas vias de regulacion celular. (Chatterton et al., 2010)

Por otra parte, distintos perfiles de expresion de miRNAs han sido relacionados con
resistencia a quimioterapia en pacientes con LLA y a una menor sobrevivencia libre de
eventos. Schotte et. al., identificaron una menor expresion de miR-454 (razén de
cambio de 1.9 veces) en blastos de pacientes con LLA mostrando resistencia a
L-asparaginasa, mientras que los pacientes que mostraron resistencia a vincristina y
daunorrubicina sobreexpresaban miR-99a, miR-100 y miR-125b (razén de cambio 14-
25 veces) por lo que dichos miRNAs pueden ser biomarcadores de resistencia a
medicamentos en LLA o posibles blancos terapéuticos con el fin de lograr una mejor

respuesta al tratamiento y mayores tasas de remision.

En la tabla 1 se incluyen algunos estudios que se han enfocado en el perfil de
expresion de miRNAs en pacientes con LLA y la relacién de estos con la patologia.
Los perfiles de expresion de miRNAs, en combinacién con analisis citogenéticos y
moleculares resultan de utilidad para clasificar a los pacientes en subgrupos y se
puede definir resultados clinicos para dicha enfermedad. Conocer estos perfiles de
expresion de miRNAs pueden ser de utilidad en el diagnéstico, clasificacion y
pronéstico de LLA. (Schotte et al., 2011)(Juliusson et al., 1990).



Tabla 1.- miRNAs alterados en LLA

Tipo de Observaciones Referencia
Leucemia
LLA-B MPmiR-222, miR-339, miR-142-3p (Ju X. et al. 2009)
4 miR-451, miR-373
LLA MmiR-31a, miR-126, miR-18b, miR-363,miR-374a, miR-128a | (J. Zhang et al., 2015)
J' miR-27a, miR-30b
LLA MPmiR-128a, miR-708, miR-222, miR-125b (Luan et al., 2015)
LLA-T MmiR-25 proliferacidn, migracion e invasion (Xu et al. 2016)
LLA AmiR-1290 |, miR-151-5p, miR-451 (Avugad et al. 2016)
LLA-By LLA-T MmiR-125-1, miR-203 subtipos de LLA (Swellam et al., 2018)
LLA 4 miR-326, miR-200c biomarcadores de quimiorresistencia (Ghodousi & Rahgozar,

2018)

2. ANTECEDENTES

El proceso de generacion de LLA involucra, ademas de alteraciones a nivel genético,

un proceso de desregulacion epigenética, que conduce al desarrollo de la enfermedad,

siendo uno de ellos, la regulacién en la expresion genética por miRNAS.

Uno de los principales antecedentes que conduce a la busqueda de mecanismos que

pudieran influir en el desarrollo de LLA, es el trabajo realizado por Hernandez, O. et al.

(2017), donde se evaluaron los SNPs de las enzimas arilaminas N-acetiltransferasas

1y 2 (NAT1y NAT2), encontrando una asociacion significativa entre el desarrollo de
LLA y la presencia de haplotipos NAT1*3, NAT1*4, NAT2*6B, NAT2*6J y los fenotipos
de acetiladores NAT1 rapidos y NAT2 lentos. Los fenotipos de acetiladores NAT1

rapidos y NAT2 lentos pueden influir en el desarrollo de LLA. Aunque, la asociacion

entre algunos de los SNPs con la actividad y expresion de NAT1, no fue significativa,




sugiere, que existen otros mecanismos involucrados en la regulacion de estos genes,

uno de ellos, los miRNAs. (Hernandez-Gonzalez, O. datos en proceso de publicacion)

Por otra parte, los miRNAs pueden estar involucrados en la linfopoyesis maligna, por
lo que pueden ser biomarcadores para el diagnostico, prondstico y como potenciales
blancos terapéuticos. Alrededor del 75% de los casos de LLA infantil contienen una o
mas anomalias cromosdémicas y puede involucrar linajes B o T y conllevar a un paro
de maduracion linfoide en etapas distintas, dando lugar a inmunofenotipos con
diferentes firmas de miRNA. Hernandez, Y et. al (2016) evaluaron la expresion de
miR-26b en pacientes con LLA, encontrando que la expresion de este miRNA tiende a
disminuir en pacientes con LLA en comparacion con el grupo sin LLA, el cual puede
tener funciones supresoras de tumor al ser sobreexpresado. NAT1 es un posible

blanco de regulacion de miR-26b (Hernandez & Pantiga, 2016)

Resulta importante la busqueda de posibles genes blanco regulados por miRNAs y
gue, a su vez, su expresion y actividad aberrante puedan estar involucrados en el
proceso de cancer. NAT1 y NAT2 al participar en la biotransformacion de aminas
aromaticas presentes en el humo del tabaco, el medio ambiente, y dieta resultan ser
blancos de regulacién epigenética en la generacion de cancer. Esto condujo a nuestro
grupo de trabajo a la busqueda y evaluacion mediante herramientas bioinformaticas
como miRanda, DIANA tools, miRTarBase y TargetScan de miRNAs como posibles

reguladores de NAT1, como un mecanismo de regulacion en su expresion.

Endo et al., (2014) predijeron dos posibles sitios de unién de miR-1290 a la region
3’'UTR de NAT1. Por inmunohistoquimica determinaron que miR-1290 se dirige en
forma selectiva o regula la actividad de arilamina NAT1, uniéndose a uno de los sitios
gue habian sido propuestos por medio de bioinformatica, disminuyen su expresion,
resultando estar implicado en vias de generacion de cancer, ademas de ser utilizado

como marcador de prondstico en cancer de mama.



Las alteraciones genéticas y epigenéticas pueden llevar a modificaciones en el
metabolismo y funcion celular, alterando diversos parametros hematoldgicos,
bioquimicos y enzimaticos de los pacientes con LLA. La Biometria hemética es el
primer examen que ofrece un diagndstico presuntivo de LLA al existir variaciones en
sus pardmetros y es apoyo para el médico al permitir conocer el progreso en
tratamiento. Salguero-Barriga, (2016) comparé los parametros de la biometria
hematica antes y después del tratamiento de quimioterapia en pacientes con LLA. Los
parametros alterados en la biometria hematica observados fueron: disminucion de los
valores del hematocrito, hemoglobina, leucocitos y plaquetas. EI 80% de los pacientes
incremento sus valores de la biometria hematica a rangos normales, sugiriendo dichos

pardmetros pueden ser utilizados para conocer la eficacia del tratamiento.

Para evaluar los perfiles de distintos miRNAs se utiliza RT-gPCR. Sin embargo, la
bdsqueda de controles enddgenos apropiados para la normalizacién del proceso,
resulta ser importante para controlar las variaciones entre una muestra y otra
(Vandesompele et al., 2002) Aunque no existe un consenso acerca de los genes de
referencia para la normalizacion de miRNAs en circulacion, diversos estudios han
reportado que la expresion de miR-16-5p parece ser invariable a lo largo de un gran
ndamero de muestras, siendo el control endégeno mas utilizado para miRNAs en
circulacioén, con aplicacion en cancer de pancreas, gastrico, préstata, células renales,
melanoma y neoplasias hematolégicas como LLA-T.(Drobna et al., 2018). Por otro
lado, Shahid et al. (2019) demostraron que miR-16-5p puede ser utilizado como gen
de referencia confiable para la normalizacion de RT-gPCR en pacientes con LLA-B,
debido a que su expresion no muestra diferencia significativa entre sujetos sanos y
pacientes con LLA. (Shahid et al., 2019)



3. JUSTIFICACION

En México, el cancer es un problema prioritario de salud publica por su alta incidencia
y tasa de mortalidad. Las estimaciones recientes sefalan que anualmente se
diagnostican entre 2,600 a 3,120 casos de cancer en menores de 18 afios, siendo la
primera causa de mortalidad entre 5 a 14 afios de edad. Se ha reportado que
aproximadamente el 25% de estos casos se deben a LLA, siendo este el tipo de cancer

mas frecuente en la poblacion pediatrica. (Pérez-Saldivar, 2011)

Las alteraciones genéticas constituyen la base de la etiologia de la LLA, sin embargo,
se ha demostrado que no son las Unicas que participan en el desarrollo de dicha
enfermedad, sino que son necesarias alteraciones adicionales dentro de las que se

encuentran las modificaciones epigenéticas. (Navarrete-Meneses & Pérez-Vera, 2017)

La actividad modificada de enzimas metabolizadoras de medicamentos y xenobioticos
ambientales, como son la N-acetiltransferasas NAT1 y NAT2, modifican la
susceptibilidad o riesgo de cancer, ademas, la poblacién pediatrica puede presentar
un mayor riesgo que los adultos a una gran cantidad de toxicos ambientales debido a
una exposicion diferencial, asi como a una inmadurez fisiolégica. La mayoria de los
estudios realizados sobre NATs se han enfocado en las alteraciones genéticas que se
presentan en dichas enzimas. Ademas de conocer la regulacién genética de estas
enzimas, resulta importante la caracterizacion de una nueva via de regulacion de

NAT1: la regulacion epigenética por miRNAs.

Aunque existen diversos trabajos donde se ha asociado la alteracion en la expresion
de miRNAs en LLA, los evaluados del presente estudio fueron seleccionados por
medio de un analisis bioinformatico, que ademas de poder estar aberrantemente
expresados en LLA, son posibles reguladores del gen NAT1, cuya expresion puede
estar afectada por la desregulaciéon de dichos miRNAs. Por otro lado, la mayoria de
los trabajos realizados de perfiles de expresién de miRNAs han sido realizados a partir

de células mononucleares de sangre periférica, nuestro trabajo se enfoca en obtener
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el perfil de expresion de miR-1290 y miR-26b a partir del plasma de los pacientes con
LLA. Este andlisis es muy importante debido a que los miRNAs circulantes tienen un
gran potencial como biomarcadores no invasivos de diagndstico y prondstico, asi como
nuevos blancos terapéuticos que pueden beneficiar a la poblacion pediatrica con LLA,
lo que constituye una base fundamental para que en la actualidad se puedan alcanzar
altas tasas de remision de los pacientes. Finalmente, el estudio de la asociacion que
existe entre las variables hematoldgicas con los niveles de expresion relativa de los
MiRNAs en estudio en pacientes con LLA brinda nuevo conocimiento de la regulacion

epigenética en la hematopoyesis.

4. HIPOTESIS

Los miRNAs miR-1290 y miR-26b, posibles reguladores de la expresion de NATL,
estan presentes en plasma de pacientes pediatricos con LLA-B y difieren en su

expresion comparandose con un grupo de sujetos control

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar los niveles de los miRNAs miR-1290 y miR-26b en plasma de pacientes
pediatricos con LLA-B y determinar si existe diferencia en su expresion comparados

con sujetos control.

5.2 Objetivos especificos

e Analizar las variables hematologicas, antropométricas, demograficas y clinicas
en pacientes con LLA-B y sujetos control.
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e Evaluar los niveles de expresion de miR-1290 y miR-26b en plasma de
pacientes pediatricos con LLA-B y en sujetos control por medio de gPCR.

e Analizar la asociacion que existe entre las variables hematologicas,
antropomeétricas, demograficas y clinicas con la expresion de miR-1290 y
miR-26b en pacientes pediatricos con LLA-B y sujetos control.

e Analizar la asociacion que existe entre los niveles de expresién de miR-1290 y
miR-26b con los niveles de expresion de NAT1 en pacientes pediatricos con
LLA-B y sujetos control.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Disefio metodologico

El presente trabajo es un estudio transversal.

6.2 Definicién de la poblacion

Nifios menores de 18 afios con diagndstico confirmado de LLA-B provenientes del area
de hemato-oncologia pediatrica para el grupo de LLA y nifios menores de 18 afios que
no presentaran ningun tipo de neoplasia para el grupo control del &rea de Pediatria del

Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”.

6.2.1 Tipo de muestreo

Se llevd a cabo un muestreo probabilistico consecutivo. Las muestras de plasma
fueron obtenidas a partir del trabajo previo realizado por nuestro equipo de
investigacion, titulado “Evaluacién del estado epigenético de las N-acetiltransferasas
NAT1 y NAT2 en pacientes pediatricos con leucemia linfoblastica aguda”, en un

periodo comprendido entre el 2018-2019.
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6.2.2 Tamaino de la muestra

No se calcul6 el tamafio de la muestra, el nUmero de participantes fue determinado en
base a las muestras congeladas disponibles, obteniendo:

un grupo de pacientes con LLA-B con una n=17y

un grupo de sujetos control con una n=17.

6.2.3 Lugar de realizacion

Departamento de Pediatria y Hemato-oncologia pediatrica del Hospital Central “Dr.

Ignacio Morones Prieto”, San Luis Potosi, S.L.P. que acudieron a consulta en un

periodo comprendido entre el 2018-2019.

6.3 Variables de estudio:

Expresion relativa de miR-1290 y miR-26b
Variables hematolégicas
Variables antropométricas

Variables demograficas

En el anexo 1 se muestra la tabla de categorizacion de variables.

6.4 Criterios de seleccion

6.4.1 Criterios de inclusiéon grupo control

Nifios o nifias de 0 a 17 afios de edad del Departamento de Pediatria del
Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”

Nifios o nifias de 0 a 17 afios de edad que no presenten ningun tipo de neoplasia
Contar con la carta de consentimiento informado firmado por el padre o tutor
legal, asi como la carta de asentimiento informado firmada por nifios de 12 a 17

anos.
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6.4.2 Criterios de no inclusiéon grupo control
e Pacientes que, por su estado de gravedad, no puedan ser sometidos a la toma

de muestra

e Pacientes que presenten cancer.

6.4.3 Criterios de inclusiéon grupo de pacientes con LLA
¢ Nifios o nifias de menores de 18 afios de edad con diagnostico confirmado de

Leucemia Linfoblastica Aguda

e Pacientes del departamento de Hemato-oncologia Pediatrica del Hospital
Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”

e Carta de consentimiento informado firmada por el padre o tutor legal, asi como
la carta de asentimiento informado firmada por el menor de 12 a 17 afios de
edad.

6.4.4 Criterios de no inclusiéon grupo de pacientes con LLA
e Pacientes que, por su gravedad, no puedan ser sometidos a la toma de muestra

e Pacientes que presenten leucemia bifenotipica.

6.4.5 Criterios de eliminacién grupo control y grupo de pacientes con LLA
e Retiro voluntario del estudio.

6.5 Seleccién de miRNAs en estudio

Como parte del trabajo de tesis de Zavala-Reyes, D. se realiz6 un analisis
bioinformético para la busqueda y seleccion de miRNAs que reportaran como blanco
de regulacibn a NAT1 por medio de herramientas como miRanda, TargetScan,
miRTarBase, Argonauta y DianaTools. En base a miRTarBase, se seleccion6 a
miR-26b como potencial regulador de NAT1, dicha herramienta tiene la caracteristica
gue los genes blanco son soportados experimentalmente por medio de microarreglos.
Por otra parte, el control endégeno, asi como de miR-1290 fueron seleccionados en

base a estudios realizados previamente encontrados en la bibliografia.
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6.6 Analisis descriptivo de los grupos de estudio

A partir de la informacion obtenida de la base de datos “Evaluacién del estado
epigenético de las N-acetiltransferasas NAT1 y NAT2 en pacientes pediatricos con
leucemia linfoblastica aguda” y en base a las muestras seleccionadas para ser
analizadas, se llevo a cabo un analisis descriptivo de las caracteristicas demograficas
y antropomeétricas en pacientes con LLA y grupo control. De igual manera, se

compararon las variables hematologicas entre ambos grupos.

6.7 Obtencion de muestras sanguineas

Las muestras se obtuvieron de pacientes con diagnostico confirmado de Leucemia
linfoblastica aguda subtipo B (LLA-B), que acudieron al area de hemato-oncologia
pediatricay de sujetos control provenientes del area de pediatria del Hospital Central
“Dr. Ignacio Morones Prieto” en un periodo comprendido entre 2018-2019 y que
contaran con la carta de consentimiento informado, como parte del proyecto de nuestro
equipo de investigacion, titulado “Evaluacion del estado epigenético de las N-
acetiltransferasas NAT1 y NAT2 en pacientes pediatricos con leucemia linfoblastica
aguda”. Se les extrajo a los participantes sangre venosa periférica al momento de la
canalizacion realizada por el médico en tubos Vacutainer de 6 mL con EDTA para el
analisis hematolégico y para la evaluacion de miRNAs circulantes. El plasma fue
separado por medio de centrifugacién, se hicieron alicuotas en tubos eppendorf de 1.5
mL. Las muestras de plasma se almacenaron a -80°C en un Ultracongelador Ultra-Low
freezer (So-Low) hasta su uso. Las muestras de los pacientes y los controles
analizadas en este estudio, fueron seleccionadas en base al nimero de alicuotas de

plasma congelado disponibles y a la informacion disponible en la base de datos.

15



6.8 Extraccion de ARN

Para evaluar la expresion relativa de miR-1290 y miR-26b, el RNA total se extrajo
utilizando el método de TRIzol (Introvigen), a partir de 17 muestras de plasma de
pacientes con LLA-B y de 17 sujetos sanos, las cuales se encontraban congeladas a
-80°C. La concentracion del ARN se determiné mediante medicidn espectrofotométrica
empleando el equipo Epoch (BioTek) calculada a través de la absorbancia a 260 nm;
la pureza del ARN se obtuvo mediante la relacion A260/280.

6.9 Optimizacién de RT-qPCR

Los oligonucleétidos fueron disefiados por parte de la empresa T4 Oligo para evaluar
la expresion relativa de los miRNAs en estudio miR-1290, miR-26b y miR-16-5p por
medio de RT-gPCR. La secuencia de los genes candidato fueron obtenidos de la base
de datos de miRNAs (www.mirbase.orq). Los detalles de las secuencias de los oligos

y sondas, tipo y numero de acceso se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2.- Primers de los miRNAs evaluados con su tipo, secuencia y nimero de acceso

MiRNA Tipo Oligo Secuencia Numero de
acceso
miR-16-5p | hsa-miRNA Primer Fw 5-CGTTGTATAGCAGCACGTA-3’ MIMATO0000069
Sonda 5-GTGCTAGACGACACCGCCAATATT-
3

Sonda 5-CTGTGCTAGACGACACTCCCTGA-3

miR-1290 hsa-miRNA Primer Fw 5-CATGCAGTATGGATTTTTGGA-3’ MIMATO0005880

Sonda 5-TGTGCTAGACGACACACCTATCCT-
3

miR-26b hsa-miRNA Primer Fw 5'- CGAGCAGTATTCAAGTAATTC-3' MIMATO000083

Para establecer las condiciones 6ptimas de la RT-gPCR, se probaron distintas
concentraciones de primers y sondas para cada miRNA. A partir de muestras de

plasma fresco de sujetos sanos se llevo a cabo la extraccion de RNA utilizando el
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método de TRIzol (Introvigen), a partir de este se realizdé una RT para la obtencion de
DNAc utilizando el Kit “TagMan MicroRNA Reverse Transcription” (Applied
Biosystems, Foster City, CA), preparando el mix que se muestra en la Tabla 3,

siguiendo el protocolo de amplificacién mostrado en la Tabla 4.

Tabla 3.- Reactivos de RT para la obtencion de DNAc.

Reactivo [Stock] Volumen/ Rxn (uL)
dNTP mix 100 mM 0.15
MultiScribeRT 50 U/uL 1.0
RT Buffer 10X 1.50
Inhibidor de RNasas 20 U/uL 0.20
Agua libre de nucleasas - 4.15
RNA (300ng) - 5

Tabla 4.- Programa de RT para la obtencion de DNAc

Temperatura Tiempo
16°C 30 min
42°C 30 min
80°C 5 min
4°C o0

Con el DNAc obtenido, se probaron distintas concentraciones del mismo (300ng,
400ng, 500ng) asi como diferentes concentraciones del Primer forward, primer reverse
y sonda de miR-1290, miR-26b y miR-16-5p (Tabla 5). La expresion de los miRNAs se
determiné empleando el sistema de deteccion BIO-RAD CFX96 (BioRad Laboratories,
Hercules, EUA), con el uso de gPCR ProbesMaster (Jena Bioscience). Las
condiciones de amplificacibn se muestran en la Tabla 6. Finalmente, se evalud la
expresion de los miRNAs de forma individual, de forma duplex (miR-1290/miR-26b;
MiR-1290/miR-16-5p; miR-26b/miR-16-5p) y de forma triplex (miR-1290/miR-26b/miR-
16-5p) de tal manera que no existiera la formacion de dimeros o interacciones entre

los primers o las sondas, que afectaran los niveles de expresion de los miRNAs.
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Tabla 5.- Concentraciones utilizadas de primers y sonda de miR-16-5p, miR-1290 y

miR-26b para optimizacion de RT-gPCR

miR-16-5p miR-1290 miR-26b

(uL) (uL) (uL)
Primer Fw (10nM) 05 | 05| 06 | 02 ] 03] 05| 02] 03] 05
Primer Rv (10nM) 05 | 05 | 06 | 02 | 03] 05| 02| 03] 05
Sonda (10nM) 04 | 06 | 04 | 03 ]| 02 ] 04 | 03] 02 ] 04

Tabla 6.- Condiciones de amplificacién de la qPCR

Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial y 95°C 3:00 1X
activacion de Pol
Desnaturalizacion 95°C 0:15 50X
Alineacion y elongacién 60°C 0:40 50X

6.10 Sintesis del DNA complementario (DNAc)

Para la sintesis de DNAc, 300 ng de RNA total se transcribieron de manera inversa
empleando primers de RT especificos para miR-1290, miR-26b y miR-16-5p (stem
loops T4 Oligo, Irapuato, Gto) utilizando el Kit “TagMan MicroRNA Reverse
Transcription” (Applied Biosystems, Foster City, CA) siguiendo las instrucciones de
manufactura. Se realiz6 una RT duplex de miR-1290/miR-26b para realizar la sintesis
simultdnea del DNAc de dichos miRNAs, y una RT individual de miR-16-5p. Se preparé
un mix con los reactivos y las cantidades descritas en la Tabla 3, al cual se le agregaron
5 pL de ARN (300 ng) y 0.75 pL de los primers especificos para cada miRNA. El
termociclador C100 Touch Thermal Cycler fue utilizado para llevar a cabo la reaccion.
El DNAc fue almacenado a -20°C hasta ser utilizado. El programa de RT utilizado se

muestra en la Tabla 4.
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6.11 PCR tiempo real (QPCR)

Las reacciones de gPCR se realizaron por duplicado incluyendo un control negativo
sin templado (NTC) en el sistema de deteccién BIO-RAD CFX96 (BioRad Laboratories,
Hercules, EUA), con el uso de qPCR ProbesMaster (Jena Bioscience) y con primers
especificos para cada miRNA que se describen en la tabla 2. Se establecieron las
condiones optimas de amplificacion y de concentraciones de primers especificos para
cada reaccion. Se realizé una gPCR duplex para la cuantificaciébn simultanea de
miR-1290 y miR-26b y una qPCR individual para la cuantificacion de miR-16-5p,
llevando a cabo la preparacién de 1 mix para cada reaccién, las condiciones 6ptimas
seleccionadas previamente se muestran en la Tabla 7. La condicion de la amplificacion
se realizé acorde al perfil de rampa que se encuentra en la Tabla 6. La expresion
relativa de los miRNAs miR-1290 y miR-26b se normaliz6 a la expresion del control

enddgeno miR-16-5p. La expresion relativa de los miRNAs se determind con el método
2—ACT.

Tabla 7.- Concentraciones Optimas de reactivos para la evaluaciéon de miRNAs por

medio de gPCR individual y daplex

Duplex Individual
Componente mMiR-1290/miR-26b miR-16-5p
1X (uL) 1X (uL)
Master mix 7.5 5
miR-1290 miR-26b miR-16-5p
Primer Fw (10nM) 0.5 0.5 0.5
Primer Rv universal (10nM) 0.5 0.5 0.5
Sonda (10nM) 0.4 0.4 0.6
MgClz (50 Mm) 045 | e
H20 2.25 1.4
DNACc (150ng/uL) 2 2
Volumen final 15 10

Se prepar6 un mix con las concentraciones optimas de reactivos para evaluar en forma de gPCR diplex
miR-1290/miR-26b y otro mix para la evaluacion individual de miR-16-5p.

19



6.12 Anéalisis estadistico

Para realizar el analisis estadistico se utiliz6 el programa GraphPad v.5. La normalidad
de los datos se evalu6 mediante la prueba Shapiro Wilk (n<50). Las variables
hematolégicas, antropométricas y demograficas fueron analizada por la prueba “t-
student” para datos paramétricos o “U de Mann Whitney” en datos no paramétricos,

para comprar ambos grupos de estudio.

La significancia en la expresion de miRNAs se evalu6 utilizando la prueba estadistica
“U de Mann Whitney”.

Se analizd la asociacion entre las variables explicativas (valor absoluto de NAT1,
glébulos blancos, linfocitos, eritrocitos y hemoglobina) con la expresion relativa de
miR-1290, tanto para el grupo LLA como para grupo control, por medio de un analisis
del coeficiente de correlacion de Spearman. En el caso de variables categoéricas se
evaluo la asociacion con la prueba exacta de Fisher y calculo del odds ratio (OR) con
un intervalo de confianza al 95%. Una p<0.05 fue considerada estadisticamente

significativa.

6.13 Consideraciones éticas

Se cont6 con el consentimiento informado de los padres o tutores de los menores,
informandoles a cerca de los puntos importantes del estudio antes de llevar a cabo la
toma de muestra. Se aseguro la confidencialidad de los datos obtenidos y se llevo a
cabo un manejo responsable de los datos disponibles de cada paciente de la base de
datos del proyecto “Evaluacion del estado epigenético de las N-acetiltransferasas

NAT1 y NAT2 en pacientes pediatricos con leucemia linfoblastica aguda”.

Este proyecto cuenta con la aprobacion del Comité de Etica del Hospital Central “Dr.
Ignacio Morones Prieto” con un numero de registro 25-17, asi como de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la UASLP CEID2017103-S.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracteristicas de los grupos de estudio

En el presente estudio se incluyeron 17 pacientes con LLA y 17 controles con una
media de edad de 9.2+ 3.6 afios para los pacientes con LLA y de 8.9+3.2 afios para el
grupo control. La prueba de t-student indico que no existen diferencias en la media del
peso, IMC y estatura en los pacientes con LLA, comparado con el grupo control, lo que
indica una homogeneidad en las caracteristicas demograficas y antropométricas en

los sujetos de ambos grupos de estudio. (Tabla 8)

Tabla 8.- Caracteristicas demograficas y antropométricas de los grupos de estudio

Variables Pacientes LLA Grupo control pb
n=17 n=17
Demogréficas
Edad (afios)” 9.2+ 3.66 8.94+3.25 0.81
Sexo 10 Hombres 9 hombres 1.0
7 mujeres 8 mujeres
Antropométricas
Peso (kg) a 37.33+£17.36 37.14+20.37 (15-82) 0.97
Estatura (m) a 1.32+0.22 1.36+0.22 0.79
IMC (kg/mz) a 20.32+5.08 19.07+5.00 0.49
Bajo peso 1 (5.8%) Bajo peso 3 (17.6%)
Normopeso 8 (47.0% ) Normopeso 8 (47.0%)
Sobrepeso 2 (11.76%) Sobrepeso 1 (5.8%)
Obesidad 6 (35.3%) Obesidad 5 (29.4%)

aDatos presentados media +DE
bt-Student, una p <0.05 es considerado estadisticamente significativo

Por otra parte, en el grupo de pacientes pediatricos con LLA-B el 59% eran hombres,
la media de la edad es de 9.2 afios y el 88.2% de los pacientes se encontraban en
etapa del tratamiento de mantenimiento, el 17.6% de los pacientes mostraron recaida
a medula 6sea y otro 17.6% tuvieron recaida a SNC. Se presentaron 6 defunciones

(35.3%), resaltando que todos eran hombres. (Tabla 9)
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Tabla 9.- Andlisis descriptivo de pacientes pediatricos con LLA

Variable Categoria n %

Sexo Hombre 10 59

Mujer 7 41

Etapa del tratamiento Consolidacién 1 5.9
Mantenimiento 15 88.2

Reinduccion 1 5.9
Riesgo Alto riesgo 16 94.1
Riesgo habitual 1 5.9
Recaidas Recaida a MO 3 17.6
Recaida a SNC 3 17.6

Enfermedades Sindrome de Down 1 5.9
concomitantes Sindrome de Soto 1 5.9
Zona Altiplano 4 23.5
Regién del estado de Zona centro 9 529
sLP Zona Huasteca 3 17.6

Zona Media 1 5.9
Defuncién 6 35.3

Datos presentados en n y porcentaje
MO: Médula ésea
SNC.: Sistema nervioso central

Se evaluaron las variables hematoldgicas en el grupo de pacientes con LLA y se

compararon con el grupo control, encontrando una disminucion significativa en los

valores de glébulos blancos en los pacientes con LLA (x=4.3+1.05 k/uL) comparado

con el grupo control (p<0.0001), de igual manera se observa una disminucion

significativa en los valores de linfocitos (x=1.41+1.05) y eritrocitos (x=3.8+0.71 M/pL),

(p=0.0022) (Fig. 1.)
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Fig. 1.- Parametros hematoldgicos que muestran una disminucion significativa en sus valores
en pacientes con LLA
Se compararon ambos grupos con t student, datos presentados como la mediatDE. *p<0.05
estadisticamente significativo
Glébulos blancos (k/pL), Linfocitos (k/uL), Eritrocitos (M/uL), Hemoglobina (g/dL)

Los valores de plaquetas y hematocrito no mostraron diferencias significativas en la
media de los valores entre ambos grupos y dichos valores se encuentran dentro de los
rangos normales. En cuanto a los indices eritrocitarios, asi como valores de
hemoglobina existe una diferencia significativa en la media de dichos valores en
pacientes con LLA con respecto al grupo control (p<0.05), sin embargo, dichos valores

se encuentran dentro de los rangos normales en ambos grupos. (Tabla 10).
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Tabla 10.- Caracteristicas clinicas de los grupos de estudio

Variables

Pacientes LLA
n=12

Grupo control
n=17

s p
Hematologicas Media Mediana Rango Media Mediana Rango
(min-max) (min-max)
Glébulos blancos (k/pL) 4.34 4.40 1.00-7.20 7.37 7.40 5.20-10.90 <0.0001*
Linfocitos 141 1.22 0.51-4.60 2.86 2.70 1.35-4.10 0.0003*
(k/pL)*
MID (k/pL) 0.54 0.58 0.22-0.76 0.63 0.60 0.30-1.7 0.75
Neutrdfilos (k/pL)* 2.61 2.28 1.53-4.27 3.88 3.70 2.00-8.00 0.00849*
Eritrocitos (M/pL) 3.81 4.01 2.57-4.81 4.62 4.65 3.94-5.36 0.0022*
Hemoglobina (g/dL) 12.11 11.90 9.50-14.80 13.88 14.00 11.0-15.6 0.0018*
Hematocrito (%) 36.96 38.55 28.3-44.5 40.36 39.80 33.7-49.9 0.0604
MCV (fL) 98.63 97.20 90.6-112.0 86.09 84.60 81.9-94.1 <0.0001*
MCH (pg) 32.41 31.50 27.4-36.9 30.01 30.20 27.6-32.5 0.0197*
MCHC (g/dL) 32.97 33.10 29.7-35.1 34.88 34.90 32.5-37.7 0.0008*
RDW 16.88 16.75 13.3-21.9 11.85 11.70 11.2-13.5 <0.0001*
Plaguetas 272.8 284.0 113.0-387.0 326.6 348.0 179.0-429.0 0.0911

aU Mann-Whitney para datos no paramétricos; t-student para datos parameétricos
*p<0.05 estadisticamente significativo

MCV: Volumen corpuscular medio; MCH: concentracién media de hemoglobina; MCHC: Concentracion de hemoglobina corpuscular media;

RDW: ancho de distribucion eritrocitaria
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7.2 Evaluacion de miR-16-5p como control endégeno

La RT-gPCR es considerado el estandar de oro para la cuantificacion de la expresion
de genes por su sensibilidad y reproducibilidad, sin embargo, se requiere de la
selecciéon de un control endégeno apropiado que muestre estabilidad y abundancia a
lo largo de las muestras analizadas independientemente de su tejido de origen. Se
utilizé miR-16-5p como control endégeno para evaluar la expresion de miR-1290 y
miR-26b, mostrando una media de Ct 28.8+2.3 y un CV del 8.57% para el grupo control
y una media de Ct de 27.21+3.1 con un CV de 11.57% para LLA. En la Fig. 2. se
muestra la media de los valores de Ct de miR-16-5p en plasma de pacientes con LLA

y controles, donde no se observo diferencia significativa. (p=0.72)
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Fig. 2.- Evaluacion de miR-16-5p como control enddgeno
Se evalud la expresion de miR-16-5p por medio de RT-qPCR en ambos grupos. Las cajas representan
la media y la desviacion estandar y los bigotes representan el minimo y el maximo. No existe diferencia
en la media del valor de Ct de miR-16-5p entre ambos grupos (p=0.72)
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7.3 Expresion relativa de miR-1290 y miR-26b circulantes

La expresion relativa de miR-1290 y miR-26b fue evaluada en plasma de 17 pacientes
con LLA y 17 sujetos control, empleando como control endégeno a miR-16-5p. La
expresion relativa fue calculada a partir de los Ct de ambos grupos con el método de

27A¢t donde:
ACt = Ct miRNA evaluado — Ct control end6geno
miRNA evaluado = miR — 1290 o miR — 26b
Control end6geno = miR — 16 — 5p

La prueba U de Mann Whitney fue empleada para determinar diferencias en la

expresion de los miRNAs evaluados, entre ambos grupos. (Tabla 11)

Tabla 11.- Expresion relativa de miR-1290 y miR-26b

_ Pacientes LLA Grupo control
mMiRNA n=17 n=17 p?
Expresion relativa Expresion relativa
miR-1290 0.057 £ 0.192 0.020 £ 0.059 0.067
miR-26b 0.017 £ 0.035 0.010 £ 0.035 0.43

Se determind la expresion relativa de miR-1290 y miR-26b empleando el método 2-2Ct,
Datos presentados como medianazRIQ
. 2U de Mann Whitney. Una p<0.05 es considerado estadisticamente significativa

Se encontrd una diferencia marginalmente significativa en los niveles de expresion de
miR-1290 entre ambos grupos (p=0.067), observandose una tendencia a una mayor
expresion de dicho miRNA en los pacientes con LLA comparado con el grupo control.
La diferencia en la expresién de miR-1290 en pacientes con LLA comparado con el

grupo control es de 3.5 veces. (Fig. 3)
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Fig. 3.- Expresion relativa de miR-1290 en grupo control y pacientes con LLA
Datos presentados como mediana+RIQ. Tendencia al incremento en la expresion de miR-
1290 en pacientes con LLA en comparacion con el grupo control. Diferencia marginalmente
significativa p=0.067

Por otra parte, larazén de cambio o diferencia en la expresién de miR-26b en pacientes
con LLA comparado con el grupo control es de 1.6 veces, sin embargo, no existe una
diferencia estadisticamente significativa en la mediana de la expresion relativa de

miR-26b en pacientes con LLA en comparacién con el grupo control (p=0.43). (Fig. 4)
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Fig. 4.- Expresion relativa de miR-26b en grupo control y pacientes con LLA.
Datos presentados como mediana+RIQ. No hay diferencia significativa en la expresion de
miR-26b entre ambos grupos p=0.43

7.4. Estratificacién de pacientes y controles y la expresion relativa de miR-1290
y miR-26b circulantes

Con el fin de conocer si la expresion de miR-1290 y miR-26b mostraba diferencias
determinadas por las variables antropométricas, demograficas o clinicas, se estratificd
a los pacientes y controles en subgrupos por sexo, IMC y recaida. No se encontraron
diferencias significativas en la expresion de los miRNAs por sexo o IMC en el grupo
control (Tabla 12); en el grupo de mujeres con LLA se encontr6 una diferencia
significativa en la expresion de miR-1290 comparada con el grupo control, con una

razon de cambio de 4.5 veces (p=0.009) (Fig. 5)
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Tabla 12.- Expresion relativa de miR-1290 y miR-26b en subgrupos

miR-1290 miR-26b

Control LLA Control LLA
Variable | Categoria | Mediana | Min- p Mediana Min- p Mediana Min- p Mediana | Min- p

Max max Max max

Sexo Hombre 0.024 0.003- 0.028 0.002- 0.004 | 0.0011- | 0.31 0.013 0.001-
0.34 | 0.73 0.325 |0.09 0.059 0.192 | 0.49

Mujer 0.021 0.003- 0.113 0.012- 0.019 0.0009- 0.022 0.002-

0.006 0.302 0.0684 0.092

IMC Normopeso 0.058 0.003- 0.045 0.004- 0.010 0.0013- | 0.61 0.012 0.002-
0.34 | 0.36 0.250 | 0.47 0.590 0.057 | 0.5

Sobrepeso 0.019 0.003- 0.085 0.002- 0.009 0.0009- 0.023 0.001-

y obesidad 0.060 0.325 0.068 0.192

Recaida Recaida N/A N/A N/A 0.182 0.007- N/A N/A N/A 0.024 0.002-
0.325 |0.11 0.092 | 0.36

Sin recaida N/A N/A N/A 0.046 0.002- N/A N/A N/A 0.012 0.001-

0.245 0.192

N/A: No aplicable

La expresion relativa en pacientes y controles fue comparada entre las categorias de sexo, IMC y recaida empleando la prueba

U de Mann Whitney. *p<0.05 estadisticamente significativa.
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Fig. 5.- Expresion relativa de miR-1290 en mujeres con LLA.
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miR-1290 muestra una mayor expresion en pacientes mujeres con LLA en comparacién con

el grupo control (p=0.009) Datos presentados como medianazRIQ.

Se analiz6 la asociacion entre la sobreexpresion de miR-1290 y el sexo femenino,

encontrando que las mujeres con LLA tienen 5.3 veces mayor probabilidad de mostrar

sobreexpresion de miR-1290 que los hombres con LLA, sin embargo, esta asociacion

no es estadisticamente significativa p=0.16 (Tabla 13)

Tabla 13.- Prueba exacta de Fisher y analisis de la sobreexpresion de miR-1290 y sexo en

pacientes con LLA

Sobreexpresion No sobreexpresion p OR (IC 95%)
n(%) n(%)
Mujer 4 (66.6) 3(27.3)
0.16 | 5.3 (0.61-46.2)
Hombre 2(33.3) 8 (72.7)

aPrueba exacta de Fisher

OR: odds ratio

IC: Intervalo de confianza
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7.5 Expresion relativa de miR-1290 y miR-26b en pacientes con recaida

Los pacientes con LLA fueron estratificados en subgrupos con base a la recaida a
médula 6sea o0 sistema nervioso central, observando que aquellos pacientes que
mostraban mayor expresion de miR-1290 pertenecian al grupo de recaida. Se
encontré una diferencia estadisticamente significativa en la de la expresion relativa de
miR-1290 en pacientes con recaida en comparacion con el grupo control, con una
razon de cambio de 1.5 veces (p=0.017) (Fig. 6)
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Fig. 6 Expresion relativa de miR-1290 en pacientes con recaida
Diferencia significativa en la expresién de miR-1290 en los pacientes con recaida comparada
con el grupo control (p=0.017)

Posteriormente, se analizé la asociacion entre la sobreexpresion de miR-1290 vy el
riesgo de mostrar recaida en pacientes con LLA. En la Tabla 14 se muestran dichos
resultados, no hay asociacion significativa entre la sobreexpresion de miR-1290 y la
probabilidad de mostrar recaida en pacientes con LLA. (p=0.109)
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Tabla 14.- Prueba exacta de Fisher y andlisis de la sobreexpresion de miR-1290 y recaida en

LLA
Recaida No recaida p2 OR (IC 95%)
n(%) n(%)
Sobreexpresion 4 (66.6) 2(18.1)
_ 0.109 | 9.0 (0.9-88.5)
No sobreexpresion 2 (33.3) 9 (81.9)

aPrueba exacta de Fisher
OR: odds ratio
IC: Intervalo de confianza

7.6 Asociacion de miR-1290 con NAT1 y variables hematolégicas

Con el fin de evaluar la asociacién entre las variables explicativas (valor absoluto de
NAT1, glébulos blancos, linfocitos, eritrocitos y hemoglobina) con la expresion relativa
de miR-1290, tanto para el grupo de pacientes con LLA como para el grupo control, se
empled el analisis del coeficiente de correlacion de Spearman y se consideraron

estadisticamente significativas aquellas variables con valores de p<0.05.

A partir de la base de datos del estudio “Evaluacion del estado epigenético de las
N-acetiltransferasas NAT1 y NAT2 en pacientes pediatricos con leucemia linfoblastica
aguda” se obtuvieron los valores absolutos y porcentajes de expresion de NAT1 tanto
en pacientes con LLA como en el grupo control. En dicho estudio, se encontré una
disminucién estadisticamente significativa en el valor absoluto de NAT1 en pacientes
con LLA en comparacién con el grupo control (p=0.0019), de igual manera, se encontro
una diminucioén de la actividad de NAT1 en LLA (p=0.0011) por lo que resultd de interés

evaluar su asociacion con la expresion relativa de miR-1290.

No se encontraron asociaciones significativas entre la expresion relativa de miR-1290
con el valor absoluto de NAT1 en linfocitos totales en ambos grupos de estudio. (Fig.
7). La asociacion entre la expresion de miR-1290 fue evaluada también con los valores
de NAT1 en la subpoblacion de linfocitos CD3+, no encontrando una correlacion lineal
significativa entre la expresion relativa de miR-1290 con el valor absoluto de NAT1 en
linfocitos CD3+ (r=0.20, p=0.51).
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Fig. 7.- Asociacion entre la expresion relativa de miR-1290 y el valor absoluto de NAT1
A) Correlacién de Spearman para el grupo control. No se encontré una correlacion lineal significativa
(r=-0.03, p=0.89) B) Correlacion de Spearman en pacientes con LLA, no encontrando correlacion
lineal significativa (r=-0.13, p=0.65)

No se encontré correlacion significativa entre la expresion relativa de miR-1290 con
glébulos blancos, eritrocitos y hemoglobina en pacientes con LLA ni en el grupo control
(Tabla 15). En cuanto a los valores de linfocitos se encontré una asociacion negativa,
moderada y significativa con una r=-0.59 en grupo control, lo que indica que a mayor

expresion de miR-1290 hay menor numero de linfocitos en sujetos control (Fig. 8).

Tabla 15.- Correlaciones de Spearman entre la expresion relativa de miR-1290 y las

variables hematolégicas

Variable hematolégica LLA Control
r p r p
Glébulos blancos -0.18 0.48 0.35 0.19
Linfocitos 0.28 0.37 -0.59 0.02*
Eritrocitos 0.12 0.69 -0.24 0.38
Hemoglobina 0.11 0.72 -0.44 0.09

r=rho de Spearman
*p<0.05 correlacién estadisticamente significativa
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Fig. 8.- Correlacion de Spearman entre la expresion relativa de miR-1290 y los valores de
linfocitos en el grupo control. El coeficiente de correlacion es significativamente distinto a
cero, existe una asociacion negativa moderada y significativa entre los niveles de expresion

de miR-1290 y los valores de linfocitos en el grupo control (r=-0.59, p=0.02)

8. DISCUSION

La leucemia linfoblastica aguda es el tipo de cAncer mas comudn en nifios. A pesar de
gque existe gran cantidad de estudios que han contribuido a mejorar la sobrevida en
pacientes con leucemia, poco se sabe a acerca de los acontecimientos que conducen
al inicio y progresion de dicha enfermedad. Los microRNAs (miRNAs) son reconocidos
como una clase de moléculas pequeiias de RNA no codificantes, que desempefian un

rol importante en la regulacion de la expresion génica a nivel post-transcripcional. (Lu
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et al., 2005). Con el objetivo de evaluar un mecanismo de regulacion epigenética de la
expresion de NAT1 y su posible implicacion en la generacion y progresion de LLA, se
evalué la expresion relativa de miR-1290 y miR-26b en plasma de pacientes
pediatricos con LLA y se compar6 con un grupo control, encontrando una tendencia a
una mayor expresion de miR-1290 en pacientes con LLA, mientras que la expresion
de miR-26b no mostré diferencia significativa. Los valores de glébulos blancos,
linfocitos, eritrocitos y hemoglobina se encontraban disminuidos en pacientes con LLA.
Finalmente, una correlacién negativa fue encontrada entre los niveles de expresion de

miR-1290 y los valores de linfocitos en sujetos control.

Los miRNAs regulan una variedad de procesos celulares incluyendo crecimiento,
diferenciacion, proliferacién, apoptosis, asi como la transformacion maligna. Debido a
esto, no es sorprendente que la expresion aberrante de miRNAs esté implicada en
ciertos estados de enfermedad incluido el cancer. Estudios recientes han ampliado la
comprension de como las alteraciones en la expresion de miRNAs pueden contribuir
al desarrollo de un fenotipo leucémico, convirtiéndose en potenciales biomarcadores

para el diagnéstico, pronostico y posibles blancos terapéuticos. (McManus, 2003)

A pesar de que los miRNAs circulantes en suero o plasma son potenciales
biomarcadores no invasivos en cancer, existen ciertas limitaciones en su estudio; una
de ellas es el hecho de que algunos miRNAs pueden encontrarse en bajas
concentraciones en sangre y la falta de normalizadores enddgenos fiables dificulta la
cuantificacion especifica de miRNAs circulantes. Por tal razon, resulta indispensable
la estandarizacion o normalizacibn de protocolos para el estudio de miRNAs
circulantes como nuevos biomarcadores. (Etheridge et al., 2011) La RT-gPCR es
considerado el estandar de oro para la evaluacion de perfiles de expresion de miRNAs
por su alta sensibilidad y reproducibilidad. La busqueda de una estrategia de
normalizacion para controlar las variaciones introducidas por la calidad de la muestra
y las inconsistencias en el rendimiento de extraccion, rendimiento de RT, eficiencia de
amplificacion, sigue siendo un desafio. El uso de genes de referencia o genes

“‘housekeeping” ha permitido corregir las variaciones no biologicas, sin embargo, es
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dificil establecer un solo gen de referencia universal para todos los tipos de tejidos que
existen; este punto es critico para asegurar resultados precisos y confiables (Drobna
et al., 2018)

Aungue no existe un consenso de un control enddégeno adecuado para el andlisis de
MIiRNAs circulantes, miR-16-5p ha sido reportado como uno de los controles
enddgenos mas utilizados debido a su estabilidad y abundancia a lo largo de distintas
muestras. Shahid et al en 2019 evaluaron 3 genes de referencia RNU6-2, mir-16-5p y
cel-mir-39-1, como candidatos para la normalizacion de RT-gPCR en plasma de
pacientes con LLA; por medio del algoritmo geNorm, demostraron que miR-16-5p
circulante es el normalizador mas estable y confiable para ensayos de perfiles de
expresion de miRNAs en LLA (M=0.418). Ademas, encontraron que la media de los Ct
de miR-16-5p (25.13+0.1193) no muestra una diferencia significativa en pacientes con
LLA con respecto al grupo control. Resultados similares fueron obtenidos en el
presente trabajo de investigacion, donde miR-16-5p fue seleccionado como control
enddgeno para la normalizacion de la expresion de miR-1290 y miR-26b en plasma de
pacientes con LLA, mostrando estabilidad a lo largo de las muestras, ademas, la media
de los valores de Ct no mostré una diferencia significativa entre el grupo de pacientes
con LLA (27.21+£3.1) con respecto al grupo control (28.8+2.3), siendo un buen
normalizador, sin embargo, no parece mostrar gran abundancia en las muestras de
plasma de los sujetos de estudio, por lo que resultaria interesante llevar a cabo la
evaluacion de otros genes normalizadores reportados en la bibliografia como let-7,

RNUG, cel-miR-39, con el fin de obtener resultados mas confiables.

En la actualidad, existen cerca de 1,000 miRNAs que han sido identificados en células
humanas, regulando aproximadamente el 60% de los genes que codifican para
proteinas en el genoma humano. Perfiles de expresion alterados de miRNAs pueden
a su vez, conducir a una alteracién en la expresion de sus genes blanco. (Navarrete-
Meneses & Pérez-Vera, 2017)

La mayoria de los perfiles de miRNAs han sido realizados a partir de tejido o células

tumorales, no obstante, resulta importante la generacion de perfiles de expresion de
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mMiRNAs circulantes (Cortez & Calin, 2009) Chen et al. demostraron que el suero y
plasma contiene un gran numero de miRNAS, los cuales parecen ser estables al calor,
bajo o alto pH, almacenamiento extendido, asi como ciclos de congelacion-
descongelacion, condiciones que normalmente promueven la degradacién del ARN.
(Chen et al., 2008) Esto indica que los miRNAs que se obtuvieron de las muestras de
plasma congelado, en el presente trabajo, existen en una forma resistente a la RNasa
plasmatica, ademas que el RNA obtenido mostré buena concentracion y pureza. La
estabilidad de los miRNAs circulantes en fluidos biolégicos como suero o plasma es
uno de los principales factores que contribuye a su uso como nuevos biomarcadores

no invasivos para el diagnéstico y prondstico de varios tumores (Mitchell et al., 2008)

Algunos miRNAs parecen ser exclusivos de tejido, mientras que otros muestran mayor
nivel de expresion en suero o plasma. Por lo tanto, nuestro objetivo fue evaluar los
mMiRNAs circulantes en plasma miR-1290 y miR-26b en pacientes con LLA como un
posible mecanismo de regulacién epigenético que contribuya a la generaciéon y

progresion de LLA, ademas, de ser posibles reguladores de la expresion de NAT1.

El miR-1290 es sobreexpresado en distintos tipos de cancer, desempefa un papel de
promotor tumoral, siendo un potencial biomarcador en cancer de pulmon de células no
pequefias, relacionado con metastasis y pobre prondstico (Mo et al., 2015). Por otra
parte, Xiao et al., demostraron que miR-1290 promueve proliferacién celular e invasion
a través de la modulacion de SOCS4 mientras que suprime la apoptosis celular in vitro
en adenocarcinoma pulmonar. (Xiao et al.,, 2018). En carcinoma oral de células
escamosas, la sobreexpresion de miR-1290 también promueve la migracion celular,
invasion y la transicion epitelial-mesenquimal (Qin et al., 2019). Sin embargo, los
niveles de expresion de miR-1290 en LLA adn no han sido ampliamente

caracterizados.

En el presente trabajo, se encontrd una tendencia a una mayor expresion de miR-1290
en pacientes con LLA comparado con el grupo control; es necesario aumentar el

namero de muestras analizadas para validar este dato. Esta informacién coincide con
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el estudio realizado por Zhou et al. en 2017, donde encontraron que miR-1290 esta
sobreexpresado en la linea celular SUP-B15 de LLA-B y en pacientes con diagnéstico
de LLA-B, lo que sugiere la posibilidad de ser un blanco terapéutico. Por otra parte,
nuestros resultados contrastan también con el estudio de Avigad et al. en 2016, donde
a partir de células de aspirados de médula dsea, realizaron microarreglos y se
encontraron que algunos MiRNAs se encuentran desregulados en LLA, los cuales a
su vez estaban relacionados con caracteristicas clinicas de los pacientes como edad,
subtipo celular, conteo de glébulos blancos, riesgo y recaida, de los cuales 5 miRNAs
fueron confirmados por medio de RT-gPCR, dentro de los que se encontraba
miR-1290, el cual mostré una sobreexpresion; a su vez, los pacientes que expresaron
altos niveles de miR-1290 tuvieron niveles mas bajos de supervivencia libre de recaida
comparado con aquellos pacientes que mostraron niveles bajos de dicho miRNA, por

lo que MiR-1290 puede ser utilizado como biomarcador pronéstico en LLA.

Hasta la fecha, no hay estudios que evallen la asociacién entre los niveles de
expresion de miR-1290 con la expresion de NAT1 en LLA. En cuanto a los niveles de
expresion de NAT1 en pacientes con LLA, Hérnandez-Gonzalez et al demostraron una
disminucion significativa en el valor absoluto de NAT1 en pacientes con LLA
(X=564.4+312.1 cel/uL) comparado con un grupo control (X=1324+660.8 cel/uL)
(p=0.0004), aunque dichos valores no parecen mostrar una correlacion lineal con los
niveles de expresion de miR-1290 obtenidos en nuestro estudio. No se descarta la
posibilidad de que dicho miRNA regula a NAT1 bajo otras condiciones experimentales.
Estos resultados contrastan con el estudio realizado por Endo et al. en 2014, donde se
reporté que NAT1 es blanco directo de regulacién por miR-1290, demostrando por
medio de un ensayo de luciferasa, que miR-1290 disminuye directamente en forma
significativa la expresion de NAT1 en pacientes con cancer de mama. En nuestro
estudio, los pacientes con LLA muestran niveles de expresion de miR-1290 con una
tendencia al incremento o sobreexpresiéon, mientras que los valores de expresion de

NAT1 se encuentran significativamente disminuidos en los mismos pacientes, lo que
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coincide a su vez con una regulacion negativa en la expresion de dicho gen por la

sobreexpresion de este miRNA.

Por otro lado, miR-26b esta involucrado en desarrollo embrionario temprano,
regulacion de la proliferacion y otros procesos bioldgicos celulares; su sobreexpresion
parece tener funciones de supresion tumoral. En cancer colorectal, miR-26b disminuye
la proliferacion y la migracion por la inhibicion de la expresion de LEF1y FUT4 ( Zhang
et al., 2014); la sobreexpresion de miR-26b induce apoptosis en células de cancer de
mama MCF-7 por medio de la unién a SLC7Al1l, y parece actuar como supresor
tumoral por medio de la regulacién de CDKS8. (Li et al., 2014); la sobreexpresion de
miR-26b inhibe la transicion epitelio mesénquima por medio de USP9X, e inhibe la

migracion y la invasividad de lineas celulares HepG2 y Hep3B. (Shen et al., 2014)

Nuestros resultados no muestran una diferencia en la expresion de miR-26b en
pacientes con LLA con respecto al grupo control, por lo que parece que la expresion
relativa de dicho miRNA no se ve modificado en esta patologia. Nuestros resultados
son similares a los mostrados por Hernandez-Bernal et al en 2015, donde no se
encontré6 una disminucion significativa de la expresion de miR-26b en linfocitos de
pacientes con LLA-B, por lo que se sugiere que dicho miRNA no desempefia un papel

en mecanismos involucrados con el inicio y progresion de LLA.

En afios recientes, el avance en tecnologias, asi como en el nimero creciente de
estudios en LLA, han permitido que la supervivencia en pacientes haya sido
notablemente incrementada. Las tasas de remision completa han incrementado a mas
del 95% vy la supervivencia libre de enfermedad de 5 afios se ha alcanzado en un
63-83% (Avigad et al., 2016). Sin embargo, un gran reto continta siendo que muchos
pacientes presentan resistencia a la terapia, asi como riesgo de recaida, por lo que es
indispensable un mejor entendimiento de los mecanismos que conducen al inicio y
progresion de LLA y que a su vez permitan el desarrollo de nuevas estrategias para
mejorar la eficiencia de la terapia actual. Existen factores predictivos de riesgo que
incluyen indicadores clinicos y de laboratorio en el diagnéstico, ademas, el tipo de

leucemia es también determinante en la respuesta inicial al tratamiento. Dentro de los
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factores prondsticos se encuentran la edad, los pacientes menores de un afio y
mayores de 10 afios son considerados pacientes de alto riesgo, por lo que en estos
grupos de edad es de consideracion un tratamiento mas agresivo con el fin de obtener
resultados mas favorables, los pacientes pediatricos en el grupo de edad entre 1y 9
afos tienen un mejor prondstico: El sexo es también un factor de consideracion, las
mujeres presentan un mejor pronostico que los hombres, esto se debe en parte a la
aparicion o riesgo de recaidas testiculares debido a factores que aun no han sido
descritos con claridad, ademas se sabe que la LLA se presenta con mayor frecuencia
en el sexo masculino. Otro factor importante es la raza, pacientes con descendencia
afro o hispana tienen menor tasa de curacion; pacientes con altos recuentos de
leucocitos (>50,000cel/uL) tienen un prondstico desfavorable y finalmente la presencia
de ciertas translocaciones cromosémicas puede ser considerado como factores de
riesgo o mal pronéstico en pacientes con LLA. La presencia de cualquiera de estas
caracteristicas mencionadas, conduce al médico a la estratificacion de los pacientes

en base al riesgo, ya sea riesgo habitual o alto riesgo. (Layton-Tovar, 2015)

Del total de 17 pacientes con LLA incluidos en nuestro estudio, 16 fueron estratificados
en el grupo de alto riesgo y solo 1 fue estratificado en riesgo habitual; nuestros
resultados demostraron una mayor prevalencia de LLA en hombres que en mujeres,
10 hombres y 7 mujeres pertenecian al grupo de pacientes con LLA, del cual 6
pacientes mostraron recaida, 50% eran hombres y 50% mujeres, sin embargo, se
encontro que las mujeres con LLA tienden a sobreexpresar el miR-1290, no obstante,
el ser mujer no se asocia en forma significativa con una mayor probabilidad de
sobreexpresar dicho miRNA, y a su vez, la sobreexpresion de miR-1290 no se asocia
significativamente con el riesgo de recaida. Por otra parte, del total de 6 defunciones
gue se presentaron, todas fueron en pacientes de género masculino, lo que coincide
Layton-Tovar, donde se ha encontrado que los hombres suelen tener un prondéstico
mas desfavorable que las mujeres, asi como un mayor riesgo de recaida,
principalmente por el riesgo de recaida testicular, aunque en nuestro grupo de estudio,

ningun paciente presento este tipo de recaida.
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En base al incremento en la expresion de miR-1290 en pacientes con LLA del sexo
femenino, asi como su tendencia al incremento en pacientes que mostraron recaida y
por su posible implicacion en la regulacion directa de la expresion de NAT1, miR-1290
puede ser propuesto como un posible biomarcador prondstico o como blanco
terapéutico en LLA. Una limitante de la significancia de este estudio, es el tamafio
pequefio de muestras analizadas, por lo que incrementar la n, podria dar mas

significancia a nuestros resultados.

Aunque diversos estudios han encontrado que la expresion alterada de NAT1,
modificada por cambios genéticos como los SNPs, o bien, por mecanismos de
regulacion epigenética, como son los miRNAs, el mecanismo exacto por el cual la
expresion de NAT1 modifica el riesgo de cancer y progresion, aun no ha sido bien
descrito, por lo que resultaria interesante evaluar en estudios futuros los mecanismos
a nivel celular por los cuales la expresion y actividad de NAT1 puede conducir a

crecimiento celular, proliferacion y metastasis en LLA.

La hematopoyesis es un proceso por el cual las células madre hematopoyéticas
pluripotenciales se renuevan y diferencian constantemente en células de diferentes
linajes. La linfopoyesis es parte del proceso de hematopoyesis por el cual las células
madre hematopoyéticas se diferencian en progenitores linfoides y finalmente en
linfocitos B o T. El desarrollo de linfocitos T ocurre en el timo y el de linfocitos B en
médula 6sea. Las vias de sefializacion molecular que interactian en el proceso de
hematopoyesis son mdltiples y la desregulacion en uno o mas puntos puede ser
determinante en el desarrollo de LLA. De la misma manera, el efecto que ejercen las
translocaciones puede desencadenar la expresion aberrante de las enzimas que
regulan el proceso de sefializacion intracelular, las cuales a su vez son reguladas por
distintos miRNAs. (Lazare et al., 2014). Sin embargo, aun no esta definido cuales
mMiRNAs tienen propiedades oncogénicas o supresoras de tumor que definan el
contexto de transformacion de las células B o T malignas. La Biometria hematica es el
primer examen que hace sospechar un diagndstico presuntivo de LLA al existir

variaciones en sus parametros, siendo de suma importancia y de gran ayuda al permitir
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conocer el progreso en el proceso del tratamiento. Salguero-Barriga et al. en 2016
comprobd que los pardmetros alterados en la biometria heméatica son: disminucion de
los valores del hematocrito, hemoglobina, leucocitos y plaquetas antes del tratamiento
qguimioterapéutico, y que dichos valores regresan a los rangos aceptables al finalizar
el tratamiento quimioterapéutico debido al éxito actual del tratamiento en pacientes con
LLA y la alta tasa de remisién. Dichos resultados contrastan con lo encontrado en el
presente trabajo, donde los pacientes con LLA muestran una disminucién significativa
en los valores de leucocitos, linfocitos, eritrocitos y hemoglobina con respecto al grupo
control, corroborando que estos son los datos analiticos que se alteran con mas
frecuencia en pacientes pediatricos con LLA. Siendo los miRNAs reguladores
centrales de la hematopoyesis y existiendo informacién de una relacion entre la
desregulacion de los mismos y la generacién y progresion de LLA, se planteo el
objetivo de analizar la asociacion entre los niveles de expresion de miR-1290 y miR-
26b con los parametros alterados de la biometria hematica en pacientes con LLA, sin
embargo, los resultados no mostraron una asociacion significativa lo que puede indicar
gue dichos miRNAs no estan directamente involucrados en la regulacion del proceso
de hematopoyesis alterado en pacientes con LLA. Sin embargo, la correlacion lineal
negativa encontrada en los niveles de linfocitos y expresién de miR-1290 en sujetos
control indica que al incrementar la expresiéon de miR-1290 en sujetos sanos, el
namero de linfocitos tiende a disminuir, por lo que se sugiere que dicho miRNA puede
estar implicado en vias de regulacion de la linfopoyesis normal que aun no han sido

descritas.

La principal limitante del presente estudio, fue la cantidad pequefia de muestras
analizadas, lo que condicion6 en parte la significancia de nuestros resultados, por lo
gue en una perspectiva futura se espera incrementar el nimero de participantes, a
pesar de esto, nuestro estudio brinda las bases para el andlisis de miR-1290 en
pacientes con LLA y su posible implicacion en el proceso de generacion y desarrollo
de dicha enfermedad, ademas que puede ser evaluado en estudios futuros como un

posible biomarcador en el prondstico de LLA y como posible blanco terapéutico debido
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a su mayor expresion encontrada en pacientes del sexo femenino asi como en
pacientes con recaida, resaltando su implicacion como mecanismo de regulacion

epigenética sobre NATL1.

9. CONSLUSIONES

El presente estudio provee evidencia de que la expresion relativa de miR-1290 muestra
una tendencia al incremento en pacientes con LLA, principalmente en pacientes del
grupo de mujeres y pacientes que mostraron recaida, sin embargo, mas estudios son
necesarios para proponer el rol de miR-1290 como posible biomarcador prondstico o
blanco terapéutico en LLA. Por otra parte, miR-26b no muestra diferencias en su
expresion en pacientes con LLA con respecto al grupo control y al mismo tiempo se
demostré que miR-16-5p puede ser utilizado como un control endégeno normalizador
en LLA.

No se encontré una correlacion lineal significativa entre la expresion aumentada de
miR-1290 y la expresion disminuida de NAT1 en pacientes con LLA, sin embargo, esta
demostrado que NAT1 es blanco de regulacion directa de miR-1290. Mas estudios
deben ser realizados para investigar la asociacion entre la expresion de miR-1290 y
NAT1 y su posible implicaciéon en la generacién y progresion de LLA pediétrica,
ademas resulta necesario incrementar el nimero de muestras analizadas para obtener

resultados con mayor significancia.

Finalmente, miR-1290 y miR-26b no mostraron asociacion con las variables
hematolédgicas de globulos blancos, linfocitos, eritrocitos y hemoglobina, sugiriendo

gue dichos miRNAs no juegan un papel directo en la regulacion de la hematopoyesis.
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10.PERSPECTIVAS

. Llevar a cabo la evaluacion de la expresion relativa de miR-1290 y miR-26b en
un mayor numero de muestras de plasma para incrementar la significancia
estadistica

. Evaluar el uso de otros controles enddgenos ya sea en forma individual o bien,
una combinacion de varios genes, que muestren mayor abundancia y
estabilidad que miR-16-5p a lo largo de las muestras.

. Evaluar la expresion relativa del resto de los miRNAs que habian sido
propuestos como posible mecanismo de regulacion epigenético de NAT1 por
medio de herramientas bioinformaticas (miR-126-5p, miR-4795)

. Completar la base de datos con la informacion de las biometrias hematicas de
las muestras de plasma de pacientes con LLA que fueron reclutados en el
estudio “Evaluacion del estado epigenético de las N-acetiltransferasas NAT1 y
NAT2 en pacientes pediatricos con leucemia linfoblastica aguda”.

. Evaluar los mecanismos celulares por los que NAT1 puede conducir al

desarrollo y progresion de LLA.
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12. ANEXOS

Anexo 1.- Categorizacion de variables

Variable

Edad

Sexo

Peso

Estatura

IMC

Eritrocitos

Hemoglobina

Hematocrito

Tipo

Clasificacion

1 expression.

Posibles
resultados

VARIABLES DEMOGRAFICAS

Independiente

Independiente

Cuantitativa
discreta

Cualitativa

Valores
numeéricos
0-17 afos

Masculino o
Femenino

VARIABLES ANTROPOMETRICAS

Independiente

Independiente

Independiente

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Valores
numeéricos
continuos

Valores
nuMeEricos
continuos

Valores
numeéricos
continuos

VARIABLES HEMATOLOGICAS

Dependiente

Dependiente

Dependiente

Cuantitativa
continua

Cuantitativa

continua

Cuantitativa
continua

Numero de
eritrocitos
totales en

sangre
Concentracion
de Hb en
sangre
Volumen
ocupados por
eritrocitos en
sangre

Molecular

Cancer

Unidades

Kg/m?

cel/puL

mg/dL

%
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Leucocitos Dependiente Cuantitativa Numero de cel/ pL

continua leucocitos en
sangre
Plaquetas Dependiente Cuantitativa Numero de cel/ pL
continua plaquetas en
sangre
MiRNAS
Expresion Independiente  Cuantitativa Valores
relativa de continua numéricos -
MiRNA continuos
13.GLOSARIO

Apoptosis: Mecanismo fisiolégico de muerte celular programada (Jordan, 2003)

Cancer: Proceso de crecimiento y diseminacion incontrolados de células anormales.
Puede aparecer practicamente en cualquier lugar del cuerpo. (Solidoro-Santisteban,
2006)

Enzima: Molécula organica que actian como catalizador de reacciones quimicas,

tiene la capacidad de acelerar la velocidad de reaccion. (Smith et al. 1997)

Epigenética: Rama de la ciencia que estudia los cambios heredables en la expresion

génica, los cuales ocurren sin una alteracion en la secuencia de ADN. (Feinberg, 2008)

Evaluacion: Atribuir un valor a algo o a alguien, en funcion de un proyecto implicito o

explicito.

Gen: Unidad fisica basica de la herencia. Almacena la informacion genética y permite

transmitirla a la descendencia. (Slack, 2014)
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Incidencia: Tasa de medida epidemioldgica que permite determinar los casos nuevos
que se presentan en una poblacién especifica en un tiempo determinado (Fajardo,
2017).

Leucemia linfoblastica aguda: Proliferacion incontrolada de células inmaduras
malignas denominadas linfoblastos que se originan en médula 6sea. (Chow et al.,
2017)

Leucocito: Células encargadas de defender al organismo frente a infecciones y de
ayudar a eliminar los residuos y desechos de los tejidos. Se producen y almacenan en

médula 6sea. (Bernadette, 2004)

Linfoblasto: Célula inmadura que puede desarrollarse y llegar a ser un linfocito.
(Bernadette, 2004)

Hematopoyesis: Proceso a través del cual se generan las células sanguineas, a
través de la cual intervienen una gran variedad de tipos celulares y es regulado por

diversos factores. (Jaime Pérez, 2015)

Metastasis: Proceso de propagacion de un foco canceroso a un 6rgano distinto de
aguel en que se inici6 a través de la sangre o la linfa. (Chambers et al., 2002)

MicroRNA: Pequefias moléculas de ARN (21-23 nucleétidos), no codificantes para
proteinas que constituyen una extensa familia de genes reguladores
postranscripcionales. Estan implicados en la regulacién de varios procesos bioldgicos,
como la diferenciacion celular, la proliferacion, la apoptosis y en el desarrollo

embrionario y tisular. (Bartel, 2009)

NAT-1: Enzima encargada de metabolizar farmacos y xenobioticos por medio de

acetilacion, principalmente arilaminas y aminas aromaticas. (Butcher et al., 2005)

Traduccion: Proceso en el que el ARNm se decodifica para construir una proteina
(Reece et al., 2011)

Transcripcion: Proceso de conversion de ADN a ARN (Reece et al., 2011)
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Polimorfismo genético: Lugar en la secuencia de ADN donde existe una variacion, y
la variante menos comun esté presente en al menos el 1% por ciento de la poblacion
analizada.(Checa, 2007)

Polimorfismo genético de un solo nucleétido: tipo de polimorfismo que producen

una variacién en un solo par de bases. (Checa, 2007)

Prevalencia: Es la proporcion de personas que se encuentran enfermas al momento

de evaluar el padecimiento en una poblacion especifica (Fajardo-Gutiérrez, 2017)

Xenobidtico: Sustancia quimica que se encuentra dentro de un organismo que no se
produce naturalmente o se espera que no esté presente dentro del mismo (Quifiones
et al., 2006)
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