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RESUMEN

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el cancer pediatrico mas comun entre los 5y 14
afos 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 regulacién epigenética, como los miRNAs desempefian un rol
importante en el desarrollo y progresion de la LLA. La alteracion en la expresién de los
mMiRNAs altera a su vez la expresion de distintos genes, incluido NAT1. El objetivo de este
estudio fue evaluar los niveles de los mMiIRNAs miR-1290 y miR-26b en plasma de pacientes
pediatricos con LLA-B y determinar si existe diferencia en su expresiéon comparados con
sujetos control. La expresion relativa de miR-1290 y miR-26b circulantes fue detectada por
medio de RT-gPCR y 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 endégeno. Las variables
antropomeétricas y demograficas fueron similares en ambos grupos de estudio. Los niveles
de globulos 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, 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 correlacién lineal entre los niveles de expresién de miR-
1290 vy el valor absoluto de NAT1 (r=-0.13 p=0.65) asi como entre la expresion relativa de
NAT1 y linfocitos en el grupo control. (r=-0.59, p=0.02). miR-1290 circulante es un potencial
mecanismo de regulacion epigenética de la expresion de NAT1 en LLA. Estudios
adicionales permitirdn proponer un rol para miR-1290 como biomarcador pronostico o

posible blanco terapéutico en LLA.
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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
xenobiotic 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 (h=17) and control subjects (n=17), miR 16-5p was used as
engogenous control. Realtive expression was determinated with the 22¢method.
Hematologic parameters were evaluated and associated with the absolut value of NAT1 by
Spearman correlation. Last, expression levels of miR-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

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el resultado de la proliferaciébn neoplasica
de la célula progenitora de linfocitos B o T, con una mayor prevalencia entre los 2 y
5 afios de edad. Aunque la etiologia de la LLA es compleja y no ha podido ser
elucidada, estudios demuestran que solo aproximadamente el 10% de los casos de
cancer pediatrico muestran una predisposicidon genética, por lo que, alteraciones en
distintos mecanismos a nivel epigenético, asi como distintos factores ambientales,
son necesarios para el proceso de generacion y progresion de LLA. (Chow et al.,
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 poblacion 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, como son los
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), sin embargo, ademas de conocer la
regulacion genética de estas enzimas, resulta importante la caracterizacion de una
nueva via de regulacion de NAT1: la regulacion epigenética por miRNAs.
(Hernandez, O. et al. 2017)

Un importante mecanismo de regulacién epigenética, cuya alteracion o expresion
aberrante parece estar relacionada con el proceso de generacion y progresion de
cancer, son los miRNAs -pequefios fragmentos de RNA no codificante de 22-25
nucledtidos de longitud- encargados de regular la expresion de mas del 60% de los
genes humanos, reprimiendo la traduccion de sus genes blanco. Dada la
importancia de los miRNAs en los procesos de generacion tumoral, su expresion en

enfermedades vy tejidos especificos, su estabilidad metabdlica en tejidos y liquidos



biolégicos, incluyendo suero, plasma y orina, resultan tener un gran potencial como
blancos terapéuticos, asi como potenciales biomarcadores para el diagnostico y
pronéstico de cancer, incluido LLA. (Shah et al., 2010)

La regulacién en la expresion genética mediada por miRNAS, parece tener un efecto
importante en la regulacion de la expresion y/o actividad de NAT1; NAT1 es blanco
de regulacion de distintos miRNAs, por lo que, la evaluacion de la expresion de
estos, puede tener aplicacion clinica como biomarcadores de diagndstico,
pronoéstico y de posibles blancos terapéuticos en LLA. (Navarrete-Meneses & Pérez-
Vera, 2017)

2. OBJETIVOS

2.1 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.

2.2 Objetivos especificos

e Analizar las variables hematoldgicas, antropométricas, demograficas y
clinicas en pacientes con LLA-B y sujetos control.

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 hematoldgicas,
antropométricas, 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 expresion de miR-1290
y miR-26b con los niveles de expresion de NAT1 en pacientes pediatricos
con LLA-B y sujetos control.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Definicién de la poblacion y obtencién de muestras sanguineas

El presente trabajo es un estudio transversal donde fueron incluidos nifios menores
de 18 afios con diagnostico 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 provenientes del area de
Pediatria del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”. Se cont6 con un grupo
de pacientes con LLA-B con una n=17 y un grupo de sujetos control con una n=17.
Se les extrajo a los participantes sangre venosa periférica en tubos Vacutainer de 6
mL con EDTA. El plasma fue separado por medio de centrifugacion, se hicieron
alicuotas en tubos eppendorf de 1.5 mL. Las muestras de plasma se almacenaron

a -80°C hasta su uso.

3.2 RT-gPCR

El ARN total fue extraido a partir de 17 muestras de plasma de pacientes con LLA-
B y de 17 sujetos sanos utilizando el método del TRIzol (Introvigen). La cantidad y
pureza del RNA se determiné mediante medicion espectrofotométrica a 260 nm
utilizando el espectrofotométro Epoch (BioTek), el ARN fue almacenado a -80°C
hasta su utilizacion. EI DNAc fue sintetizado a partir de 300 ng de ADNc por medio
de transcripcion reversa utilizando el TagMan MicroRNA reverse transcription Kit

(Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones de manufactura.



La expresion relativa de los miRNAs miR-1290 y miR-26b, seleccionados como
potenciales reguladores de NAT1, fue evaluada por medio de gPCR utilizando como
control endégeno miR-16-5p. Las reacciones de qPCR se realizaron por duplicado
incluyendo un control negativo sin templado (NTC) en el sistema de deteccion BIO-
RAD CFX96 (BioRad Laboratories, Hercules, EUA), con el uso de gPCR
ProbesMaster (Jena Bioscience) y con primers especificos para cada miRNA. Se
realizé una gPCR duplex para miR-1290/miR-26b y una gPCR individual para miR-

16-5p. La expresion relativa de los miRNAs fue determinada empleando el método
2—ACt.

3.3 Andlisis estadistico

El analisis estadistico correspondiente se realizé con el programa IBM SPSS
Statistics v.21. y GraphPad v.5. La comparacion de la expresion de los miRNAs
entre ambos grupos se evalud utilizando la prueba U de Mann Whitney. Se analiz
la asociacion entre las variables explicativas (valor absoluto de NAT1, globulos
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 andlisis del
coeficiente de correlacién de Spearman. En el caso de variables categoricas se
evaluo la asociacién 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 como diferencia

estadisticamente significativa.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio se incluyeron 17 pacientes con LLA y 17 sujetos sanos 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 indicé que no existen diferencias en la
media del peso, IMC y estatura en los pacientes con LLA, comparado con el grupo
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control, lo que indica una homogeneidad en las caracteristicas demogréficas y
antropométricas en los sujetos de ambos grupos de estudio. Se evaluaron las
variables hematologicas 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 comparado con el grupo control (p<0.0001), de
igual manera se observa una disminucion significativa en los valores de linfocitos y
eritrocitos (p=0.0022)

A partir del RNA obtenido del plasma de los 17 pacientes con LLA y los 17 controles,
se evaluo por medio de RT-qPCR la expresion relativa de miR-1290 y miR-26b. Se
utilizé el método de 22 para determinar la expresion relativa de miR-1290 y miR-
26b, utilizando como control enddégeno a miR-16-5p. mMiR-1290 mostré6 una
diferencia marginalmente significativa en su expresidon 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, mientras que en miR-26b no

se observoé ninguna diferencia significativa entre ambos grupos de estudio.

Se llevd a cabo la estratificacion de pacientes y controles en base a las
caracteristicas de sexo, IMC y recaida, encontrando en el grupo de mujeres con
LLA una diferencia significativa en la expresion de miR-1290 comparada con el
grupo control (p=0.009), de igual manera se encontré que aquellos pacientes que

mostraban mayor expresion de miR-1290 pertenecian al grupo de recaida

Por otra parte, 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 ni con las variables hematoldgicas de glébulos blancos, eritrocitos

y hemoglobina.

La leucemia linfoblastica aguda es el tipo de cancer mas comun en nifios. A pesar
de que 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

5



reconocidos como una clase de moléculas pequefias de RNA no codificantes, que
desempefian un rol importante en la regulacion de la expresion génica a nivel post-
transcripcional. La evidencia emergente ha confirmado la importante funcién de los
MiRNAs en el desarrollo y progresiéon de cancer, incluido LLA. La expresion
aberrante de distintos miRNAs circulantes parece afectar la expresion de sus genes
blancos, contribuyendo al proceso de carcinogénesis, por lo que resultan ser
potenciales biomarcadores de diagndstico, prondstico y blancos terapéuticos en
LLA. (Lu 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 evalud la expresion relativa de miR-1290 y miR-26b en
plasma de pacientes pediatricos con LLA y se comparé 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 globulos blancos, linfocitos, eritrocitos y hemoglobina se encontraban

disminuidos en pacientes con LLA.

Un estudio previo realizado en nuestro equipo de investigacién por Hérnandez O. et
al, se encontr6 un menor porcentaje de expresion, asi como una actividad
disminuida de NAT1 en pacientes pediatricos con LLA comparado con un grupo
control. La expresion al alta de miR-1290 pudiera tener relacion con niveles bajos
de NATL1, sin embargo, dicho trabajo fue evaluado en CMN, por lo que resultaria
relevante evaluar los niveles de expresion de miR-1290 en dichas células y
comparar su expresion con miR-1290 circulante en plasma o bien, incrementar el

namero de muestras analizadas para aumentar la significancia estadistica.

5. CONCLUSIONES
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
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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.

Finalmente, miR-1290 y miR-26b no mostraron asociaciébn con las variables
hematoldgicas de glébulos blancos, linfocitos, eritrocitos y hemoglobina, sugiriendo
que dichos miRNAs no juegan un papel directo en la regulacion de la

hematopoyesis.
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