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Resumen en espaiiol

Introduccion: La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es un cancer frecuente en
nifos caracterizado por altos niveles de blastos en la médula 6sea, influenciado por
factores genéticos y del microambiente. Variantes genéticas de la enzima NAT1,
regulada por miRNAs y LncRNAs se ha asociado con predisposicion a LLA.
Objetivo: Este estudio analiz6 las caracteristicas de los exosomas de pacientes
con LLA en diagndstico reciente, en tratamiento y controles sanos, evaluando su
tamafio, potencial zeta, inmunofenotipo y expresién de miR-1290, miR-26b, miR-
126 y LncRNA H19. Resultados: Los exosomas de pacientes con LLA mostraron
mayor tamafio y menor complejidad respecto a controles, con niveles mas bajos de
exosomas CD81+CD63+CD9+, particularmente en casos de diagnéstico reciente.
También se detecté menor expresion de CD19 y mayor de CD34 en los pacientes
de LLA, mientras que CD10 se expresé en ambos grupos. Ademas, pacientes con
LLA, especialmente del subtipo Pro-B (B1), presentaron un aumento significativo
en la expresiéon de miR-1290 y LncRNA H19 en comparacién con controles.
Conclusion: Estos resultados sugieren que los exosomas no solo reflejan la
fisiopatologia de LLA, sino que también podrian desempefiar un papel crucial en su
desarrollo y progresion. Por tanto, los exosomas y su contenido de RNA no
codificante destacan como posibles biomarcadores para el diagndstico y prondstico
de la enfermedad. Este hallazgo abre la puerta a investigaciones futuras para

entender mejor su rol funcional y su potencial en terapias dirigidas.

Palabras clave: Leucemia linfoblastica aguda, LLA, Exosomas, miRNAs, miR-
1290, miR-26b, miR-126, LncRNA H19, NAT1, Biomarcador, Inmunofenotipo,

Tamafio de particula, Potencial zeta
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Resumen en inglés

Introduction: Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a common cancer in children
characterized by high levels of blasts in the bone marrow, influenced by genetic
and microenvironmental factors. Genetic variants of the enzyme NAT1, regulated
by miRNAs and LncRNAs, have been associated with predisposition to ALL.
Objective: This study analyzed the characteristics of exosomes from newly
diagnosed ALL patients, under treatment and healthy controls, evaluating their
size, zeta potential, immunophenotype and expression of miR-1290, miR-26Db,
miR-126 and LncRNA H19. Results: Exosomes from ALL patients showed larger
size and lower complexity compared to controls, with lower levels of
CD81+CD63+CD9+ exosomes, particularly in newly diagnosed cases. Lower
CD19 and higher CD34 expression was also detected in ALL patients, while CD10
was expressed in both groups. In addition, ALL patients, especially of the Pro-B
(B1) subtype, had significantly increased expression of miR-1290 and LncRNA H19
compared to controls. Conclusion: These results suggest that exosomes not only
reflect the pathophysiology of ALL, but may also play a crucial role in its
development and progression. Therefore, exosomes and their non-coding RNA
content stand out as potential biomarkers for the diagnosis and prognosis of the
disease. This finding opens the door for future research to better understand their

functional role and their potential for targeted therapies.
Keywords: Acute lymphoblastic leukemia, ALL, Exosomes, miRNAs, miR-1290,

miR-26b, miR-26b, miR-126, LncRNA H19, NAT1, Biomarker, Immunophenotype,

Particle size, Zeta potential.
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Introduccién

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es un tipo de cancer que afecta a la sangre
y la médula ésea, caracterizado por la proliferacion descontrolada de linfoblastos
inmaduros. Estos linfoblastos, que normalmente se desarrollan en células
sanguineas sanas, se acumulan y desplazan a las células normales,
comprometiendo la produccién de globulos rojos, glébulos blancos y plaquetas.
Esto puede llevar a sintomas como anemia, fatiga, infecciones recurrentes y
sangrado. A pesar de los avances en el tratamiento de la LLA, su etiologia sigue
siendo un desafio para la comunidad cientifica. Si bien se han identificado algunos
factores de riesgo, como la exposicion a radiacion ionizante y ciertos sindromes
genéticos, la causa exacta de la LLA en la mayoria de los casos permanece
desconocida. Esta falta de conocimiento dificulta el desarrollo de estrategias de
prevencion y de tratamiento efectivas. En la busqueda de factores que contribuyan
al desarrollo de la LLA, la enzima arilamina N-acetiltransferasa 1 (NAT1) ha surgido
como un candidato prometedor. Esta enzima, involucrada en la metabolizacion de
farmacos, ha sido relacionada con diferentes tipos de céancer. Su papel en la
regulacion del ciclo celular y la apoptosis la convierte en un factor de interés para
comprender los mecanismos moleculares que subyacen ala LLA. En este contexto,
el presente texto se propone explorar las caracteristicas de los exosomas liberados
por las células leucémicas los cuales pueden contener informacion sobre la
enfermedad, niveles de expresion de proteinas y miRNAs. Esto los convierte en
potenciales biomarcadores para el diagnostico, prondstico y seguimiento de la LLA.
A través de este trabajo de investigacion cientifica y la presentacion de datos

relevantes, se busca contribuir al avance en la comprension de la LLA.
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Antecedentes

Leucemia linfoblastica aguda

La Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) se caracteriza por una proliferacion masiva

de glébulos blancos y presencia de blastos en sangre los cuales presentan
marcadores de baja madurez celular como CD34 y presencia de antigeno comun
de leucemia linfoblastica aguda llamado antigeno CALLA (CD10). La LLA es la
principal causa de muerte por afecciones oncoldgicas en nifios menores de 15 afios
y representa el 30% de todos los tipos de cancer pediatrico en el mundo (Mejia-
Aranguré, 2016). En México la tasa de incidencia es de 44.5 casos por cada millon
de habitantes (Jiménez-Morales et al., 2017) y su etiologia permanece poco
conocida. Sin embargo, se han descrito factores genéticos, Sindrome de Down,
Sindrome de Shwachman, Sindrome de Bloom, fisicos, como las radiaciones
ionizantes, exposicion a pesticidas, benceno e infecciones virales (Bailey et al.,
2015). Ademas, el riesgo de desarrollar LLA se asocia con el fenotipo de enzimas
metabolizadoras de xenobidticos como la N-acetiltransferasa 1 (Hernandez-
Gonzalez et al., 2018).

Arilamina N-Acetiltransferasa 1

La arilamina N-acetiltransferasa 1 (NAT, EC 2.3.1.5) es una enzima citosdlica
metabolizadora de farmacos, es una enzima citosdlica involucrada en el
metabolismo de fase Il y en la biotransformacion de farmacos. Esta enzima
transfiere un grupo acetilo del acetil CoA a aminas aromaticas y heterociclicas como
el 4cido-p-aminobenzoico (PABA) y el acido p-aminosalicilico (PAS) (Jancova et
al., 2010). NAT1 se encuentra expresada en células de higado, vejiga, tejido
mamario, préstata, pulmoén, sistema digestivo y células sanguineas de adultos. El
gen NAT1 que codifica para la proteina NAT1 se encuentra ubicado en el

cromosoma 8 (especificamente, NAT1 en 8p21.3-23.1). Sin embargo, se ha
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descrito su papel en diferentes tipos de canceres, al estar involucrada en la
regulacion del ciclo celular y la apoptosis (Carlisle et al., 2016). Esta enzima
presenta diversos mecanismos de regulacién como variantes genéticas, mediante
el microRNA; miR-1290 (Endo et al., 2013a) y el RNA largo no codificante H19 (Sun
etal.,, 2021).

NAT1 se ha asociado a cancer debido a su papel regulador de la proteina p53 (L.
L. Wang et al., 2018) asi como de la acetil coenzima Ay la coenzima A Un aumento
en la cantidad de acetil coenzima A promueve el crecimiento celular y la mitosis,
mientras que una mayor cantidad de coenzima A favorece la apoptosis (Hernandez-
Gonzalez et al., 2022).

RNA no codificante miRNAs y LncRNAs

Los microRNA (miRNA) son pequefios RNA no codificantes (RNA de 20 a 24
nucleétidos) que regulan la expresion de genes eucaridticos postranscripcional
mente mediante la degradacién o inhibicion de la traduccibn de sus RNA
mensajeros (RNA mensajero) (Saliminejad et al., 2018). Los miRNAs han sido
estudiados en cancer, algunos se han asociado a la progresion de la enfermedad y
otros se encuentran elevados o disminuidos (Smolarz et al., 2022). El miR-1290
regula la expresion de NAT1 a nivel de RNA mensajero y a nivel de proteina en
cancer de mama (Endo et al., 2013). En cambio, los LncRNA son moléculas de
hasta 200 nucledtidos, que activan o reprimen factores de transcripcion,
transportando miRNAs o modificando la estructura del ADN y las histonas (Longley
& Johnston, 2005). El largo no codificante LncRNA H19 media la metilacion del
promotor de NAT1 regulando su expresion a nivel de RNA mensajero y a nivel de
proteina (Sun et al., 2022b). Este material genético no codificante puede
empaquetarse en micro vesiculas lipidicas y generar sus efectos en las células
diana a distancia y actuar como mecanismos epigenéticos que participan en el

desarrollo y progresion del cancer.
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Exosomas

Los exosomas son micro vesiculas de 100 nm de diametro que se generan por la
via del endosoma y contienen material genético en su carga exosomal y proteinas
de superficie como las tetraspaninas (CD81, CD63 y CD9) (Zhou et al., 2016). Los
exosomas se pueden encontrar en orina, saliva y suero y son un vehiculo de
transporte de material genético para evaluar los cambios en la célula de la que se
originan y regular genes en su célula diana facilitando la comunicacion célula-
célula. Sin embargo, se desconoce la relacion entre la presencia de miRNAs
presentes en los exosomas y su implicacion en la regulacion de la expresion y
actividad de NAT1. Por ello, en este proyecto se estudio las caracteristicas de los
exosomas de sangre periférica de pacientes con LLA y si contenian los miRNAs
miR-1290, miR-26b, miR-126 y LncRNA H19 relacionados con regulacion de NAT1.

Justificacion

NAT1 es una enzima que participa en el metabolismo de farmacos, la cual se ha
asociado con el desarrollo de leucemia linfoblastica aguda. Ademas, La enzima
NAT1 puede regular el ciclo celular y la apoptosis, NAT1 a su vez es blanco de
regulacion por presencia de variantes genéticas y RNA no codificante (miRNAs y
LncRNA), los cuales pueden estar contenidos en micro vesiculas llamadas
exosomas. Estos exosomas son liberados por las células leucémicas. Por lo tanto,
es importante conocer si los exosomas liberados por estas células, contienen
material genético que pueda regular a NAT1 especificamente los miRNAs miR-
1290, miR-26b, miR-126 y LncRNA H19 relacionados con regulacion de NAT1 y

por ende generar cambios en las células diana de estos exosomas.
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Hipotesis

Los exosomas de pacientes con leucemia linfoblastica aguda contienen los miRNAs
miR-1290, miR-26b, miR-126 y LncRNA H19 capaces de modificar la expresion
génica y/o funcién de NATL1.

Objetivos

General

Determinar los miRNAs miR-1290, miR-26b, miR-126 y LncRNA H19 contenidos
en exosomas provenientes de suero de pacientes con leucemia linfoblastica aguda
que interfieren con la expresion y funcion de NAT1 y puedan usarse como posibles

biomarcadores.

Especificos

. Aislar y purificar los exosomas provenientes de suero de pacientes con leucemia
linfoblastica aguda.

. Caracterizar los exosomas provenientes de suero de pacientes con leucemia
linfoblastica aguda mediante citometria de flujo multiparamétrica.

. Evaluar mediante técnicas bioinformaticas los miRNAs y LhcRNAs cuyo blanco sea
NATL.

. Evaluar mediante RT-PCR la presencia de los miRNAs miR-1290, miR-26b, miR-
126 y LncRNA H19 relacionados con regulacion de NAT1 en los exosomas

provenientes de suero de pacientes con leucemia linfoblastica aguda.
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Material y métodos

Tipo de estudio

El estudio es observacional, exploratorio, piloto y transversal.

Universo de estudio

Muestras de sangre de un grupo control de 18 nifios menores de 18 afios, que no
presentaron ningun tipo de neoplasia y un grupo de 13 nifilos con diagndstico de
LLA tipo B del Hospital Central “Dr Ignacio Morones Prieto”, San Luis Potosi, SLP.
El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Central con nimero
de registro 25-17. Los pacientes de LLA se clasificaron en diagndstico reciente, bajo

tratamiento y por el tipo de leucemia que cursaban (pre-B, pro-B, B Comun).

Preparacion de muestras

Las muestras de sangre se recolectaron a través de la vena ante cubital para los
pacientes con LLA (n=13), durante el proceso de canalizacién en el area de
oncologia pediatrica del Hospital Central “Dr Ignacio Morones Prieto”. Se permitio
la coagulacion de las muestras de sangre por 30 min a temperatura ambiente. Para
eliminar los restos celulares, el sobrenadante se centrifugd a 3000 g por 15 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, se procedié a aislar y purificar los
exosomas mezclando 500 uL de suero libre de células con 126 uL del polimero
Exoquick (System Biosciences, numero de catdlogo EXOQ5A-1) e incubar durante
30 min a 4°C. Se realiz6é un paso de centrifugacién a 1500 g por 30 min a 4°C,
seguido de otro a 12 000 g durante 2 min a 4°C para eliminar el sobrenadante. El
sedimento de exosomas se resuspendieron en agua libre de nucleasas y se

almacenaron a -80°C.
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Caracterizacion fisica

El tamafio de particula del exosoma y el potencial Zeta se realizaron utilizando el
instrumento Zetasizer Nano ZS TM y el software Zeta Sizer version 7.12 (Malvern
Instruments, Reino Unido). El equipo esta disponible en el Laboratorio de

Biopolimeros y Nanoestructuras de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UASLP.

Citometria de flujo

Los exosomas se unieron a perlas magnéticas anti-CD81 (Thermofisher, nimero
de catélogo: 10616D) durante la noche siguiendo las instrucciones del fabricante.
Los complejos perlas-exosomas se tifieron con anticuerpos monoclonales: anti-
humano CD3-PE-Cy7 (niumero de catalogo: 560910, Clon SK7), anti-humano CD9-
FITC (numero de catalogo: 312103, Clon H19a), anti-humano CD10-APC (nimero
de catdlogo: 312209, Clon HI10a), anti-humano CD19-PE-Cy7 (numero de
catalogo: 560911, Clon SJ25C1), anti-humano CD34-PerCP (numero de catalogo:
340430, Clon 8G12) y anti-humano CD63-Alexa Fluor 700 (nimero de catalogo:
353023, Clon H5C6) y se incubd 30 min a 4°C. Luego, el complejo perla-Exosoma
se recolect6 para analizar en el citometro de flujo FACS Canto Il con el software
FACS DIVA (BD) y el software FlowJo V10.6.1 (BD).

Extraccion de RNA exosomal

El RNA exosomal se aislé mediante la técnica de separacion de fases con trizol-
cloroformo. Se agregd reactivo TRIzol LS (500 uL) (Thermo Fisher Scientific,
10296-028) y cloroformo (200 pL) a cada muestra exosomal. Las muestras se
mezclaron por agitacion durante mas de 30 segundos y se incub0 a temperatura
ambiente por 10 min. La separaciéon de fases se realiz6 mediante centrifugacion a
12.000 g a 4°C durante 15 min, recibiendo la fase acuosa en 500 L de isopropanol
y dejando precipitar durante la noche a -80°C. Al dia siguiente, se centrifugd durante
10 min a 12.000 g a 4°C, se descarto el sobrenadante y se resuspendio el pellet en

1 mL de Etanol al 75%. Después de centrifugar durante 5 min a 7500xg a 4°C, se
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descarté el sobrenadante y se dejé secar el pellet durante 5 min en hielo; se
resuspendioé en 20 pL de agua libre de nucleasas. La cantidad y calidad del RNA
aislado se midio con el espectrofotometro EPOCH. Los miRNAs miR-26b-5p, miR-
126 y miR-1290 y LncRNA H19 se seleccionaron mediante técnicas bioinformaticas
como posibles reguladores de NAT1 y se evalud su presencia en el RNA exosomal

mediante RT-PCR. El gen U6 se utilizé como control endogeno.

PCR de miRNAs y LhnCRNAs

Las secuencias de los cebadores se describen en la Tabla 2. El ADNc se ajusto a
una concentracion de 100 ng/uL. La amplificacion por PCR y la lectura en tiempo
real se realiz6 en un CFX96 Touch™ (Bio-Rad© Laboratories, Inc.). Las
condiciones del termociclador fueron las siguientes: 95 °C durante 10 min para H19
y 3 min para U6, seguido de 45 ciclos a 95 °C durante 15 s y 60 °C durante 1 min.
No se ejecutd ningun control de plantilla sin ADNc en cada experimento para
garantizar que no hubiera amplificacion por ADN contaminante. La expresion

relativa de cada gen se obtuvo utilizando el 2°(—delta delta CT).

Anadlisis estadistico

Se realizé analisis univariados para evaluar la distribucion de cada variable,
utilizando pruebas de normalidad y log-normalidad (Anderson-Darling, D'Agostino
& Pearson; Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov). Las diferencias entre grupos se
estimaron con una prueba T de Student o un ANOVA en datos paramétricos y una
prueba U de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis en casos de datos no paramétricos
gue requirieran comparaciones multiples. Las variables dicotdbmicas o nominales se
expresaron como frecuencias y porcentajes. Se utilizé el estadistico U de Mann-
Whitney para analizar la diferencia en las variables antropométricas, clinicas y
bioquimicas segun el grupo de estudio. Se considero un intervalo de confianza del
95% y un valor p < 0,05 con significancia estadistica. Todos los analisis estadisticos
se realizaron en GraphPad Prism 10.1.1., los graficos utilizando R STUDIO
2024.04.2 Build 764, biblioteca ggplot 3.5.1 y el analisis PCA se realizd con la
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biblioteca factoextra 1.0.7.

Resultados

Se reclutaron 18 sujetos sanos y 13 pacientes con LLA. La mediana de edad de los
sujetos fue de 8,2 afios (£3,9) y 8,9 afnos (+4,5), respectivamente; la distribucion
por sexos para el grupo control fue de 12 nifios y 6 niflas; para el grupo de LLA, fue
de 8 varones y 5 mujeres. En el grupo de LLA, se encontré 3 pacientes clasificados
como recidivantes en el momento del estudio y por EGIL se identificd Pro-B (B1),
LLA comin (B2) y LLA Pre-B (B3) siendo 2 sujetos, 8 sujetos y 3 sujetos,
respectivamente. Ademas, los pacientes con LLA se clasificO segun su régimen
terapéutico; en aquellos pacientes si estaban bajo tratamiento o de diagnéstico
reciente, siendo 9 sujetos en tratamiento y 4 de diagndstico reciente. Las
caracteristicas clinicas y bioquimicas de la poblacién de estudio se describen en la
Tabla 1. Los sujetos con LLA presentaron un namero significativamente mayor de
glébulos blancos, linfocitos, eritrocitos, hemoglobina y hematocrito en comparacion

con el grupo control (Tabla 1).

Los exosomas de pacientes con LLA son mas grandes y menos complejo

Se evalu6 el tamafio de particula de los exosomas de pacientes con LLA y sujetos
control, revelando un tamafio de particula significativamente mayor en el grupo de
pacientes con LLA (p=0,0071) en comparacion con el grupo control (Figura 1A). El
tamafio de particula de los exosomas también se evalué clasificando a los
pacientes con LLA bajo la clasificacion EGIL donde los pacientes con LLA
independientemente de la clasificacion EGIL mostraron un mayor tamafio de
particula de los exosomas en comparacion con el grupo control (Figura 2A).
Asimismo, se encontrd un tamario significativamente mayor de los exosomas para
el grupo de pacientes en tratamiento respecto al grupo control (p=0,0083) (Figura
3A). La complejidad de los exosomas se evalué con el potencial zeta, y se observo

un potencial zeta significativamente mayor en el grupo de pacientes (p=0,0014)
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(Figura 1B). El potencial zeta de los exosomas también se analizé en los pacientes
con LLA segun la clasificacion EGIL, pero no se encontré diferencias entre los
grupos (Figura 2B). Ademas, se detectd un potencial zeta mayor tanto para el
grupo de tratamiento como para el grupo de recién diagnéstico en comparacion con
el grupo control (p=0,0095) y (p=0,0207), respectivamente (Figura 3B).
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Tabla 1. Datos demograficos, antropométricos, clinicos y hematologicos de los sujetos de estudio

n
Sex
Male
Female
Age (years)
Weight (Kg)
Height (m)
BMI (Kg/m2)
Relapse
No
Yes
EGIL
ALL pro-B (B1)
ALL common(B2)
ALL pre-B (B3)
Condition
Treatment
First Diagnosis

Clinical Parameters

White Blood Cells (K/uL)

Lymphocytes (K/uL)

Monocytes (K/uL)

Neutrophiles (K/uL)

Erythrocytes (M/uL)

Hemoglobin (g/dL)
Hematocrit (%)

Platelets (K/uL)

Control Group

18

12 (66.67%)
6 (33.33%)
8.2+3.9
36.06 + 17.88
1.14 +0.32

26.62 + 3.30

NA

NA

NA
NA

NA

NA

NA

518+ 2.72
1.24 +0.60
0.50+0.19
2.68 +1.27
5.04 £0.32
14.13+0.78
40.61 £2.47

273 +67.23

ALL Group

13

8 (61.54%)

5 (38.46%)
8.9+45
38.05 + 21.37
1.37 +0.29

22.43+360"

10 (76.93%)

3 (23.07%)

2 (15.4%)
8 (61.5%)

3 (23.1%)

9 (69.23%)

4 (30.77)

582+1.17
2.67£0.65™
0.44 +0.15
3.30+2.60
3.87+0.32™
12.31+1.89"
37.28 + 6.42"

314.8 £138.1

p

ns
ns
ns

p=0.0022

ns
p<0.0001
ns
ns
p<0.0001
p=0.0047
p=0.0367

ns
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Tabla 2. Secuencias de primers utilizadas para la RT-PCR.

TARGET Primer Secuencia
miR-1290 STEM LOOP GTGTCGTCTAGCACAGGGTCCGTTGGTCCAGCTAAG
GTACCTGTGCTAGACGCACTCCTG
Cebador directo CATGCAGTATGGATTTTTGGA
Sonda CTGTGCTAGACGACACTCCCTGA
miR-26b GTGTCGTCTAGCACAGGGTCCGTTGGTCCAGCTAAG
STEM-LOOP GTACCTGTGCTAGACGACACCCTAT
Cebador directo CGAGCAGTATTCAAGTAATTC
Sonda TGTGCTAGACGACACACCTATCCT
miR-126 STEM-LOOP GTGTCGTCTAGCACAGGGTCCGTTGGTCCAGCTAAG
GTACCTGTGCTAGACG CACCGCGTA
Cebador directo GCATCGTTGTACATTATTACTTT
Sonda TGCTAGACGACACCGCGTACCA
LncRNA H19 | Reverse GCTTCACCTTCCAGAGCCGAT
Forward TCCGGCCTTCCTGAACACCT
Figura 1
A) B)

ok

Particle Size (nm)

**

Control Group ALL

Z Potential (mV)

Control Group ALL

Figura 1. Caracterizacion fisica de los exosomas. (A) Tamafo de particula en

nanémetros (nm) para el grupo control y el grupo de LLA (p=0,0071 mediante la

prueba U de Mann-Whitney). (B) Potencial zeta en milivoltios (mV) para el grupo

control y el grupo de LLA (p=0,0014 mediante la prueba U de Mann-Whitney). *p <

0,05, **p < 0,01. Los recuadros muestran los rangos intercuartilicos y las barras
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representan los valores maximo y minimo.

Figura 2

A) B)

160 ns

Particle Size (nm)
Z Potential (mV)

Control Group Pro-B (B1) ALL Common (B2) ALL Pre-B (B3) Control Group Pro-B (B1) ALL Common (B2) ALL Pre-B (B3)

Figura 2. (A) Tamafio de particula en nandmetros para los grupos clasificados por
el Grupo Europeo para la Clasificacion Inmunoldgica de las Leucemias (EGIL)
(p=0,184 por Kruskal Wallis con comparaciones multiples). (B) Potencial zeta en
milivoltios (mV) para los grupos clasificados por el Grupo Europeo para la
Clasificacion Inmunoldgica de las Leucemias (EGIL) (p=0,248 mediante prueba de
Kruskal Wallis con comparaciones multiples). *p < 0,05, **p < 0,01. Los recuadros

muestran los rangos intercuartilicos y las barras representan los valores maximo y

minimo.
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Figura 3

A) B)

Particle Size (nm)

ns
ns

*k *k

ns -

Z Potential (mV)

Control Group First Diagnosis  Therapy Protocol Control Group First Diagnosis Therapy Protocol

Figura 3. (A) Tamafo de particula en nanémetros de los exosomas para los grupos
clasificados por afeccién, tanto si estaban en tratamiento (Protocolo de Terapia)
como si tenian un diagndstico reciente o el primer diagnéstico en el momento del
estudio (p=0,0083 para el Grupo Control frente al Protocolo de Terapia mediante
Prueba de Kruskal Wallis con comparaciones multiples). (B) Potencial zeta en
milivoltios (mV) para los grupos clasificados por tratamiento (Protocolo de Terapia)
o diagnostico reciente en el momento del estudio (p=0,0095 para Grupo Control vs
Protocolo de Terapia y p=0,0207 para Grupo Control vs Primer Diagndstico
mediante prueba de Kruskal Wallis con comparaciones multiples ). *p < 0,05, **p <
0,01. Los recuadros muestran los rangos intercuartilicos y las barras representan

los valores maximo y minimo.
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Los exosomas de pacientes con primer diagnostico de LLA muestran

diferente inmunofenotipo

Se evaluo la presencia de la tetraspanina CD9 y la integrina CD63, marcadores
caracteristicos de los exosomas, mediante citometria de flujo siguiendo la
estrategia de analisis (Figura 4). Ademas, se evalud la expresion de CD81, una
tetraspanina presente en las perlas magnéticas utilizadas para la evaluacion de los
exosomas. Por lo tanto, los exosomas se caracterizaron como CD81+CD61+CD9+.
Dado que los exosomas se generan a traveés de la via endosomal utilizando la
membrana plasmatica de la célula, portan marcadores caracteristicos de la célula
gue los liberd. Se evalué CD3, un complejo multiprotéico que transmite sefales a
través del TCR al interior de la célula y que es caracteristico de los linfocitos T asi
como CD19, una proteina transmembrana presente en los linfocitos B. Se observo
gue la expresion de exosomas CD81+CD61+CD9+ fue significativamente menor
(p=0,0001) en el grupo de LLA respecto al grupo control (Figura 5A). Los niveles
de CD81+CD63+CD3+ no mostraron diferencias entre los grupos (Figura 5B).
Cuando se evalué el marcador CD19, se detecté una disminucién en el grupo de
pacientes con LLA respecto al grupo control (p=0,001) (Figura 5C). Dado que los
pacientes con LLA presentan blastos en circulacion, y estos blastos son CD34+,
una glicoproteina de membrana implicada en la adhesion, migracion y
diferenciacion, se evaluo la expresidn de este marcador para determinar si estas
células pueden liberar exosomas. Dado que estas células tienen un bajo nivel de
maduracion, seria interesante investigar si se comunican con otras células a través
de la via de los exosomas. La presencia de moléculas CD81+ CD63+ CD34+ en
los exosomas mostr6 un aumento significativo entre los grupos control y LLA
(p=0,0095) (Figura 5D). Todos los exosomas que se analizaron son CD81+ por las

perlas magnéticas CD81+ utilizadas por citometria de flujo.
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Figura 4
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Figura 4. Estrategia de citometria de flujo para el inmunofenotipo de exosomas. (A)
Estrategia experimental para determinar el tamafio y la complejidad de las perlas
magneéticas acopladas a exosomas. (B) Estrategia para evaluar la expresion de
CD9 y CD63 en los exosomas. (C) Histograma informativo sobre la especificidad

de las microesferas magnéticas CD81+ CD63+ para unir exosomas CD9+.

Posteriormente, en el andlisis de inmunofenotipo de los exosomas en los pacientes
con LLA segun clasificacién EGIL, se observé una disminucién en la expresion de
exosomas CD81+CD63+ CD9+ entre el grupo control y los pacientes con leucemia
Pro-B (B1) (p=0,035) y leucemia comian en comparacion con el grupo control (B2)
(p=0,0027) (Figura 6A). Para los exosomas CD81+CD63+CD9+CD3+ se observé
una disminucién en la expresion de exosomas para el grupo de leucemia comdn
(B2) (p=0,039) en comparacion con el grupo control (Figura 6B). De igual forma los
niveles de exosomas CD81+CD63+CD9+CD19+, son menores en el grupo de LLA
comun (B2) (p=0,0003) en comparacion con el grupo control (Figura 6C). En
contraste, Los niveles de exosomas CD81+CD63+CD9+CD34+ son mayores en el
grupo de leucemia comun (B2) (p=0,025) en comparacion con el grupo control
(Figura 6D).
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Figura5
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Figura 5. Inmunofenotipo de exosomas para el grupo control y el grupo de LLA (A)
Niveles de CD81+ CD63+ CD63+ CD9+ (p=0,0001). (B) Niveles de exosomas
CD81+ CD63+ CD63+ CD3+ (p=0,3521). (C) Niveles de exosomas CD81+ CD63+
CD63+ CD19+ (p=0,001). (D) Niveles de exosomas CD81+ CD63+ CD63+ CD34+
(p=0,0095). Todos los valores se establecieron mediante la prueba U de Mann-
Whitney. *p < 0,05, **p < 0,01. Los recuadros muestran los rangos intercuartilicos

y las barras representan los valores maximo y minimo.
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Figura 6
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Figura 6. Inmunofenotipo de exosomas para los grupos clasificados por el Grupo
Europeo para la Clasificacion Inmunoldgica de las Leucemias (EGIL). (A) Niveles
de exosomas CD81+ CD63+ CD63+ CD9+ (p=0,0027) para el grupo control frente
a la LLA comun (B2) y p=0,0035 para grupo control respecto LLA Pro-B (B1)). (B)
Niveles de exosomas CD81+ CD63+ CD63+ CD3+ (p=0,039) para el grupo control
frente ala LLA comun (B2). (C) Niveles de exosomas CD81+ CD63+ CD63+ CD19+
(p=0,0003) para el grupo control frente a la LLA comun (B2). (D) Niveles de
exosomas CD81+ CD63+ CD63+ CD34+ (p=0,025) para el grupo control frente a
la LLA comun (B2). Se utilizé la prueba de Kruskal Wallis con comparaciones
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multiples. *p < 0,05, **p < 0,01. Los recuadros muestran los rangos intercuartilicos

y las barras representan los valores maximo y minimo.

Si los pacientes con LLA se encontraban bajo un régimen terapéutico o de recién
diagnostico se encontré una disminucion significativa de los niveles de exosomas
CD81+CD63+CD9+ (p=0,0095 ) y en la expresion de exosomas
CD81+CD63+CD9+CD19+ en el grupo de tratamiento y en el grupo de diagnéstico
reciente en comparacion con el grupo control (p = 0,0261) y un aumento en la
expresion de CD81+CD63+CD9+ del grupo con LLA que se encontraba bajo un
régimen terapéutico respecto al grupo control (p = 0,0315) (Figura 7A, 7C). Del
mismo modo, se observé una disminucibn de la expresion de exosomas
CD81+CD63+CD9+CD3+ en el grupo de diagndstico reciente en comparacion con
el grupo control (p = 0,0095) y respecto al grupo con LLA que se encontraba bajo
un régimen terapéutico (p = 0,0375) (Figura 7B). En contraste, la expresion de
CD81+CD63+CD9+CD34+, se encontré un aumento en el grupo de tratamiento en
comparaciéon con el grupo control (p < 0,0001) (Figura 7D), sin diferencias con el

grupo de nuevo diagndstico.
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Figura 7
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Figura 7. Inmunofenotipo de exosomas para los pacientes clasificados por
enfermedad (Protocolo de terapia o diagndstico reciente/primero en el momento del
estudio). (A) Niveles de exosomas CD81+ CD63+ CD63+ CD9+ (p=0,0095 para el
grupo control frente al protocolo terapéutico). (B) Niveles de exosomas CD81+
CD63+ CD63+ CD3+ (p=0,0062 para el grupo control frente al protocolo de terapia
y p=0,0095 para el grupo control frente al primer diagnostico). (C) Niveles de
exosomas CD81+ CD63+ CD63+ CD19+ (p=0,0001 para el grupo control frente al
protocolo de terapia y p=0,0186 para el grupo control frente al primer diagnostico).
(D) Niveles de exosomas CD81+ CD63+ CD63+ CD34+ (p=0,0001 para el grupo

control frente al protocolo terapéutico). Todo establecido Kruskal Wallis con
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comparaciones multiples). *p < 0,05, **p < 0,01. Los recuadros muestran los rangos

intercuartilicos y las barras representan los valores maximo y minimo.

Dado que la metaloproteasa CD10 (antigeno CALLA), es el antigeno comun de la
LLA, se analiz6 en los exosomas aislados de pacientes y de controles. Para los
exosomas CD81+CD63+CD10+, no se hall6 diferencias entre los grupos control y
de LLA de forma independiente (Figura 8A). Si los pacientes con LLA se
clasificaban con EGIL (Figura 8B) se encontré6 un aumento en los niveles de
exosomas CD81+CD63+CD10+ en el grupo de leucemia comun (B2) respecto al
grupo control (p= 0,0243). Por otro lado, al clasificar a los pacientes con LLA por
tratamiento o condicion de primer diagndstico, los niveles de exosomas
CD81+CD63+CD10+ estaban elevados en los pacientes sometidos a tratamiento
(Figura 8C) en comparacion con el grupo de primer diagnéstico (p = 0,0202) y el
grupo control (p = 0,0032). Se encontré una correlacion positiva entre la expresion
de CD9y CD10 (r=0,578, p = 0,042) solo en el grupo de LLA (Figura 9B).
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Figura 8. Inmunofenotipo de exosomas, expresion de CD10. (A) Niveles de
exosomas CD81+ CD63+ CD63+ CD10+ para el grupo control y el grupo de LLA
(p=0,812 mediante la prueba U de Mann-Whitney). (B) Niveles de exosomas
CD81+ CD63+ CD63+ CD10+ para los grupos clasificados por el Grupo Europeo
para la Clasificacion Inmunoldgica de la Leucemia (EGIL) (p=0,0243 para el grupo
de leucemia comun (B2) respecto al grupo control mediante prueba de Kruskal
Wallis con comparaciones multiples). (C) Niveles de exosomas CD81+ CD63+
CD63+ CD10+ para los grupos tanto si estaban en Protocolo de Terapia o de
diagndstico reciente (p = 0,0202 para el Grupo Control frente al Protocolo de
Terapia y p=0.032 para los pacientes sometidos a tratamiento respecto a el grupo
control mediante Kruskal Wallis con comparaciones multiples). *p < 0,05, **p < 0,01.
Los recuadros muestran los rangos intercuartilicos, y las barras representan los

valores maximo y minimo.
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Figura 9
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Figura 9. Correlacion de la expresion de CD10 y CD9. (A) Correlacion de CD10 y
CD9 incluyendo datos de grupo control y de pacientes con LLA, (r = -0,145, p =
0,566 por Correlacién de Spearman). (B) Correlacion de CD10 y CD9 separado por
grupos (Grupo control y LLA) para el grupo de LLA (r = 0,578, p = 0,042 por
Correlacion de Spearman).

Expresion de miRNAs exosomales

En un estudio previo de nuestro grupo de investigacién, se evalué mediante
técnicas bioinformaticas los posibles miRNAs que podrian regular NAT1 (en
proceso de publicacion). Los miRNAs miR-26b, miR-126 y miR-1290 son conocidos
por estar implicados en la proliferacion, el ciclo celular y la apoptosis son los
posibles reguladores de NAT1. Por lo tanto, se evalud la presencia de estos
mMiRNAs contenidos en la carga exosomal. Lo anterior, puede ser la base para
dilucidar una posible via reguladora para NAT1 en sujetos con LLA. Se observo una
disminucion de la expresion relativa de miR-26b en los pacientes con LLA (p=0,007)

(Figura 10A) en comparacion con el grupo control, esta diferencia se mantiene si
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se divide a los pacientes por EGIL (Figura 10B) encontrando solo diferencia entre
los grupos de LLA Pre-B (B3) (p=0.0342) y Comun (B2) (p=0.0391) respecto al
grupo control. Los pacientes con LLA mostraron una expresion significativamente
menor de miR-26b, independientemente de que estuvieran en tratamiento
(p=0,0063) o fueran de recién diagnostico (p=0,0146) respecto al grupo control
(Figura 10C).

Por otro lado, los niveles de miR-126 en los exosomas de los pacientes con LLA
fueron significativamente menores respecto al grupo control (p=0,0058) (Figura
10D). Asimismo, al clasificar por EGIL o condicion, no se encontré diferencias entre
los grupos de estudio (Figura 10E, 10F). Los niveles de expresiéon de miR-1290
fueron similares entre los grupos control y LLA (Figura 11A) o si se clasifica el
grupo por EGIL (Figura 11B). Aunque existe una tendencia a una mayor expresion
en el grupo Pro-B (B1) en comparacion con el grupo control, el reducido nimero de
pacientes en esta condicibn podria limitar esta diferencia (Figura 11B).
Interesantemente, se observé que los niveles de miR-1290 de los pacientes con un
primer diagnostico de LLA presentaron una expresion mayor de miR-1290
(p=0,0079) en comparacion con el grupo control o con el grupo en tratamiento
(p=0,0169) (Figura 11C).
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Figura 10. Expresion relativa de miR-26b, miR-126. (A) Expresion relativa de miR-
26b en exosomas para el grupo control y el grupo de LLA (p=0,007 mediante la
prueba U de Mann-Whitney). (B) Expresion relativa de miR-26b en exosomas para
los grupos clasificados por el Grupo Europeo para la Clasificacion Inmunoldgica de
la Leucemia (EGIL) los grupos de LLA Pre-B (B3) (p=0.0342) y Comun (B2)
(p=0.0391) respect al grupo control. (C) Expresion relativa de miR-26b en
exosomas para los grupos clasificados segun su condicién, tanto si estaban en
tratamiento (Protocolo de Terapia) como si tenian un diagnostico reciente o el
primer diagndstico en el momento del estudio (p=0,0146 para el Grupo Control
frente al Protocolo de Terapia mediante Kruskal Wallis con comparaciones mdultiples
(D) Expresion relativa de miR-126 en exosomas para el grupo control y el grupo de
LLA (p=0,756 mediante la prueba U de Mann-Whitney). (E) Expresion relativa de
miR-126 en exosomas para los grupos clasificados por el Grupo Europeo para la
Clasificacion Inmunoldgica de la Leucemia (EGIL). (F) Expresion relativa de miR-

126 en exosomas para los grupos clasificados segun la enfermedad, tanto si
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estaban en tratamiento (Protocolo de Terapia) o diagnéstico reciente. *p < 0,05, **p
< 0,01. Los recuadros muestran los rangos intercuartilicos y las barras representan
los valores méximo y minimo.
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Figura 11. Expresion relativa de miR-1290 en exosomas. (A) Expresion relativa de
miR-1290 en exosomas para el grupo control y el grupo de LLA (B) Expresién
relativa de miR-1290 en exosomas para los grupos clasificados por el Grupo
Europeo para la Clasificacion Inmunoldgica de la Leucemia (EGIL). (C) Expresién
relativa de miR-1290 en exosomas para los grupos clasificados segun su condicion,
tanto si estaban en tratamiento (Protocolo de Terapia) como si tenian un
diagnéstico reciente o primero en el momento del estudio (p=0,0079 para Grupo
Control vs Protocolo de Terapia y p=0,0169 para Protocolo de Terapia vs Primer
Diagndéstico mediante Kruskal Wallis con comparaciones mdltiples). *p < 0,05, **p
< 0,01. Los recuadros muestran los rangos intercuartilicos y las barras representan
los valores méximo y minimo.

Expresion del LncRNA exosomal H19

El IncRNA H19 se ha estudiado por su papel en la proliferacion celular, la
metastasis, la invasion y la resistencia a la quimioterapia. También se ha implicado

en la metilacién del ADN, que regula la expresion génica. Recientemente, se ha
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identificado como regulador de NAT1. Por lo tanto, se analizo la expresion de H19
en exosomas por su posible mecanismo regulador de NAT1 a través de la via
exosomal. Cuando se detect6 la expresion de H19 en los exosomas, se observé un
aumento significativo (p=0,0299) en el grupo con LLA en comparacion con el grupo
control (Figura 12A). Sin embargo, cuando se clasific6 por EGIL, se encontrd
diferencias significativas entre el grupo de LLA comun B2 y el grupo control
(p=0.0385), y el grupo Pro-B (B1) respecto al grupo control (p=0.0257), Pro-B (B1)
es el tipo de leucemia que muestra la mayor expresion relativa de H19, aunque no
hay diferencias significativas con respecto a los otros subtipos de EGIL. (Figura
12B). Se detectd un aumento significativo de la expresion de H19 en los pacientes
con el primer diagnostico de LLA en comparacion con el grupo control (p=0,0386)
(Figura 12C).
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Figura 12. Expresion relativa del IncRNA H19. Expresion relativa del IncRNA H19.
(A) Expresion relativa del IncRNA H19 en exosomas para el grupo control y el grupo
de LLA (p=0,0299 mediante la prueba U de Mann-Whitney). (B) Expresion relativa
del IncRNA H19 en exosomas para los grupos clasificados por el Grupo Europeo
para la Clasificacion Inmunoldgica de la Leucemia (EGIL). (C) Expresion relativa de
INcRNA H19 en exosomas para los grupos clasificados por condicion, ya sea que
estuvieran bajo tratamiento (Protocolo de Terapia) o tuvieran un diagndstico
reciente o primero en el momento del estudio (p=0.0385 para Grupo Control vs
Protocolo de Terapia por prueba de Kruskal Wallis con comparaciones multiples).

*p < 0,05, **p < 0,01. Los recuadros muestran los rangos intercuartilicos, y las
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barras representan los valores maximo y minimo.

Analisis de componentes principales

Mediante este analisis se identificd los primeros componentes principales Dim1l
(26,6%) y Dim2 (23,5%). Se detecto que el potencial Z, el tamafio de particula, la
expresion de CD10 y CD34 en los exosomas, la expresion relativa de H19 y la
expresion relativa de miR-1290 explicaban mejor al grupo de pacientes con LLA,
mientras que el grupo de sujetos control se explicaba mejor por los niveles de CD9+
y CD19 en los exosomas y la expresion relativa de miR-126 y miR-26b (Figura 13).
Con la clasificacion de los pacientes de primer diagnostico o bajo tratamiento, se
encontré que las variables de potencial Z, expresion relativa de H19 y expresion
relativa de miR-1290 explican mejor el grupo de primer diagndstico, ya que estas
variables aumentan en los exosomas de los pacientes de primer diagnostico. Para
el grupo de LLA bajo tratamiento, las variables de tamafo de particula, expresion
de CD10y CD34 en los exosomas explican mejor este grupo (Figura 14). Para los
pacientes por subtipo de LLA mediante EGIL, no se identific6 una variable que
explicara mejor un subtipo de LLA en particular (Figura 15). Dado que se incluyé
a 4 pacientes con recaida de LLA, se encontr6é que este grupo se explica mejor por
las variables de tamafio de particula y expresién de CD10y CD34 en los exosomas,

por lo que podria ser un posible biomarcador (Figura 16).
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Figura 13. Andlisis de componentes principales (PCA) categorizados por grupo
control y grupo de pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda. Los ejes muestran

PC1 (26.6%) y PC2 (23.5%) de porcentaje de variacion.

Figura 14
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Figura 14. Analisis de componentes principales (PCA) categorizados por condicion,
ya sea que estuvieran bajo tratamiento (Protocolo de Terapia) o tuvieran un

diagndstico reciente o primero en el momento del estudio. Los ejes muestran PC1
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(26.6%) y PC2 (23.5%) de porcentaje de variacion.

Figura 15
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Figura 15. Analisis de componentes principales (PCA) categorizados grupos
clasificados por el Grupo Europeo para la Clasificacion Inmunoldgica de la
Leucemia (EGIL). Los ejes muestran PC1 (26.6%) y PC2 (23.5%) de porcentaje de

variacion.
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Figura 16
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Figura 16. Andlisis de componentes principales (PCA) Pacientes de Leucemia
Linfoblastica Aguda clasificados por Recaida o No recaida. Los ejes muestran PC1
(26.6%) y PC2 (23.5%) de porcentaje de variacion.

Correlaciéon de las variables

El andlisis de la correlacion entre todas las variables del estudio mostré una
correlaciéon positiva entre los niveles de exosomas CD81+CD83+CD9+CD34+ vy el
tamafo de particula (r=0,79) (p<0,001). También se logré observar una correlacion
negativa entre los exosomas CD81+CD83+CD9+CD34+ y los exosomas
CD81+CD83+CD9+CD19+ (r=-0,78) (p<0,001) y una correlacion negativa entre la
cantidad de exosomas CD81+CD83+CD9+ y la expresion del LhcRNA H19 (r=-
0,75) (p<0,001). Ademas, se detectd una correlacion negativa entre los niveles de
eritrocitos y los niveles de exosomas CD81+CD63+CD9+ (r=-0,56) (p<0,05). Esto
es significativo ya que se ha descrito que los exosomas participan en la maduracion

de los eritrocitos. También se detectd la correlacion positiva entre miR-26b y el IMC
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de los sujetos del estudio (r=0,50) (p<0,05) (Figura 17).
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Discusioén

Las causas del desarrollo de la leucemia linfoblastica aguda (LLA) adn son
desconocidas. Al respecto, la presencia de polimorfismos de un solo nucleétido de
las enzimas NATs N-acetiltransferasas, en particular NAT1, se ha descrito como un
posible factor de susceptibilidad a la LLA en poblacion mexicana (Hernandez-
Gonzalez et al., 2018). Ademas, NAT1 participa activamente en el ciclo celular, la
proliferacion y la generacion de aductos de ADN (Carlisle et al., 2016). Por otro
lado, NAT1 participa en enfermedades degenerativas cronicas, como la diabetes
mellitus, y en enfermedades infecciosas destacando una posible contribucién con
el sistema inmune (Hernandez-Gonzélez et al., 2022). Datos de nuestro grupo de
investigacion ademas de identificar polimorfismos de NAT1 asociados con
predisposicion a LLA, se reportd niveles de expresion y funcion disminuidos en
aguellos pacientes con un peor prondstico. Por lo tanto, este estudio planteé el
objetivo de determinar los miRNAs miR-1290, miR-26b, miR-126 y LncRNA H19
contenidos en exosomas provenientes de suero de pacientes con leucemia
linfoblastica aguda que interfieren con la expresion y funcién de NAT1 y pudieran

usarse como posibles biomarcadores.

El estudio incluyé una muestra de 18 sujetos sanos y 13 pacientes con Leucemia
Linfoblastica Aguda (LLA), con una mediana de edad similar en ambos grupos. La
distribucion por sexo fue comparable entre los grupos, o que minimiza la posibilidad
de sesgo de género en los resultados. Como era de esperar, los pacientes con LLA
presentaron un numero significativamente mayor de glébulos blancos, linfocitos,
eritrocitos, hemoglobina y hematocrito en comparacion con el grupo control. Este
hallazgo es consistente con la fisiopatologia de la LLA, donde la proliferacion
descontrolada de células blasticas en la médula 6sea puede conducir a un aumento
en la produccion de células sanguineas (Terwilliger & Abdul-Hay, 2017) . Sin
embargo, es importante tener en cuenta que algunos pacientes con LLA pueden
presentar pancitopenia (disminucion de las células sanguineas) al momento del

diagndéstico, especialmente aquellos con enfermedad avanzada o con infiltracion de
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la médula 6sea (Inaba et al., 2013)

Los resultados muestran que los pacientes con LLA tienen un perfil hematoldgico
alterado en comparacion con los sujetos sanos, con niveles significativamente
elevados de globulos blancos, linfocitos, eritrocitos, hemoglobina y hematocrito,
reflejando la fisiopatologia de la enfermedad. Las diferencias segun subtipos EGIL
(Pro-B, B comun y Pre-B) y regimenes terapéuticos destacan la heterogeneidad de
la LLA. Estos hallazgos coinciden con estudios previos que describen alteraciones
hematoldgicas similares asociadas con proliferaciéon maligna y reemplazo medular,
subrayando su utilidad para la clasificacién de riesgo y monitoreo clinico (Gékbuget
et al., 2016).

Se caracterizo los exosomas de pacientes con LLA y sujetos sanos mediante el
tamafio de las particulas. Estos valores corresponden a tamafos reportados de 30
a 100 nm (Zhou et al., 2016). De manera similar, el potencial zeta en los exosomas
del grupo de estudio corresponde a lo que se ha reportado para este tipo de matriz,
asi como por el método de aislamiento exosomal utilizado (Martins et al., 2018). Es
interesante resaltar que los exosomas del grupo con LLA mostraron un potencial
zeta diferente, pardmetro que puede indicar la complejidad de la membrana de
estas micro vesiculas. El potencial zeta se modifica dependiendo de los receptores
o las proteinas de membrana que contengan. Las células leucémicas muestran
diferentes patrones de expresion en lipidos de membrana y acidos grasos C18:3n-
6y C20:6 (Agatha et al., 2001).

Los linfocitos de pacientes con LLA muestran diferentes patrones de expresion de
fosfolipidos alquilados, 1o que puede impactar en la resistencia a la quimioterapia
(Hildebrand et al., 1975). Teniendo en cuenta que los exosomas se sintetizan a
través de la via del endosoma y usan estas membranas para formar su cubierta
(Han et al., 2022), estos cambios en el potencial zeta podrian explicarse por
diferencias en la composicion lipidica de las membranas de las células leucémicas.
Ademas, dado que las células leucémicas tienen un fenotipo distinto, esto podria

explicar las diferencias en la complejidad de las membranas de los exosomas entre
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los grupos de estudio.

Una parte importante de la LLA es que los niveles de blastos en sangre superan el
20%. Teniendo en cuenta que los exosomas se generan a través de la via del
endosoma y forman parte de la membrana plasmatica de la célula, se evaluo los
marcadores exosomales caracteristicos CD9 y CD63, ademas de los marcadores
celulares méas importantes de los linfocitos. La expresion de CD3 nos identifica
exosomas originados de linfocitos T, CD19 para exosomas provenientes de
linfocitos B y CD34 para evaluar exosomas que podrian provenir de células con
bajos niveles de madurez. La presencia de CD10 en los exosomas se estudio para
determinar si este antigeno comun de la leucemia, conocido como CALLA, puede
ser transportado por exosomas. La expresion de CD10 en exosomas se ha
encontrado en exosomas de liquido seminal mediante citometria de flujo,
proponiéndose como un potente activador de la via de coagulacidn extrinseca, junto
con CD13, CD26 y TF (Franz et al., 2013). De manera similar, se ha reportado la
expresion de CD10 en exosomas de orina de ratones, utlizandolo como
biomarcador de dafio hepatico temprano (Conde-Vancells et al., 2010). Ademas, la
presencia de CD10 en la superficie podria influir en la entrega de los exosomas a
células especificas, asi como modular la actividad de enzimas en el microambiente
tumoral. En nuestro caso, evaluamos la presencia de CD10 en exosomas de
pacientes con LLA y mediante el estudio de componentes principales, se propone
gue la expresion de CD10 en exosomas podria ser un posible biomarcador para la
recaida, un aspecto importante en esta patologia. No obstante, debemos aumentar
el numero de pacientes para poder atribuir con certeza esta caracteristica, aunque
abre una linea de investigacion, ya que estos exosomas pueden encontrarse en

fluidos corporales como la sangre o la saliva, facilitando un analisis no invasivo.

La molécula CD3 en los exosomas disminuy6 en LLA, lo que puede deberse al bajo
recuento de células en los pacientes con LLA o a cambios en la expresion de la
membrana. Ademas, los pacientes con LLA con blastos sanguineos pueden tener

niveles bajos de madurez y ain no expresar CD3, ya que esta molécula sufre un
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proceso de diferenciacion en el timo hasta convertirse en células dobles positivas
(CD4 y CD8). Los pacientes de recién diagnostico también muestran una
disminucion significativa, teniendo un mayor nimero de blastos sanguineos, a
diferencia de los pacientes tratados, donde los linfocitos y los blastos sanguineos
se reducen significativamente. La baja expresion del marcador de linfocitos B, la
molécula CD19 en los exosomas posiblemente sea el resultado de la quimioterapia.
Esto se confirma por los niveles de exosomas CD81+CD63+CD9+CD19+ en
pacientes con LLA de recién diagnostico. De manera similar, los niveles de
exosoma CD81+CD63+CD9+CD19+ en los grupos EGIL muestran los niveles mas
altos aunque no significativos en el grupo Pre-B (B3), que corresponde al tipo de

célula mas madura afectada por la leucemia.

La molécula CD34 es una glicoproteina que define a los progenitores
hematopoyéticos (Stolpa et al., 2023) y se comprueba sus niveles altos en los
exosomas CD81+CD63+CD9+CD34+ de los pacientes con LLA. Aunque los
pacientes de recién diagnéstico muestran los niveles mas bajos de estos exosomas
en contraste a los pacientes bajo tratamiento con niveles mas altos. Lo anterior, es
contrario a lo que se espera, debido a los pacientes recién diagnosticados por
encontrarse en las etapas iniciales de esta patologia es cuando mas niveles de
blastos CD34 se encuentran en sangre. Sin embargo, La liberacion de exomas no
solo depende del numero de células también puede depender del tipo de célula que
los libera; las células tumorales tienden a liberar mas exosomas, el estado celular;
las células activadas o en condiciones de inflamacion tienden a liberar mas
exosomas, el microambiente también juega un papel importante en la cantidad de
exosomas liberados, asi como estimulos internos y externos como el tratamiento
(Shao et al., 2022).
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En el caso de los niveles de CD10 detectados en los exosomas
(CD81+CD63+CD9+CD10+) del grupo control, pareceria un resultado
contradictorio ya que se espera que CD10 este ausente en este grupo. Por otro
lado, la tetraspanina CD9 puede unirse a la metaloproteasa CD10, por lo que se
analizé la correlacion entre estos dos marcadores en los exosomas de pacientes
con LLAy el grupo control. La molécula CD10 es una endopeptidasa, la cual puede
contribuir a la regulacion de la activacion de las células inmunes a través de su
capacidad para degradar péptidos inflamatorios, como la endotelina, la bradicinina,
la atriopeptina y la interleucina-1. Esta funcion enzimatica es participe en la
respuesta inmune y la modulacion de la inflamacion (Delikat et al., 1994). Por lo
tanto, su presencia en los exosomas puede contribuir a la degradacion de péptidos
y hormonas especificos, alterando asi el equilibrio de las sefiales biologicas(S.
Wang et al., 2024). Al degradar ciertos péptidos inflamatorios, estos exosomas
pueden modular la respuesta inmune localmente en el microambiente tumoral,
contribuyendo a un entorno inmunosupresor que favorece la evasion inmune por
parte de las células tumorales (Shipp et al., 1991). Ademas, una regresion lineal
confirmo una correlacion positiva entre CD9 y CD10, en el grupo de pacientes con
LLA. Por lo tanto, no hay diferencias significativas entre los grupos de controly LLA
0 EGIL, y los pacientes en tratamiento muestran un patron como el de la molécula
CD34, con una expresion mas alta en los pacientes tratados y una expresion mas
baja en los pacientes recién diagnosticados. Es importante sefialar que un resultado
de inmunofenotipo para LLA en un paciente recién diagnosticado mostré una
expresion negativa de CD10, ya que algunos tipos de leucemia son aberrantes para
ciertas moléculas (Gleissner et al., 2005). Lo que nos demuestra que es interesante

continuar con la caracterizacion de los exosomas de pacientes y sujetos control.

El punto crucial de la comunicacion de los exosomas es la carga que contienen, la
cual incluye proteinas (enzimas, receptores) y material genético. Esto es importante
ya que pueden contener RNA no codificantes como los miRNAs y IncRNAs, que
pueden regular genes en la célula diana. Se evalué miR-26b, un microRNA
involucrado en proliferacion celular, apoptosis y diferenciacion. Se ha descrito como

un supresor tumoral y un sensibilizador de células a la quimioterapia(Du et al., 2022;
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Ma et al., 2021). Los exosomas de los pacientes con LLA muestran una expresion
relativa menor de miR-26b, lo que indicaria una funcidon supresora tumoral
disminuida. Esto no se observa entre los grupos EGIL debido a la baja expresion
en LLA en comparacion con el grupo control. Ademas, los pacientes tratados y
recién diagnosticados también mostraron una disminucién, por lo que niveles bajos
de miR-26b generalmente se encuentran en pacientes con LLA. El miR-126, un
microRNA implicado en la angiogénesis, integridad vascular e inflamacion, se
reduce en ciertos tipos de cancer, como el cancer de mama y el colorrectal, donde
puede inhibir el crecimiento tumoral y la angiogénesis (Kontarakis et al., 2018; Liu
et al., 2019). Al evaluar la expresion relativa de miR-126, los grupos de estudio
mostraron los mismos niveles de expresion. En cambio, miR-1290, un microRNA
implicado en la proliferacion celular, inhibicion de la apoptosis, invasion, metastasis
y la resistencia al tratamiento (Endo et al., 2013; Guz et al., 2022; Li & Li, 2022)
puede regular la expresion de NAT1, como en el cancer de mama. Nuestro grupo
de investigacion también ha descrito una correlacion negativa entre la expresion de
miR-1290 y los niveles y la actividad de la proteina NAT1 (Hernandez-Gonzalez et
al., 2023). Al evaluar miR-1290 en exosomas, el grupo control y LLA mostraron
niveles similares. Sin embargo, los pacientes de recién diagndéstico mostraron los
niveles mas altos de miR-1290. Esto sugiere que el miR-1290 podria tener un papel
en las primeras etapas de la enfermedad y tener alguna asociacion con el desarrollo
de la leucemia linfoblastica aguda. Los niveles de miR-1290 disminuyen una vez
gue los pacientes se someten al tratamiento. Por lo tanto, los pacientes con LLA
presentan niveles bajos de miR-26b y miR-126 y niveles altos de miR-1290.
Nuestros resultados apuntan que este perfil de microRNAs evaluados se
encuentran alterados y contribuir en la patogenia de la LLA. Los niveles mas bajos
de miR-26b disminuirian la funcién supresora tumoral, los niveles mas bajos de
miR-126 reducirian la inhibicion del crecimiento tumoral y la expresion mas alta de
miR-1290 podria inhibir la apoptosis y aumentar la proliferacion celular. Ademas,
este miRNA puede regular la expresion de la proteina NAT1, lo que podria contribuir
al desarrollo de la neoplasia, como se describié previamente, sin embargo, habra
gue realizar andlisis funcionales para describir este efecto de los exosomas

liberados por las células leucemias sobre sus células diana, como cultivos de
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células leucémicas con exosomas provenientes de células leucémicas.

Otra forma de regular los genes es a traveés de los IncCRNA, que pueden actuar a
través de varios mecanismos: pueden funcionar como esponjas de miRNA, unirse
a factores de transcripcion o regular la metilacion de genes. El IncRNA H19 ha sido
descrito como un regulador de NAT1 modificando los niveles de metilacion de
genes (Sun et al., 2021). En este estudio, encontramos una mayor expresion de
H19 en pacientes con LLA, lo que puede indicar una regulacion por este INcRNA en
esta neoplasia. Los niveles de expresion fueron mayores en pacientes con un
diagndstico reciente, lo que sugiere que, de manera similar a miR-1290, H19 puede
estar regulando NATL1 en las primeras etapas de la enfermedad. Sin embargo, se

necesitan mas estudios para verificar estos resultados.

Este estudio muestra las diferencias entre los exosomas de sujetos control y
pacientes con LLA y como los exosomas podrian ser posibles biomarcadores de
pacientes recién diagnosticados. Ademas, proporciona informacion para clasificar
los exosomas usando marcadores de la célula que los libera. También proporciona
informacion para NAT1, la cual puede ser modulada por la via de los exosomas al
contener miR-1290 y LncRNA H19 en su carga exosomal. Es importante sefialar
gue estos hallazgos se basan en un tamafo de muestra pequefio y se necesita mas
investigacion con cohortes mas grandes, estudios longitudinales y una
caracterizacion mas detallada de los exosomas para validar y comprender
completamente su papel en la LLA. Ademas, un andlisis mas detallado de los
perfiles protedmicos, lipidomicos y transcriptomicos de los exosomas contribuiria a

una comprensiéon mas profunda de su composicién y funcién en la LLA.
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Conclusiones

Se logro aislar y caracterizar fisicamente a los exosomas provenientes de pacientes
con leucemia linfoblastica aguda, ademas de que se logré inmunofenotipificar a los
exosomas, por otro lado, se logré encontrar la presencia de miR-1290, miR-26b,
miR-126 y LncRNA H19. Estos resultados en conjunto revelaron las diferencias
entre el tamafio, composicion y material genético en los exosomas de pacientes
con Leucemia linfoblastica aguda y sus subtipos, asi como las diferencias entre los
pacientes de primer diagnéstico y los pacientes que estaban bajo un régimen
terapéutico. Estas diferencias sugieren posibles roles de los exosomas en las
diferentes etapas de la progresion de la enfermedad y los distintos subtipos de LLA,
asi como un papel mas activo en la comunicacion y sefializacién celular, mediante
una posible regulacion a NAT1 y esta a su vez regulando el ciclo celular y apoptosis
podria contribuir al desarrollo de la enfermedad. Por otro lado, los exosomas de
los pacientes recién diagnosticados podrian estar implicados en mecanismos
diferentes de formacion o liberacion exosomal que deberan ser estudiados en
préximas investigaciones buscando describir de una mejor forma estas diferencias
entre los exosomas provenientes de leucemia linfoblastica aguda, con el fin de
encontrar un biomarcador del desarrollo y pronéstico de la enfermedad que sea

menos invasivo para este tipo de pacientes infantiles.
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Abstract. Background/Aim: Arylamine N-acetvltransferase
I and 2 (NATI and NAT2) are drug-metabolizing enzymes
that play a kev role in the development of acute
Iymphoblastic leukemia (ALL). Materials and Methods: This
study evaluated NATI and NAT2 mRNA and protein
expression and their enzymatic activity in peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) from patients with ALL (n=20)
and healthy children (n=19) and explored the mechanisms
that regulate these enzymes in ALL such as microRNAs (miR-
1290, miR-26b) and SNPs. Results: PBMC from patients
with ALL showed a decrease in NATT mRNA and protein
expression. In addition, NATI enzymatic activity was
decreased in patients with ALL. There was no influence of
SNP 559 C=>T or 560 G=A on low NATI activity. The lower
expression of NAT1 might be related to the loss of acetvlated
histone H3K14 in the NATI gene promaoter in patients with
ALL and the higher relative expression of miR-1290 in the
plasma of patients with relapsed ALL compared with healthy
controls. There were significantly fewer CD3I+/NATI+
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double-positive cells in patients who relapsed compared with
control subjects. Based on a t-distributed stochastic neighbor
embedding algorithm, CDI19+ cells that reappeared in
patients with relapse showed low NATI expression. In
contrast, for NAT2, there were no significant results.
Conclusion: The expression and function of NAT1 and miR-
1290) levels could be involved in modulating immune cells
altered in ALL.

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most frequent
form of cancer diagnosed in pediatric patients and
represents 25%-30% of all types of childhood cancer (1-3).
In Mexico, this malignancy is the main cause of mortality
in children from 5 to 14 years of age (4, 5), and it is
estimated that 650-780 cases of ALL are detected per year.
However, the biological mechanisms and etiology of this
disease are not entirely clear. Several studies have shown
that genetic (caused by a mixture of Indigenous and
European heritage miscegenation) and lifestyle-related
factors contribute to this disease significantly (1, 6).
However, additional epigenetic modifications such as
microRNAs (miRNAs), DNA methylation, or histone
acetylation might participate (7).

Children are more susceptible than adulis to developing
ALL due to their physiological immaturity and exposure to
chemical agents, annealing of meat foods, smoke
pollutants, and parental smoking (8, 9). The compounds
derived from this exposure are metabolically activated and
generate carcinogenic metabolites. Phase 2 enzymes
detoxify these metabolites or transform them into less
potent compounds (3, 10). Therefore, alterations in these
metabolic pathways, particularly in the enzymes associated
with the metabolism of carcinogens, could lead to the
accumulation of active carcinogenic metabolites that can
increase the formation of DNA adducts and, consequently,
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: The cytosolic enzymes N-Acetyl Transferases 1 and 2 (NATs) transfer an acetyl group from acetyl-CoA to a
N-acetyltransferases xenobiotic substrate. NATs are regulated at the genetic and epigenetic levels by deacetylase enzymes such as
Diabetes

sirtuins, The enzymatic expression of NAT1, NAT2, and SIRT1 was evaluated by flow cytometry, as well as the

Soubi::; enzymatic activity of NATs by cell culture and HPLC analysis. Six SNPs were determined through genotyping.
Metabolism T2D patients (n = 29) and healthy subjects (n = 25) with a median age of 57 and 50, respectively, were recruited.
An increased enzyme expression and a diminished NAT2 enzymatie activity were found in cells of T2D patients
compared to the control group, while NAT1 was negatively correlated with body fat percentage and BML In
contrast, Sirtuin inhibition increased NAT2 activity, while Sirtuin agonism decreased its activity in both groups.
The analysis of NAT2 SNPs showed a higher frequency of rapid acetylation haplotypes in T2D patients compared
to the control group, possibly associated as a risk factor for diabetes. The enzymatic expression of CD3+NAT2+
cells was higher in the rapid acetylators group compared to the slow acetylators group. The levels and activity of
NAT1 were associated with total chelesterol and triglycerides. Meanwhile, CD3+NAT2+ cells and NAT2 activity
levels were associated with HbAle and glucose levels. The results indicate that NAT2 could be invelved in
metabolic processes related to the development of T2D, due to its association with glucose levels, HbAlc, and the

altered SIRT-NAT axis. NAT1 may be involved with dyslipidaemias in people who are overweight or obese.
characteristic of metabolic diseases such as T2D and obesity. Insulin
1. Introduction resistance is a condition of the metabolic syndrome present in these
conditions, generated by different factors, whether genetic, epigenetic,
Diabetes Mellitus (DM) is a group of metabolic disorders charac- or cellular. Furthermore, there is an increase in proinflammatory sub-
terised by chronic hyperglycaemia and is due to defects in the secretion populations such as Th1, Th17, and Th2 in adipose tissue and the blood
or action of insulin, or both. Type 2 diabetes (T2D), the most common of patients with T2D [3]. The differentiation of T cells depends on
form of DM, is a combination of an alteration of the beta cells of the different metabolic pathways: for the generation of effector T cells,
pancreas and insulin resistance [1]. T2D affects around 463 million pyruvate generated from glycolysis is required to be converted into
adults between 20 and 79 years of age (9.3 % of the world population in lactate by the enzyme lactate dehydrogenase, while for Treg cells, py-
this age group) and has been associated with obesity [2]. ruvate is required to enter the Krebs cycle in the mitochondria to

Chronic low-grade inflammation due to lymphocyte infiltration, generate Acetyl CoA by the enzyme pyruvate dehydrogenase (PDH).
cytokine synthesis, and decreased regulatory T cells (Treg) is Enzymes that participate in the regulatory pathways of PDH are the
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