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RESUMEN

Los RNAs no codificantes (hcRNA) son moléculas de RNA que no codifican para proteinas y
tienen funciones de regulacion epigenética. Estas moléculas se han encontrado desreguladas en
diferentes tipos de cancer, lo que podria indicar que su expresion podria estar directamente
relacionada con la generacion de éste. Entre los tipos de cancer mas comun y con un mayor indice
de mortalidad en nifios, se encuentra la leucemia linfoblastica aguda (LLA), que se forma en los
tejidos hematopoyéticos como lo son la médula dsea, la sangre periférica y los sitios
extramedulares. El diagnostico y el prondstico de la LLA se realiza por medio de marcadores
moleculares que se identifican en muestras de médula 6sea, este examen suele ser extremadamente
doloroso e invasivo; es por esto que es importante investigar nuevos marcadores moleculares que
permitan dar un diagnostico y un pronostico de la enfermedad y que puedan ser estudiados
causando el menor dafio posible al paciente. Los ncRNAs se pueden extraer de fluidos como sangre
periférica, orina y saliva, y se pueden detectar facilmente con el uso de chips, lo que facilita su
extraccion e identificacion respectivamente. Dentro de los ncRNAs se encuentran los micro RNA
(miRNA) que tienen una longitud de aproximadamente 22 nucledtidos, los RNA que interaccionan
con las proteinas de la familia piwi (piRNA) de entre 24 y 29 nucle6tidos, y los RNA largos no
codificantes (INcRNA) de al menos 200 nucledtidos. En esta revision se pretende establecer el uso
de los ncRNAs como marcadores pronésticos mediante la recopilacion de informacion sobre los
ncRNAs de los cuales, se ha reportado que su expresion anormal esta relacionada con la generacion
de leucemia, entre los que se encuentran 21 miIRNA y 1 IncRNA, los cuales se expresan de manera
diferente dependiendo del tipo de LLA. Destacando el grupo miR~17-92 que tiene como blanco
dos proteinas pro apoptoticas que al ser inhibidas, podrian generar el cancer. Ademas, existen
investigaciones que sugieren que los piRNA pueden estar altamente relacioados con la generacion
de leucemia debido a que se expresan en las células germinales de manera diferente en personas
sanas, que en pacientes con cancer. Todo esto en conjunto sugiere que los ncRNA pueden ser
mejores blancos como marcadores diagndsticos y pronosticos que otro tipo de moléculas debido a

la facilidad de su deteccion.
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ABSTRACT

The non-coding RNAs (ncRNA) are RNA molecules that do not code for proteins and have
epigenetic regulation functions. These molecules have been deregulated in different types of
cancer, which could indicate that their expression could be directly related to the generation of it.
Among the most common types of cancer with a higher mortality rate in children, is acute
lymphoblastic leukemia (ALL), which is formed in the hematopoietic tissues such as bone marrow,
peripheral blood, and extramedullary sites. The diagnosis and prognosis of ALL is made through
molecular markers that are identified in samples of bone marrow, this test is usually extremely
painful and invasive; this is why it is important to investigate new molecular markers that allow a
diagnosis and prognosis of the disease and that can be studied causing the least possible harm to
the patient. The ncRNAs can be extracted from fluids such as peripheral blood, urine and saliva,
and can be easily detected with the use of chips, which facilitates their extraction and identification
respectively. Within the ncRNAs are microRNAs (miRNAs) that have a length of approximately
22 nucleotides, RNAs that interact with proteins of the piwi family (piRNA) of between 24 and 29
nucleotides, and long non-coding RNAs (IncRNA) of at least 200 nucleotides. In this review we
intend to establish the use of ncRNAs as prognostic markers by gathering information about
ncRNAs, which it has been reported that their abnormal expression is related to the generation of
leukemia, including 21 miRNA and 1 IncRNA, which are expressed differently depending on the
type of ALL. Highlighting the miR ~ 17-92 group that targets two pro-apoptotic proteins that, when
inhibited, could cause cancer. In addition, there is research that suggests that piRNAs may be highly
related to the generation of leukemia because they are expressed in germ cells differently in healthy
people than in cancer patients. All this together suggests that ncRNAs may be better targets as

diagnostic and prognostic markers than other types of molecules due to the ease of their detection.

Keywords: miRNA, ncRNA, leukemia, dysregulation, marker.
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GLOSARIO

Alelo. Una de las varias formas alternativas de un gen que ocupa un determinado locus en un

cromosoma.

Apoptosis. Muerte celular programada desencadenada por un estimulo celular a través de una via

de transduccién de senales.

Cancer. Nombre dado a las enfermedades en las que hay células anormales que se multiplican sin
control y pueden invadir los tejidos cercanos.

Celulas B. Un linfocito que produce anticuerpos. Desarrollado principalmente en la médula dsea.
Los linfocitos que emergen de la médula 6sea experimentan una mayor diferenciacion en el torrente

sanguineo y en los érganos linfoides periféricos.

Celulas T. Linfocitos del linaje T (timico). Se diferencian en el timo de células madre de origen
medular. Se agrupan en varios tipos funcionales (subconjuntos) segun su fenotipo, principalmente
la expresion de superficie CD4, CD8 o CD25. Diferentes subconjuntos estan involucrados en

diferentes respuestas inmunes mediadas por células.

Ciclinas. Las proteinas dependientes del ciclo celular que no tienen actividad enzimatica intrinseca

pero que se unen a una quinasa dependiente de ciclina inactiva que pueden activarla.

Cromosoma. Una unidad discreta del genoma que lleva muchos genes. Cada uno consta de una
molécula muy larga de DNA duplex y una masa de proteinas aproximadamente igual (en

eucariotas). Es visible como una entidad morfoldgica solo durante la division celular.

Cromosoma Philadelphia (Ph). Translocacion del cromosoma 22 en la que este recibe una parte

del cromosoma 9.

Dicer. Una endonucleasa que procesa RNA precursor de doble cadena a moléculas de RNAI de 21

a 23 nucledtidos.

Drosha. Una endonucleasa que procesa los RNA primarios de doble cadena en precursores cortos

(aproximadamente 70 pb) para el procesamiento de Dicer.



Epigenética. Cambios que influyen en el fenotipo sin alterar el genotipo. Consisten en cambios en
las propiedades de una célula que se heredan pero que no representan un cambio en la informacién

genética.

Horquilla. Una secuencia de RNA o DNA de cadena sensilla que puede plegarse sobre si misma,
formando ARN o DNA de doble cadena.

Leucemia. La palabra leucemia (Leucamie) significa “sangre blanca”, del griego leuco, Agvkog:
“blanca” y emia, oupa: “sangre”. Cancer que empieza en los tejidos que forman a la sangre, como
la médula ésea, y que hace que se produzcan grandes cantidades de glébulos anormales y estos

entren en el torrente sanguineo.

Leucemia linfoblastica aguda (LLA). Tipo de leucemia que se presenta de modo instantaneo y
crece rapidamente. En la LLA, hay demasiados linfoblastos (globulos blancos inmaduros) en la

sangre y la médula dsea.

Leucocito. Tipo de celula sanguinea que se produce en la meédula ésea y que se encuentra en la
sangre Yy los tejidos linfaticos. Los leucocitos son parte del sistema inmunitario del cuerpo. Estos
ayudan al cuerpo a combatir infecciones y otras enfermedades. Los tipos de leucocito son los
granulocitos (neutrofilos, eosinofilos y basofilos), los monocitos y los linfocitos (células T y células
B).

Linfoblasto. Célula inmadura que puede desarrollarse y llegar a ser un linfocito.

Locus. La posicidn en un cromosoma en el que reside el gen para un rasgo particular; puede estar

ocupado por cualquiera de los alelos del gen.

Long non coding (IncRNA). Moléculas de RNA no codificantes conservadas evolutivamente que
tienen mas de 200 nucledtidos y estan ubicadas dentro de los loci o regiones intergénicas que se
superponen a transcripciones antisentido de genes codificantes de proteinas. Estan involucrados en
numerosas funciones celulares, incluida la regulacién transcripcional, el procesamiento del RNA,
la modificacion del RNA vy el silenciamiento epigenético. Recientemente se ha demostrado que
desempefian un papel importante en la orientacién de la maquinaria de recombinacion de cambio

de clase.

Médula dsea. Tejido suave y esponjoso que se encuentra en el centro de la mayoria de los huesos.

Produce los glébulos blancos, glébulos rojos y las plaguetas.

\



Microarreglo. Una serie de miles de diminutas muestras de oligonucleétidos de DNA impresas en
un pequefio chip. Los mRNA se pueden hibridar con micromatrices para evaluar la cantidad v el

nivel de expresion génica.

Micro RNA (miRNA). Pequefios (21 a 23 nucle6tidos), RNA no codificantes conservados
evolutivamente que funcionan en el silenciamiento de RNA vy la regulacion postranscripcional de
la expresion geénica. Se unen a secuencias complementarias dentro de la region no traducida 3'
(UTR) de sus mRNA diana y regulan negativamente la expresion de proteinas acelerando la

degradacion del mRNA e inhibiendo la traduccion del mRNA.

Neoplasia. Masa anormal de tejido que aparece cuando las células se multiplican méas de lo debido

0 no se destruyen en el momento apropiado.

Oncogén. Un gen que cuando esta mutado puede causar cancer. La mutacion es una ganancia

dominante de mutacién funcional.

PCR en tiempo real (rt-PCR). Técnica con monitoreo continuo de la formacién del producto a
medida que avanza el proceso, generalmente a través de métodos fluoromeétricos. También
conocido como PCR cuantitativa (qPCR). No debe confundirse con la PCR de transcripcion inversa

(RT-PCR), que es un método que permite la deteccién de RNA por PCR.

PIWI interacting RNA (piRNA). Los piRNAs son una gran clase de RNA no codificante
(ncRNA), de 26 a 31 nucledtidos de longitud, que interactdan con las proteinas que contienen el
dominio piwi. Los piRNA funcionan en la linea germinal para silenciar elementos genéticos como
los retrotransposones y en el silenciamiento de RNA como componentes del complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RISC).

Proto-oncogén. Los genes que codifican elementos de la via de transduccion de sefiales que

cuando se modifican pueden causar cancer.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Un proceso para la amplificacion de una seccion
de acido nucleico definida a través de ciclos térmicos repetidos de desnaturalizacion, recocimiento

y extensién de la polimerasa.

Represion. La capacidad de prevenir la sintesis de ciertas enzimas cuando sus productos estan
presentes; mas en general, se refiere a la inhibicion de la transcripcion (o traduccion) mediante la

union de la proteina represora a un sitio especifico en el DNA (0 mRNA).

Vi



Retrotransposon. Un transposon que se moviliza a través de una forma de RNA,; El elemento de
DNA se transcribe en RNA'y, a continuacion, se transcribe de forma inversa en DNA, que se inserta

en un nuevo sitio en el genoma. No tiene una forma infecciosa (viral).

RISC. Complejo de silenciamiento inducido por RNA, una particula de ribonucleoproteina
compuesta por un siRNA corto y monocatenario y una nucleasa que escinde los mRNA
complementarios al SIRNA. Recibe el sSiRNA de Dicer y lo entrega al mMRNA.

RNA de interferencia (RNAI). Un proceso por el cual los RNA cortos antisentido de 21 a 23
nucledtidos, derivados de ARN bicatenarios mas largos, pueden modular la expresion de mRNA
por inhibicién o degradacion de la traduccion.

RNA mensajero (mMRNA). EI mRNA tiene la informacion genética que se necesita para elaborar
proteinas y lleva esta informacion desde el DNA en el nlcleo de la célula hasta el citoplasma donde

se traduce a proteinas.

RNAs no codificantes (ncRNAs). RNA que no contiene un marco de lectura abierto.

Sangre. Tejido compuesto de globulos rojos, globulos blancos, plaquetas y otras sustancias
suspendidas en un liquido que se llama plasma. La sangre lleva oxigeno y nutrientes a los tejidos

y elimina los desechos.
siRNA. Corto RNA interferente, un miRNA que previene la expresion de genes.

Silenciamiento de RNA. La capacidad de un RNA, especialmente ncRNA, para alterar la

estructura de la cromatina para prevenir la transcripcion de genes.

Supresor de tumor. Una clase de proteinas que protegen el ciclo celular, asegurando que se
cumplan los criterios de tamafio de la célula y ausencia de dafios en el DNA. Estas proteinas actdan

como frenos en el ciclo celular, impidiendo que la célula progrese de G1 a S.

Translocacion. (1) EI movimiento del ribosoma un codén a lo largo del mRNA después de la
adicién de cada aminoacido a la cadena polipeptidica. (2) El intercambio reciproco o no reciproco

de material cromosémico entre cromosomas no homdlogos.

Transposon. Una secuencia de DNA capaz de insertarse (0 una copia de si misma) en una nueva

ubicacién en el genoma sin tener ninguna relacion de secuencia con el locus objetivo.

Vi



1 INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

Durante muchos afios las proteinas fueron consideradas como el principal producto final funcional
de la informacion genética, aunque los genes que las codifican representan menos del 2% del
genoma (Anastasiadou, et al., 2017). Los avances en tecnologias de secuenciacion permitieron el
descubrimiento de varias especies de RNAs no codificantes (ncCRNA) altamente conservados, entre
los que se encuentran los micro RNAs (miRNA), los RNAs que interaccionan con las proteinas de
la familia piwi (piIRNA) y los RNAs largos no codificantes (IncRNA). Los miRNAs ademas de sus
funciones regulatorias, también interacttan funcionalmente con otras especies de ncRNAs, tales
como los IncRNAs, para regular su estabilidad. Por otro lado, los IncRNAs también regulan la
abundancia disponible de miRNAs mediante mecanismos como el secuestro de éstos. Las
altamente complejas interacciones de estos ncRNAs respaldan su rol como reguladores clave en
importantes programas celulares. Las perturbaciones de estas interacciones aumentan el efecto
sobre el control y modifican el destino de las células haciendo mas comin su transformacion
(Anastasiadou, et al., 2017).

Los miRNAs y los IncRNAs se han identificado con expresion anormal en diferentes tipos de
cancer, por lo que se han relacionado con el origen de éste y se han propuesto como nuevos
marcadores moleculares (Huang, et al., 2013). Entre los tipos de cancer mas comunes en nifios se
encuentra la leucemia linfoblastica aguda (LLA), que se forma en los tejidos hematopoyeéticos
como son la médula 6sea y los sitios extramedulares (Instituto Nacional de Cancer, 2018). El
diagnostico y el pronostico de la LLA se realiza a partir de marcadores moleculares identificados
en muestras de médula 6sea (Anfossi, et al., 2018), este examen suele ser extremadamente doloroso
e invasivo; es por esto que es importante investigar nuevos marcadores moleculares que nos
permitan dar un diagnostico y un pronéstico de la enfermedad y que puedan ser estudiados

causando el menor dafio posible al paciente.

Investigaciones recientes han demostrado que algunos miRNAs y INcCRNAS se expresan de manera
anormal en la LLA, estas moléculas podrian tener una relacién directa con el origen de esta
leucemia y su prondstico ya que interactdan regulando la presencia de proteinas implicadas en

muchas funciones celulares (Schotte, et al., 2011). En la presente revision se describen aquellos
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RNAs no codificantes que han sido reportados en asociacion con el diagndstico y prondstico de la

leucemia linfobl&stica aguda a partir de las investigaciones mas recientes en el campo.

1.1 DEFINICION DEL PROBLEMA

La leucemia linfoblastica aguda es el tipo de cancer mas frecuente en nifios, por lo que es
importante identificar nuevos marcadores moleculares que nos den informacion sobre el curso de
la enfermedad y el prondstico que puede tener la misma para asi poder ofrecer al paciente un
tratamiento personalizado. Recientemente se ha identificado un grupo de moléculas de RNAs que
no codifican para proteinas y que estan implicados en procesos de regulacion epigenética.
Investigaciones recientes han demostrado que algunos miRNAs y INCRNAS se expresan de manera
anormal en neoplasias hematologicas de origen linfoide, estas moléculas podrian tener una relacion
directa con el origen de este tipo de leucemia ya que interacttan regulando la sintesis de proteinas

clave en la regulacion de funciones celulares como la proliferacion celular y apoptosis.

1.2 JUSTIFICACION

Los miRNAs y los IncRNAs son moléculas de RNAs cuya expresion anormal ha sido identificada
en diferentes tipos de cancer. Los ncRNAs pueden ser analizados a partir de fluidos corporales
como sangre, saliva y orina por lo que su uso como marcadores puede ofrecer a los pacientes un
andlisis menos invasivo de lo que resulta la obtencién de médula 6sea, que tradicionalmente es la

muestra utilizada para estudios genéticos e inmunohistoquimicos.
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1.3 OBJETIVO GENERAL

Identificar la relacion entre la expresion de los RNAs no codificantes en el prondstico de la

leucemia linfoblastica aguda.

1.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A. ldentificar a los RNAs no codificantes cuya expresion anormal este asociada a la leucemia
linfoblastica aguda.

B. Definir aquellos miRNA que pudieran ser utilizados como marcadores pronostico en la
leucemia linfoblastica aguda.

1.5 HIPOTESIS

Existen RNAs no codificantes especificos que se expresan de forma anormal y tienen relacion

directa con la transformacion celular de los linfocitos hacia la leucemia linfoblastica aguda.

11



2  MARCO TEORICO

Cancer es un término genérico que se designa a un amplio grupo de enfermedades que pueden
afectar a cualquier parte del organismo, cuya caracteristica definitoria es la multiplicacion rapida
(proliferacion) de células anormales que se extienden mas all& de sus limites habituales y pueden

invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros 6rganos (metastasis).

En el afio 2015, el cancer fue reportado como la segunda causa de muerte en el mundo ocasionando
8,8 millones de defunciones, lo que equivale a que casi una de cada seis defunciones registradas
(Organizacién Mundial de la Salud, 2018).

2.1 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una transformacion maligna donde existe una
proliferacion de células progenitoras linfoides en la medula désea, sangre periférica y sitios
extramedulares (Terwilliger & Abdul-Hay, 2017). La Organizacién Mundial de la Salud clasific
a la LLA en linfoblastica T (LLA-T), linfoblastica B (LLA-B) y linfoblastica B con anomalias
genéticas recurrentes (Tabla I). En los adultos la LLA-B representa aproximadamente el 75% de
los casos, mientras que la LLA-T comprende el resto de los casos (Arber, et al., 2016). EI 80% de
los casos ocurre en nifios, pero cuando se presenta en adultos ocurre como una enfermedad
devastadora. La incidencia en Estados Unidos es de 1.7 por 100 000 individuos al afio. La
incidencia de la LLA sigue una distribucion bimodal con el primer pico en la infancia y el segundo
pico alrededor de los 50 afios. El prondstico en los ancianos es pobre alun con estrategias de
intensificacion de la dosis de la quimioterapia, s6lo el 30-40% de los pacientes adultos logran una

remision a largo plazo (Instituto Nacional de Cancer, 2018).
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Tabla I. Clasificacion de la Leucemia Linfoblastica Aguda de acuerdo a la Organizacién
Mundial de la Salud.

Leucemia Linfoblastica Aguda de las células B/Linfoma

LLA-B/Linfoma no especificado de otro modo

LLA-B/Linfoma con anomalias genéticas recurrentes

LLA-B/Linfoma con t(9;22)(g34.1;911.2); BCR-ABL1

LLA-B/Linfoma con t(v;11923.3); KMT2A reorganizado

LLA-B/Linfoma con t(12;21)(p13.2;g22.1); ETV6-RUNX1

LLA-B/Linfoma con hiperdiploidia

LLA-B/Linfoma con hipodiploidia

LLA-B/Linfoma con t(5;14)(g31.1;932.3) IL3-IGH

LLA-B/Linfoma con t(1;19)(g23;p13.3); TCF3-PBX1

LLA-B/Linfoma con translocaciones BCR-ABL1 (Philadelphia-like)

LLA-B/Linfoma con amplificacion intracromosomal de cromosoma 21 (iIAMP21)
Leucemia Linfoblastica Aguda de las células T/Linfoma

Entidad provisional Leucemia linfoblastica precursora de linfocitos T tempranos

Entidad provisional Leucemia / linfoma linfoblastica de células natural killer (NK)

Tomado de Arber, et al., 2016.

2.2 MARCADORES MOLECULARES EN LA LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

Las aberraciones cromosomicas son el sello distintivo de la LLA pero no son suficientes para
explicar el origen de la leucemia. Las translocaciones caracteristicas incluyen t(12;21) [ETV6-
RUNX1], t(1;19) [TCF3-PBX1], t(9;22) [BCR-ABL1] y reordenamiento del gen de la histona-lisina
N-metiltransferasa HRX (MLL) (Mullighan, et al., 2009). Se han identificado mutaciones en genes
que codifican reguladores del desarrollo y diferenciacion de células B en el 40% de los casos de la
LLA-B progenitora; siendo identificados como blancos de las deleciones los genes EBF1 (Early B
Cell Factor 1) y PAX5 (Paired Box 5). La pérdida de un alelo de tipo silvestre PAX5 de las
mutaciones identificadas eliminaria la capacidad de activar la transcripcion bialélica normal, lo que
puede contribuir directamente a la detencion de diferenciacion observada en la LLA (Mullighan,
et al., 2007).

El cromosoma Filadelfia (Ph), fue descrito por primera vez por Nowell y Hungerford como una
translocacion t(9; 22) [BCR-ABL1] (Nowell & Hungerford, 1960). Se ha observado una supresion
casi obligatoria del gen que codifica para el factor de transcripcion IKZF1 (IKAROS Family Zinc
Finger 1) en la LLA BCR-ABL1 positiva, con un 83.7% de casos pediatricos y adultos que
contienen deleciones que conducen a una reduccién de la dosis y/o la expresion de una isoforma
de IKAROS alterada. Estos datos, junto con la baja frecuencia de deleciones de IKZF1 en otros

casos pediatricos de la LLA-B progenitora y la falta de aberraciones IKZF1 focales en el analisis
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genodmico recientemente reportado de tumores no hematopoyéticos, sugieren que las alteraciones
en IKAROS contribuyen directamente a la patogénesis de LLA BCR-ABL1 positiva (Mullighan,
et al., 2008).

Mas recientemente, se ha identificado una variante con perfil de expresion genética similar a la
LLA positiva para Ph (Filadelfia) pero sin el reordenamiento de BCR-ABL1. La LLA de tipo Ph-
like representa aproximadamente el 10% de la LLA-B infantil y el 15% de la LLA-B de alto riesgo
y es de tres a cuatro veces mas comin que la LLA Ph positiva. Las transposiciones y las mutaciones
de secuencia que activan la sefializacion del receptor de citocina y tirosina quinasa son un sello
distintivo de la LLA de tipo Ph-like. Ademas, cada uno de los casos estudiados albergaba lesiones
genomicas que afectaban a los factores de transcripcion linfoide (mas cominmente deleciones y /
0 mutaciones de IKZF1), sugiriendo que la perturbacion de estas dos vias coopera para inducir la
LLA-B e impulsar el perfil de expresion génica Ph-like (Roberts, et al., 2012). En mas del 80% de
los casos de esta llamada LLA de tipo Ph-like la variante posee deleciones en factores clave de
transcripcion implicados en el desarrollo de celulas B, incluido el 1KZF1, factor de transcripcion
3 (E2A), factor celular temprano 1 (EBF1) y emparejado box 5 (PAX5) (Mullighan, et al., 2007).
De forma similar se observan mutaciones activadoras de quinasas en el 90% de la LLA de tipo Ph-
like. Los mas comunes incluyen reordenamientos que involucran el proto- oncogén ABL1 (ABL1),
Janus quinasa 2 (JAK2), Platelet-Derived Growth Factor Receptor Beta (PDGFRB), Citokine
Receptor Like Factor 2 (CRLF2) y Receptor de Eritropoyetina (EPOR), activacion de mutaciones
del Receptor de la Interleucina 7 (IL7R) y Fms Related Tyrosine Kinase 3 (FLT3) y eliminacion
de la Proteina 3 Adaptadora SH2B (SH2B3), que codifica el regulador LNK13 negativo para JAK2.
Esto tiene importantes implicaciones terapéuticas ya que sugiere que la LLA de tipo Ph-like, tiende
a tener un peor pronostico y puede responder a los inhibidores de quinasas (Roberts, et al., 2014).
Las leucemias humanas con translocaciones del gen MLL cuentan mas del 50% de la leucemia
linfoblastica aguda en nifios menores de 6 afios (Liu, et al., 2009). Por otra parte, se ha descrito
recientemente la base genética la LLA hipodiploide con resultados pobres. En la LLA casi haploide
(24-31 cromosomas), se observaron alteraciones en la sefializacion de tirosina quinasa (RAS) en el
71% de los casos y IKZF3 en 13% de los casos. Por el contrario, la LLA con hipodiploidia (32-39
cromosomas), las alteraciones en los genes de la proteina 53 (P53) (91%), IKZF2 (53%) y
retinoblastoma 1 (RB1) (41%) fueron mas frecuentes. Tanto el casi haploide como el hipodiploide

bajo exhibieron activacion en las rutas de sefializacion de RAS y fosfoinositol 3-quinasa (PI13K),
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lo que sugiere que estas vias puede ser un objetivo para el tratamiento de la LLA hipodiploide
agresiva (Holmfeldt, et al., 2013).

La edad ha sido reconocida como el factor prondstico mas importante en la LLA. Ademas de las
grandes diferencias en el pronostico entre la LLA infantil y la de adultos, la edad también afecta
de manera crucial el prondstico entre los adultos, dado que se ha observado que entre los pacientes
mayores de 60 afios se tiene un prondstico particularmente precario (Rowe, et al., 2005); este factor
es al menos en parte, un sustituto de otros pronosticadores ya que los ancianos tienden a tener
enfermedades con una biologia molecular intrinseca desfavorable (por ejemplo cromosoma
Filadelfia positivo, hipodiploidia y cariotipo complejo), mas comorbilidades médicas y la
incapacidad de tolerar regimenes de quimioterapia estandar, aunque esta informacion ayuda a guiar
la terapia (Rowe, 2010).

En el ensayo prospectivo mas grande para determinar el tratamiento 6ptimo, MRC UKALL XII /
ECOG E2993 se encontrd una diferencia significativa de supervivencia sin enfermedad (DSE) y
supervivencia general segun la edad (SG), utilizando un punto de corte de 35 en la enfermedad Ph-
negativa. De manera similar, encontraron un recuento elevado de globulos blancos en el momento
del diagndstico, < 30 x 10%L para B-LLA o < 100 x 10%L para T-LLA, este fue un factor de
prondstico independiente para DSE y SG. Sobre la base de estos resultados, las enfermedades
negativas podrian clasificarse como de bajo riesgo (sin factores de riesgo segun la edad o cuenta
de leucocitos), riesgo intermedio (edad < 35 o elevado recuento de leucocitos) o alto riesgo (edad
< 35 y elevado recuento de leucocitos). Las tasas de SG a 5 afios basadas en estas categorias de

riesgo fueron 55, 34 y 5%, respectivamente (Rowe, et al., 2005).

Histéricamente, el inmunofenotipo se ha considerado como uno de los factores prondsticos mas
importantes y ha tenido un gran impacto en la estrategia terapéutica. Hace una década, casi todos
los estudios informaron gue esto tenia importancia independiente, con la LLA-T que tenia una tasa
de respuesta inicial méas alta asi como una supervivencia superior a largo plazo (Rowe, 2010). De
manera similar, la LLA pro B o pre-pre-B y el precursor de células T inmaduras generalmente se

asocian con un peor prondstico (Gokbuget & Hoelzer, 2009).

El cromosoma Filadelfia, que comprende el t (9; 22) (q34; g11), sigue siendo la anormalidad méas
frecuente y clinicamente significativa en la LLA adulta, con una incidencia que varia del 15 al 50%
en pacientes mayores con LLA-B (Faderl, et al., 2003). En el ensayo MRC UKALL XlIl / ECOG

E2993, de los 1522 pacientes registrados en el estudio, se intentd el analisis citogenético previo al
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tratamiento en el 90% de los casos. El anlisis citogenético cuidadoso se considerd exitoso, después
de la revisidn central, en casi tres cuartas partes de estos pacientes y entre los que tuvieron un
analisis citogenético exitoso se detectd un clon anormal en el 79% de los pacientes. Como era de
esperar, la anomalia mas frecuente fue el cromosoma Filadelfia, t (9; 22) (q34; q11) / BCR-ABL1,
que se detect6 en el 19% de los pacientes que utilizaron citogenética convencional, hibridacion
fluorescente in situ (FISH), la tecnologia de reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), 0 una
combinacion de estos métodos. Aparte del cromosoma Filadelfia, existen las anomalias
citogenéticas que comprenden las translocaciones t (4; 11) (g21; p1343), t (8; 14) (q24/1; q32)
o cariotipo complejo (definidas como cinco 0 mas anomalias cromosémicas), excluyendo pacientes
con una translocacion establecida, asi como aquellos con baja hipodiploidia / casi aploidia que
tuvieron un resultado inferior. Por el contrario, los pacientes con alta hiperdiploidia tuvieron un

resultado significativamente mejorado (Moorman, et al., 2007).

Ademas de las caracteristicas de la enfermedad, se ha reconocido durante mucho tiempo que la
respuesta a la terapia inicial predice un resultado. Se ha convertido en una practica estandar evaluar
a los pacientes con el diagnostico de enfermedad residual minima (ERM) usando técnicas
moleculares como la citometria de flujo y la PCR. En consecuencia, los diagndsticos
estandarizados de ERM deben estar disponibles para la evaluacion de la respuesta al tratamiento
en cada paciente con LLA individual, para ser utilizados en medicina personalizada, como la
asignacion precisa del grupo de riesgo con el tratamiento adaptado al riesgo (van Dongen, et al.,
2015).

2.3 RNAs NO CODIFICANTES COMO MARCADORES MOLECULARES EN LA
LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

En 1993, Victor Ambros y sus colegas, Rosalind Lee y Rhonda Feinbaum descubrieron gque el gen
lin-4 en Caenorhabditis elegans, implicado en el correcto desarrollo de la larva, no codificaba para
una proteina, sino que codifica para moléculas de RNA de aproximadamente 22 nucledtidos de
longitud (lin-4S y lin-4L) que inhibian la traduccion de la proteina Lin-14 reprimiendo al mMRNA
a través del apareamiento de bases complementarias (Lee, et al., 1993). En el afio 2000 se descubrid
otro RNA pequefio denominado let-7, que inhibia la traduccion de lin-41 en el desarrollo de C.

elegans; estos RNAs pequefios fueron llamados micro RNAs (miRNA) (Relnhart, et al., 2000).
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Homdlogos del gen let-7 pronto fueron identificados en los genomas del humano, la mosca y otros
once animales bilaterales (Pasquinelli, et al., 2000). Los miRNAs son RNA enddgenos de 22
nucledtidos que pueden desempefiar funciones reguladoras importantes en animales y plantas al
dirigirse a los RNA mensajeros (mMRNA) para la escision o la represion de la traduccion uniéndose
por complementariedad de bases mas frecuentemente en la region 3" sin traducir (UTR) (Kim, et
al., 2009). Los miRNAs comprenden una de las clases més abundantes de moléculas reguladoras
de genes en organismos multicelulares y también influyen en la produccién de muchos genes que

codifican proteinas (Bartel, 2004).

En la misma década de los 90s se descubrieron otros ncRNAs, los RNAs largos no codificantes
(IncRNAs), que estaban involucrados en la regulacion epigenética, tales como H19 y Xist que
constan de al menos 200 nucledtidos de longitud (Kung, et al., 2013).

Otro grupo de RNAs pequefios fueron descubiertos en el afio 2001 durante un estudio de perfiles
de RNAs pequefios de Drosophila melanogaster. Estos estudios descubrieron un subconjunto de
RNAs pequefios endogenos especificos de células germinales, con una longitud de 24 a 29
nucleotidos (Aravin, et al., 2001). La mayoria de estos RNAs pequefios corresponden a repetitivos
elementos intergénicos, incluyendo los retrotransposones, por lo tanto fueron llamados repeat-
associated small interfering RNAs (rasiRNA) (Aravin, et al., 2003). Mas recientemente, fueron
caracterizados complejos moleculares entre proteinas PIWI y RNAs pequefios, denominandose a
estos como RNAs que interaccionan con PIWI (piRNA) (Lau, et al., 2006). Curiosamente, la
biogénesis de piRNAs no depende de Dicer (tabla Il). Los piRNA estan implicados en el
silenciamiento del transposon a través de la formacion de heterocromatina o la desestabilizacion
del RNA (Kim, et al., 2009).

Los ncRNAs pueden secretarse al espacio extracelular, ya que los RNA libres de células se
encapsulan en macrovesiculas o se pueden asociar con proteinas o lipoproteinas de alta densidad
(HDL), y posteriormente se pueden detectar en muestras de sangre como ncRNA circulante, asi

como en orina, saliva y otros fluidos corporales (Anfossi, et al., 2018).

La formacidén de cancer es la interaccibn combinada de factores que inhiben el desarrollo de
tumores (supresores de tumores) y otros que promueven la proliferacion (inductores del cancer)
(Zhang, et al., 2007). Uno de los mas grandes desafios para comprender la funcion de los ncRNAs
en el cancer es que los ncRNAs no siempre tienen un unico rol en el proceso de formacion de

tumores. Un ncRNA puede funcionar tanto como supresor tumoral en un tipo de cancer, pero puede
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promover la progresion de la enfermedad en otro tipo de cncer. En otros casos, multiples especies
de genes que se producen del mismo locus del gen del ncRNA pueden operar sinérgica o
antagdnicamente en determinada via. Las funciones multifacéticas de muchos genes de ncRNA
fortalecen la evidencia de que el genoma no esta organizado para contener genes individuales con
funciones individuales, en vez de eso, un loci particular a menudo es altamente multiplicado para
producir una gran variedad de productos de genes que permiten un despliegue de posibles
respuestas de regulacion para las diversas vias (Anastasiadou, et al., 2017). Actualmente, casi todos
los estudios relacionados con miRNA sobre cancer se basan en el perfil de expresion diferencial
de miRNAs en células cancerosas frente a células normales. La sobreexpresion y / o represién de
miRNAs especificos es un buen método para estudiar la funcion de los miRNA en la patogénesis
del cancer y su papel especifico en el inicio y desarrollo del cancer (Zhang, et al., 2007).

Los andlisis de secuenciacion han mostrado que los piRNA son tan abundantes en circulacion
extracelular como los mMiIRNAS en pacientes sanos y con cancer (Yuan, et al., 2016), lo que defiende
la hipdtesis de que los piRNAs pueden estar tan implicados en la generacion de leucemia como los

miRNAs, por lo cual es importante seguir investigandolos.

Tabla Il. Comparacion de las caracteristicas de los miRNAs, piRNAs y InCRNAs.

Caracteristica

ncRNA Longitud Transcripcién Procesamiento Funcion
miRNA | Aproximadamente | Transcritos Drosha y Dicer Regulacion genética post-
22 nucledtidos enddgenos en forma trascripcional por
de horquilla complementariedad de bases
con un mRNA blanco.
piRNA De 24 a29 Elementos Independiente de Silenciamiento de transposones
nucleétidos intergenéticos Dicer (formacién de heterocromatina
repetitivos, 0 desestabilizacion de ARN)

transposones activos
0 grupos de piRNAs

IncRNA | Minimo 200 Transcritos Procesamiento Regulacidn del ciclo celular, la
nucledtidos enddgenos igual al de los estabilidad del RNA y la
mRNA estructura de la cromatina.

Tomado de: (Kim, Han, & Siomi, 2009) (Trimarchi, et al., 2014)
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2.4 BIOGENESIS DE LOS MICRORNAs

Los miRNA son parte de una larga transcripcion, denominada pri-miRNA, que son transcritos por
la RNA polimerasa Il (Pol 1) (Cai, et al., 2004). Las transcripciones primarias (pri-miRNAS)
generadas por Pol Il son usualmente de varias kilobases de longitud y contienen estructuras de
tallo-asa (Lee, et al., 2002), una vez que el pri-miRNA se transcribe, se procesa en el nicleo por
una enzima RNasa Ill, denominada Drosha, en fragmentos de RNA mas pequefios llamados
precursores de miRNA (pre-miRNA) (Figura 1) (Lee, et al., 2003), Drosha requiere un cofactor, la
proteina del gen 8 de la region critica del sindrome DiGeorge (DGCR8) en humanos (Han, et al.,
2004). Un pri-miRNA tipico consiste en un tallo de ~ 33 pares de bases (pb), una asa terminal y
segmentos de RNA de cadena lateral adyacentes. DGCRS interactda con pri-miRNAs a través de
los segmentos de RNA monocatenario (SSRNA) y el tallo de ~ 33 pb, y ayuda a Drosha a escindir
el sustrato ~ 11 pb lejos de la unién ssSRNA-dsRNA (Han, et al., 2006). La exportacion de pre-
miRNAs al citoplasma, esta mediada por la exportina 5 (EXP5), que es un miembro de la familia
de receptores de transporte nuclear (Lund, et al., 2004). Al igual que con otros receptores de
transporte nuclear, EXP5 se une cooperativamente a su carga y la forma del cofactor enlazada a
guanosin trifosfato (GTP) que se encuentra en el nicleo y libera la carga despues de la hidrolisis
de GTP en el citoplasma. EXP5 reconoce el tallo de RNA de doble cadena (dsRNA) de >14 pb
junto con un saliente corto de 3 '(1-8 nt) (Lund, et al., 2004). Seguido de la exportacion del nicleo
el pre-miRNA es cortado cerca del bucle terminal por una RNAsa Il denominada Dicer, que
reconoce los dsRNAs de secuencias de ~22 pares de nucledtidos liberando un RNA bicatenario
(Bernstein, et al., 2001). En humanos, Dicer interactda con dos proteinas que pueden ser TAR
RNA-binding protein (TRBP) y la proteina activadora de la protein quinasa inducida por interferon
(PACT); aunque ninguna de éstas son necesarias para la actividad de Dicer, parecen estar
relacionadas con la unién del complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC)
(Chendrimada, et al., 2005) (Lee, et al., 2006). Después del corte por Dicer, resulta un RNA
bicatenario al cual se unen una proteina Argonauta, Dicer, TRBP y PACT formando el complejo
RISC. EI RNA bicatenario es separado para generar dos cadenas de RNA, una de las cuales resulta
en el miRNA maduro (cadena guia) y la otra cadena (cadena pasajera) es degradada. Estudios en
small interfering RNAs (siRNA) indican que la estabilidad termodinamica relativa de los dos

extremos del dsSRNA determina cual cadena sera seleccionada (Kim, et al., 2009).
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Figura 1 Biogénesis de los miRNAs. En el nicleo ocurre la trascripcion del miRNA (pri-miRNA) formado por varias
kilobases de longitud, es procesado por DROSHA y DGCRS8 que cortan en ~11 pares de bases después la doble cadena
(pre-miRNA). La Exportina 5 en conjunto con Ran GTP se encargan de sacar al pre-miRNA del nucleo para continuar
con el proceso en el citoplasma (A). En el citoplasma el pre-miRNA es cortado en el asa por DICER y TRBP (dsRNA),
es llevado al complajo microprocesador formado por Argonauta 2 que corta al dsRNA por la mitad para obtener el
miRNA maduro que se une al mMRNA por complementariedad de bases, ocasionando la inhibicion de la traduccién o
la degradacion del mRNA (B). Modificado de Kim, et al., 2009
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2.4.1 Nomenclatura de los microRNAs

Las consideraciones principales para la nomenclatura de los miRNAs son:

1. El nombre de los miRNAs contiene de tres a cuatro letras como prefijo correspondientes a
la especie del organismo; ejemplo: hsa-mir-212.

2. Los numeros como sufijo se refieren al orden de descubrimiento.

3. Se puede predecir que la secuencia de un miRNA maduro se expresa en mas de un locus
precursor de horquilla, denotado con mas sufijos numéricos; ejemplos: dme-mir-6-1 y dme-
mir-6-2.

4. Los loci de horquilla relacionados que expresan secuencias maduras de miRNAs tienen

sufijos de letras; ejemplos: mmu-mir-181a y mmu-mir-181b (Griffiths, et al., 2008).

2.5 BIOGENESIS DE LOS RNAs PIWI

La biogénesis de los RNAs (PIWI) o piRNAs se divide en dos etapas. Primero, grandes precursores
de RNA son transcritos en el nlcleo y exportados al citoplasma. En el citoplasma, los precursores
de piRNAs son procesados hasta obtener piRNAs maduros que se unen a las proteinas P-element
Induced Wimpy testis en Drossophila (PIWI). (Huang, et al., 2017). La mayoria de los piRNAs se
derivan de secuencias de elementos transponibles que se presentan en muchas copias a traves del
genoma. Parece ser que una gran fraccion de piRNAs se origina de varios loci, tales regiones
genodmicas son llamadas “piRNA clusters”. (Huang, et al., 2017). Los precursores de los piRNAS
son RNAs largos de cadena sencilla de mas de 100 kb de longitud que son transcritos por la RNA
polimerasa Il y se procesan en muchos piRNAs diferentes (Brennecke, et al., 2007) Durante la
espermatogénesis, al inicio de la etapa del paquiteno comienza la transcripcion de los genes de los
piRNAs siendo regulados por proteinas del dominio myeloblastosis (Myb) de unién a DNA (Li, et
al., 2013). El mecanismo de la via primaria de la biogénesis de los piRNA todavia se desconoce,
mientras que la via secundaria (amplificacion de ping pong) esta mediada por las proteinas PIWI
(Luteijn & Ketting, 2013). A nivel del silenciamiento del blanco por los piRNAs guedan muchos
misterios, por ejemplo, algunas proteinas PIWI actan en el citoplasma y pueden desencadenar la
degradacion de los mMRNASs. Sin embargo, algunas proteinas piwi también se trasladan al nicleo en

la carga de los piRNA, lo que sugiere que pueden tener un papel en el silenciamiento de sus
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objetivos a nivel transcripcional (Luteijn & Ketting, 2013). La proteina heterocromatina 1(HP1) se
une a los piRNA clusters para que éstos sean diferenciados de otros dominios de cromatina
(Klattenhoff, et al., 2009). HP1 no solo funciona al unirse a la histona H3 trimetilada en la lisina 9
(H3K9me3) sino que también actia como una proteina de union al RNA que acepta transcritos de
sus loci unidos y los transporta a sitios en los que se degradaran, esta funcién podria hacer que HP1
en lugar de dirigirse a los transcritos para su degradacion, podria escoltar a los transcritos
precursores de piRNAs a los sitios celulares de procesamiento del piRNA (Luteijn & Ketting,
2013). El siguiente paso en la biogenesis de los piRNAs es la especificacion del extremo 5°. En la
ruta secundaria del piRNA, el extremo 5°de los piRNAs se genera por un corte inducido por
proteinas piwi como parte del mecanismo de ping pong, esta accidn es realizada por una proteina
con actividad de nucleasa llamada Zucchini (Zuc) (Luteijn & Ketting, 2013). Después del corte
del extremo 5” y precediendo a la generacion del extremo 3" maduro, el piRNAs se une a PIWI, en
donde una co-chaperona Hsp70-Hsp90 Organizing protein (HOP) media la interaccion entre PIWI
y la chaperona heat shock protein 90 (HSP90), lo que facilita la unién del piRNA vy las proteinas
PIWI (Gangaraju, et al., 2011) (Luteijn & Ketting, 2013). El Gltimo paso en la biogénesis de los
piRNA consiste en la formacion de su extremo 3, la enzima responsable de esta actividad ain no
se ha identificado, pero se ha denominado Trimmer (Luteijn & Ketting, 2013). Después la proteina
Henl realiza una metilacion en la posicion OH 2" del extremo 3" del piRNA para evitar la
uridilacién que puede desestabilizar al piRNA (Kurth & Mochizuki, 2009) (Kamminga, et al.,
2010). Dentro de las proteinas PIWI resalta la actividad de MILI, MIWI y MIWI2 que han sido
asociadas al procesamiento de los piRNAs y juntas inducen a la metilacién del DNA en los loci
blanco del piRNA (Aravin, et al., 2006).

26 MICRORNAs COMO MARCADORES MOLECULARES EN LA LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA DE LAS CELULASB

2.6.1 MicroRNAs en leucemias BCR-ABL positivo

En la basqueda de nuevas estrategias terapéuticas en la LLA BCR-ABL positiva, se identificaron
blancos de miRNAs con expresion diferencial y funcién en estas células, encontrandose para el
grupo miR-17~92, conformado por miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1 y miR-92-1
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(Figura 2) (Scherr, et al., 2014), que su expresion esta implicada en el desarrollo de las células B,
induciendo la transicion de linfocitos pro-B a linfocitos pre-B, donde acta como antagonista de la
expresion de Bcl-2-like protein 11 (Bim), un gen pro-apoptético (Ventura, et al., 2008). De manera
notable y previamente, la induccion de B-cell CLL/Lymphoma 2 (Bcl2) ha demostrado ser
importante para la prevencidn de la apoptosis en células Ba/F3 que expresan BCR-ABL (Isanchez-
Garcia & Grutz, 1995). La disminucion de la expresion de miR-17-92 puede ser un mediador
importante de este efecto. Esto también puede explicar por qué la sobreexpresién del grupo tiene
poco efecto fenotipico en las células BCR-ABL negativas, donde la expresion de Bcl2 puede ser
menos critica (Scherr, et al., 2014).

TRAMSCRIPCION DROSHA/CRE CICERTRAR RGO/ DICER/TREP

DNA Pri-miANA-17~92 Pre-miRNA-17-92 dsRNA-17792 miRNA-1792 ¢ Bim W Apoptosis

3

NUELED CANCER

CITOPLASHMA Belz

BLELCLTTEL LIRS LRERES LI TR

=
=

Figura 2. Via de regulacién del grupo miR-17~92. El grupo de miRNA-17~92 se expresa en la LLA BCR-ABL
positiva actuando como oncogén, ya que va dirigido a BIM una proteina proapoptotica, lo que impide la apoptosis de
la célula que posteriormente da lugar a la generacion de leucemia. MN: membrana nuclear.

Por otro lado, la baja expresion de miR-100 y miR-99a se encontro relacionada en pacientes con
un alto riesgo en factores prondsticos en la LLA-B con reordenamiento del gen MLL y BCR-ABL
positiva. La sobre expresion de estos dos miRNAs inhibe la proliferacién celular, por lo tanto,
juntos actian como un supresor tumoral. El factor de transcripcion FKBP51 fue identificado como
blanco de ambos miRNAs, tiene un papel importante en la proliferacion celular en enfermedades
neoplasicas; sin embargo, su papel en leucemias linfoblasticas no ha sido determinado aun. Ademas
existen otros dos genes blancos importantes, insulin-like growth factor 1 receptor (IGF1R) y
mammalian target of Rapamycin (mTOR) que desencadenan una cascada de sefializacién compleja

que estimula la diferenciacién, la proliferacion y la supervivencia celular (Li, et al., 2013).
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2.6.2 MicroRNAs en leucemias con reordenamiento de MLL

Se encontrd que 19 blancos putativos de mir-17-92 parecian estar regulados negativamente en las
leucemias de reordenamiento MLL; mediante un ensayo de analisis serial de expresién genética
(SAGE) se detectd la baja expresién de la proteina precursora amiloidea (APP), la proteina
miembro 2 de la familia de dominio de asociacién a Ras (RASSF2) y la proteina 5 de union al
dominio SH3 (SH3BP5), y la sobre expresion del grupo mir-17-92. Tanto APP como RASSF2 son
dianas directas de miR-17. RASSF2 codifica una proteina que contiene un dominio de asociacion
Ras y es un supresor tumoral, que se ha observado que regula la sefializacion de Ras (Li, et al.,
2009). La sobre expresion del grupo miR-17~92 se ha visto asociada a la amplificacion gendomica
del locus, pero no por la metilacion del DNA, lo que sugiere que la sobre expresion del grupo miR-
17~92 podria estar implicada en el desarrollo de leucemias con reordenamiento de MLL (Mi, et
al., 2010).

En un estudio de muestras de médula 6sea de pacientes con LLA infantil con t(4;11) se
seleccionaron siete microRNAs que al estar expuestos al inhibidor de DNA metiltransferasa,
Zebularine, di6 como resultado su demetilacion y reexpresion de miR-200b, miR-200a, miR-429,
miR-152, miR-10a, miR-503 y miR-432 (Stumpel, et al., 2011). Algunos de estos miRNASs se han
descrito como supresores tumorales, la disminucion de la expresion de miR-200b en canceres
humanos conduce a la progresion de la enfermedad a través de la expresion elevada de los dos
receptores transcripcionales de E-cadherina: Zinc finger E-box Binding Homeobox 1y 2 (ZEBly
ZEB?2) (Gregory, et al., 2008). En este estudio se encontrd que el grupo miR-424-503 esta regulado
negativamente por la hipermetilacion de las islas CpG en t ( 4; 11) -LLA positiva, posiblemente
dirigida por la fusion MLL-AF4 (Stumpel, et al., 2011). miR-10a también disminuyo su expresion
en todas las leucemias que llevan a cabo los principales eventos de translocacidn, asociados con un
prondstico mas favorable, se sabe que miR-10a se dirige al gen Homeobox A1 (HOXAL) (Dixon-
Mclver, et al.,, 2008). En concordancia con el silenciamiento de miR-10a, la expresion de
Homeobox A3 (HOXAS3) es elevada en t (4; 11) -LLA infantil positiva. Sin embargo, la
reactivacion de miR-10a por demetilacién solo reprime marginalmente la expresién de HOXA3 a
nivel de mRNA, lo que sugiere que miR-10a ejerce su inhibicién en HOXA3 blanco putativo

principalmente a nivel de proteina. La inactivacion epigenética de miR-152 evita la regulacion
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negativa de MLL tipo silvestre, siendo este necesario para inducir la leucemia por MLL-AF9
(Gregory, et al., 2008).

En otro estudio miR-143 fue identificado como un regulador de la expresion de MLL-AF4. La
pérdida de la expresion de miR-143 puede a su vez ocasionar la sobre expresion de MLL-AF4. La
fusion de la proteina MLL-AF9 es un marcador de pobre prondstico en pacientes con LLA-B
debido a que es importante para la proliferacion celular, lo que sugiere que miR-143 actda como
un supresor tumoral ya que al inducir el tratamiento de las células con 5-azacitidina, miR-143 se

sobre expresa y se disminuye su metilacion, induciendo también la apoptosis (Dou, et al., 2012).

Una fuerte asociacién con los niveles de expresion de los genes pertenecientes al grupo HOXA con
miRNA-196b se ha mostrado en LLA pediatrica debido a que este miRNA es codificado dentro de
este grupo de genes; esta informacidn sugiere que existe una coactivacion de miR-196b y el grupo
HOXA en la LLA mostrando un mal prondstico (Schotte, et al., 2010). miR-708 también podria
estar implicado en la regulacion de dos genes que estan vinculados a la leucemia: 1KZF4, un
regulador de la diferenciacion celular, que contribuye a la generacion de leucemia si tiene una
expresion desregulada, y el oncogén Feline sarcoma (Fes) implicado en la supervivencia celular.
Juntos, miR196b y miR708 podrian inhibir la traduccion de proteinas asociadas con la
supervivencia normal y el desarrollo de los linfocitos, contribuyendo asi con la generacion de
leucemia (Schotte, et al., 2009).

2.6.3 MicroRNAs en LLA-B con t(12;21)(p13.2;g22.1); ETV6-RUNX1

Se ha observado un incremento en la expresion de miR-125b junto con miR-99a y Let-7c
especificamente asociado con LLA-B con TEL-AML1 (ETV6-RUNX1), la LLA infantil méas
comun. La sobrexpresion de este grupo de miRNAs llamado miR-125b-2 provee una ventaja de
supervivencia celular suprimiendo la apoptosis y la activacion de la caspasa 3 en respuesta a las
condiciones inhibitorias de crecimiento. Ademas, un estudio reciente sugiere que p53 es

negativamente regulada por miR-125b (Gefen, et al., 2010).
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2.6.4 MicroRNAs en LLA-B con t(5;14)(q31.1;932.3) IL3-IGH

Estudios sugieren que los miR-125 estan implicados en la diferenciacion celular. La insercion de
miR-125b-1 en el alelo de la inmunoglobulina de cadena pesada (IGH) podria afectar la expresion
del miRNA en células B precursoras, lo que lleva a una diferenciacion aberrante. Esta informacién
sugiere que miR-125b-1 esta implicado en la generacion de leucemia de las células precursoras en

la LLA-B y tiene como blanco el gen alterado IGH (Sonoki, et al., 2005).

2.7 MICRORNAs COMO MARCADORES EN LA LEUCEMIA LINFOBLASTICA
AGUDA DE LAS CELULAS T

2.7.1 MicroRNAs en leucemia precursora de linfocitos T tempranos

En un estudio se realizaron pequefas secuencias de RNA en 48 muestras de pacientes con LLA-T
para finalizar la caracterizacion trascripcional de LLA-T humana mediante un analisis de expresion
de miRNAs. Se identificd una seleccion de nuevos miRNAs en LLA-T con niveles de expresion
muy elevados, incluidos miR-181b-5p, miR-423-3p, miR-486-5p y miR-92b-3p. Existe evidencia
que sugiere que miR-181b-5p tiene un importante papel como oncogén, afectando muchos tipos de
tumores (Liu, et al., 2014). En el contexto de la leucemia, se ha demostrado que la sobreexpresion
de miR-181b-5p mejora la proliferacion en la leucemia mieloide aguda al dirigirse a MLK2
(Wallaert, et al., 2017). Ademas, miR-92b-3p se identificé como un oncomiR en el glioblastoma
al dirigirse al miembro de la familia SMAD tipo 3 (SMAD3), que se sabe que se pierde en varios
casos de ALL-T pediatrica, y PTEN, un oncosupresor en LLA-T bien establecido (Wallaert, et al.,
2017) (Zuurbier, et al., 2012). MiR-486-3p se encuentra altamente expresado en LLA-T, es un
conocido oncogén que esta dirigido al factor de transcripcion MAF y es regulado negativamente
sobre el silenciamiento MYB junto con el gen del anfitrion ankyrin-1 (ANK1), miR-486-3p es
compatible con la diferenciacion eritroide y granulocitica, mientras que interfiere negativamente
con la diferenciacion de megacariocitos y macréfagos (Bianchi, et al., 2015) (Wallaert, et al.,
2017).

Para identificar la actividad oncogénica del grupo miRNA-19~92, se realizO un ensayo de

transformacion hematopoyética in vitro, basado en la dependencia de interleucina-3 (IL-3) de los
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linfocitos FL5-12 que experimentan apoptosis cuando se elimina la IL-3. miR-19 mostrd
proteccion directa contra la muerte celular en células FL5-12 después de la retirada de IL-3; sin
embargo, miRNA-19 mostr6 poco efecto en la proliferacién celular (Mavrakis, et al., 2010). Mir-
19 interactia con Notchl por dos translocaciones, una que activa el gen homélogo de notch 1,
asociado a la translocacion (Drosophila) (NOTCH1) (t(9;14) (q34;911)) y otra que se dirige al
grupo miR-17~92 (t(13;14) (g34;911)). Lo que indica que la activacion transcripcional de los genes
Myc (mielocitomatosis) y Notchl pudiera ser causa de la sobre expresion de miR-19. Por medio
de un enfoque de cribado de short hairpin (ShRNA) imparcial, se identificd un patron de regulacién
de genes por miRNA-19, se encontraron cinco genes que albergan sitios de union a miR-19; Estos
incluyen Bim que codifica a una proteina Bcl2 proapoptética (Ventura, et al., 2008) y también a la
subunidad catalitica activada por AMP de la proteina quinasa alfa 1 (Prkaal), la proteina fosfatasa
2 (Pp2a) y el homdlogo de fosfatasa y tensina 8 (Pten8). Estos resultados sugieren que miR-19
coordina un programa de la proteina fosfatidilinositol 3-quinasa (P13K) relacionado con la via de
la supervivencia celular en linfocitos que contribuye a la generacion de leucemia (Mavrakis, et al.,
2010). Ademas, estudios mas recientes han demostrado que miR-19 tambien inhibe el gen de la
cilindromatosis (CYLD), la cual se encontré con una baja expresion en células con LLA-T
comparado con lo expresado en personas sanas. La baja expresion de miR-19 parece restaurar
significativamente la expresion de CYLD. La alta expresion de CYLD reduce significativamente
la translocacion del factor nuclear de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NFxB)
y la expresion de interleucina 6 (IL-6), sugiriendo que miR-19 y CYLD podrian tener un rol

importante en la regulacion de la via NFkB (Ye, et al., 2012).

Se ha encontrado que miR-142-3p tiene un papel oncogenico en la generacion de leucemia
promoviendo el crecimiento de las células T leucémicas y aumentando la resistencia al tratamiento
con glucocorticoides (Lv, et al., 2012). miR-142-3p regula la expresion de adenil ciclasa (AC9) a
un nivel transcripcional y la produccion de adenosin monofosfato ciclico (CAMP) en las células T.
La baja expresion de miR-142-3p incrementa la expresion de cCAMP; sin embargo, Forkhead box
P3 (FOXP3) regula la expresion de miR-142-3p y la disminucion de la expresion de esta proteina
aumenta la expresion de miR-142-3p (Huang, et al., 2009). Esta desregularizacion podria resultar
en la proliferacion anormal de las células T e incluso en la generacién de leucemia. De cualquier
modo, los niveles de miR-142-3p se correlacionan directamente con el prondstico de pacientes con
LLA. Ademaés se encontré que miR-142-3p tiene como blanco el receptor de glucocorticoides GCa

con funcion activadora, mas que el GCB con funcion inhibitoria. Por lo tanto la baja expresion de
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GCa y la alta expresion del GCP pueden contribuir a la resistencia de los glucocorticoides. (Lv, et
al., 2012).

La proteina 1 de leucemia linfoide aguda de las células T (TAL1) en un factor de transcripcion
esencial para el mantenimiento de las células madre hematopoyéticas y la regulacion de la
hematopoyesis temprana. La expresion aberrante de TAL1 contribuye a la generacién de leucemia
en el desarrollo de timocitos debido en parte a una disminucion de la expresion de miR-146b-5p
que tiene un rol como supresor tumoral en las células T comparado con células sanas (Correia, et
al., 2016).

miR-193b-3p es un importante regulador de la expresion de MYB durante el desarrollo normal de
las ceélulas T. MYB es un oncogén descubierto como un gen transformador viral en células

hematopoyéticas, por lo tanto miR-193-3P actla como un supresor tumoral (Mets, et al., 2014).

2.7.2 MicroRNAs en leucemia linfoblastica de células natural Kkiller (NK)

miR-21 y miR-155 se encontraron sobre expresados en un grupo de muestras de pacientes con
linfoma/leucemia de células natural killer (NK) actuando sobre PTEN Yy el inositol polifosfato-5-
fosfatasa D (SHIP1) respectivamente, para regular a la AKT, una serin-treonin quinasa involucrada
en varias funciones celulares, incluida la regulacion de la supervivencia y la proliferacion celular,
por lo que estos mMiIRNAs podrian estar involucrados en la generacién de leucemia de las células
NK (Yamanaka, et al., 2009).

2.8 RNAs LARGOS NO CODIFICANTES COMO BIOMARCADORES EN LA
LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

LUNARL1 (leukemia-induced noncoding activator RNA) es un RNA largo no codificante (INCRNA)
que se localiza en el nlcleo y muestra patrones dependientes de Notch especificos de la LLA-T y
una alta correlacion con IGF1R insulin-like growth factor receptorl. Se demostré que el
silenciamiento de LUNARL conducia a una disminucidn de la expresion de IGF1R en células con
LLA-T y una actividad disminuida de la ruta de IGF1 (Trimarchi, et al., 2014).
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29 METODOS DE ESTUDIO DE LOS RNAs NO CODIFICANTES

2.9.1 Muestras bioldgicas

Para poder realizar un estudio correcto de los RNAs no codificantes expresados en la LLA se
requieren muestras de sangre o0 médula dsea de pacientes previamente diagnosticados en base a
evaluacion morfoldgica, inmunofenotipo y citoquimica. Los pacientes deberan dar previamente su
consentimiento, se definen los criterios de aceptacion o rechazo (por ejemplo, muestras coaguladas,
pacientes con tratamiento) (Lv, et al., 2012). Para los analisis de ncRNA basados en sangre, se
debe prestar especial atencion en la preservacion de la sangre debido a la posible degradacion y
contaminacion con ncRNAs de células dafiadas durante el procesamiento, por ejemplo, debido a la
hemolisis (Anfossi, et al, 2018).

2.9.2 Aislamiento de ncRNA

Actualmente muchos kits comerciales listos para usar estan disponibles para el aislamiento de
ncRNA como una fraccion de RNA total. La mayoria de las técnicas estan basadas en un enfoque
particular, ya sea basado en sustancias quimicas, basadas en columnas o en perlas, permiten el
aislamiento de tipos comparables de ncRNAs, aunque la eficiencia de la extraccion de RNA puede

variar mucho dependiendo de la cantidad de material de entrada utilizado (Anfossi, et al., 2018).

2.9.3 Métodos de cuantificacion de los ncRNAs

El principal desafio analitico asociado con el analisis de ncRNAs es la eleccion de la plataforma
de deteccion. Los ensayos cuantitativos de PCR de transcripcion inversa (qRT-PCR), los
microarreglos y las tecnologias basadas en la secuenciacion de la proxima generacion (NGS) se
utilizan con mayor frecuencia para la cuantificacion de los miRNA y los IncRNA. Mientras que las

técnicas basadas en gRT-PCR son rapidas, altamente sensibles, requieren pequefias cantidades de
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material de entrada, son faciles de personalizar y entregan resultados facilmente interpretables, el
rendimiento es bajo y solo se puede analizar un nimero limitado de ncRNAs. Los microarreglos
superan estas limitaciones, permitiendo la investigacion de alto rendimiento de miles de ncRNAs
simultaneamente; sin embargo, la mayoria de las matrices requieren sistemas de lectura

complementarios o una secuenciacion masivamente paralela (Anfossi, et al., 2018).

Para la técnica de RT-PCR se utilizan iniciadors de transcripcion inversa para los ncRNASs que son
disefiados con el servidor mfold versién 2.3 y se realiza el analisis mediante un PCR de
transcripcion inversa (RT-PCR), método en el cual se utilizan 100 ng de ncRNA para la sintesis de
cDNA. El producto de cDNA se amplifica por PCR con los iniciadores en sentido y antisentido;
estos oligonucledtidos se mezclan con la sonda Tagman para la PCR en tiempo real con TagMan
Universal PCR Master Mix. Las mezclas de reaccion se incuban a 95 °C durante 10 minutos,
seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos y 60 °C por 1 minuto en un Stratagene quantitative
RT-PCR. Los datos son analizados mediante el método Delta Ct (umbral de ciclo) (Lv, et al., 2012).
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3 RESULTADOS

De acuerdo a la informacion recaudada sobre los microRNAs que se expresan en la LLA se
clasificaron de acuerdo a lo establecido en la Organizacién Mundial de la Salud, al prondstico, al
tipo de regulacion y al blanco celular de cada uno (Tabla I11); esta nueva clasificacion puede dar
informacién importante sobre el avance de la enfermedad y posibles nuevos blancos terapéuticos.
Sin embargo, no se encontr6é informacion acerca de los piwiRNAs relacionados con la LLA.
Existen investigaciones que sugieren gue esos piRNAs pueden estar altamente relacionados con la
generacién de leucemia debido a que se encuentran desregulados en pacientes con cancer, al igual
que los miRNAs. La revision bibliogréafica realizada en esta investigacion arrojo como resultado la
expresion anormal de 21 miRNAs relacionados con la generacion de LLA, asi como el pronostico
derivado de la desregulacion de éstos. Solo se ha registrado un IncRNA hasta el momento en
relacion con la LLA denominado LUNAR 1 cuya baja expresion se relaciona con la activacion de

inductores de leucemia por lo que podria actuar como un supresor tumoral (Trimarchi, et al., 2014).

Los miRNAs que se muestran desregulados en la LLA se expresan anormalmente también en otros
tipos de cancer (tabla 1V), aunque en cada uno se expresan de manera diferente. Esto refuerza la
teoria de que este grupo de miRNAs estd implicado en la generacion de la leucemia y que la
facilidad con la cual se estudian hacen factible el que puedan ser usados como nuevos marcadores

moleculares.

miR-17~92, miR-196b, miR-125b, miR-142-3p, mMiR-92b-3p, mMiR-486-3p y mIiR-19; se
encuentran sobre expresados en diferentes tipos de LLA, por lo tanto pueden ser detectados en

muestras bioldgicas.
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Tabla I11. RNAs no codificantes expresados en la Leucemia Linfobléstica Aguda

Tipode LLA RNAnNc Prondstico Regulacién Blanco celular
LLA-B/Linfoma miR-17~92 Malo Sobre expresado Bim
con t(9;22)(q34.1;q11.2); miR-100/99a Malo Baja expresion FKBP51, IGF1IR y
BCR-ABL1 mTOR
LLA-B/Linfoma con miR-196b Malo Sobre expresado HOXA
t(v;110923.3);KMT2A miR-708 Malo Desregulado IKZF4, Fes
reorganizado miR-17~92 Malo Sobre expresado APP, RASSF2 y
SH3BP5
Let-7 Malo Baja expresion NRAS, KRAS,
MYC y HMGA2
miR-148/152 Bueno Baja expresion DNMT1
miR-200b/429 Bueno Baja expresion ZEB2y ZEB1
miR-10a Bueno Baja expresion HOXAL, HOXA3
miR-629 Malo Sobre expresion N.E.
miR-143 Bueno Baja expresion N. E.
miR-100/99a Malo Baja expresion FKBP51, IGF1R y
mTOR
miR-143 Malo Baja expresion MLL-AF4
LLA-B/Linfoma con miR-125b Malo Sobre expresion P53
t(12;21)(p13.2;q22.1);
ETV6-RUNX1
LLA-B/Linfoma con miR-361-3p Bueno Sobre expresado N.E.
hiperdiploidia
LLA-B/Linfoma con miR-125 Malo Sobre expresado IGH
t(5;14)(g31.1;932.3)  IL3-
IGH
LLA-B/Linfoma con miR-146b Bueno Sobre expresion N.E.
t(1;19)(q23;p13.3); TCF3- miR-126 Bueno Sobre expresién N.E.
PBX1
Entidad provisional miR-142-3p Malo Sobre expresado AC9, cAMP Y
Leucemia linfoblastica GCa
precursora de linfocitos T
tempranos
Entidad provisional miR-92b-3p Malo Sobre expresado SMAD3, MLK2 y
Leucemia linfoblastica PTEN
precursora de linfocitos T miR-708 Malo Desregulado N.E.
tempranos miR-151 Malo Baja expresion N.E.
miR-148a Malo Sobre expresado N.E.
miR-424 Malo Sobre expresado N.E.
miR-486-3p Malo Sobre expresado MAF, MYB
miR-19 Bueno Sobre expresado c-Myc, Notch 1,
Bcl2
miR-100/99a Bueno Baja expresion FKBP51, IGF1R y
mTOR
miR-146b-5p Bueno Baja expresion TAL1
miR-142-3p Malo Sobre expresado AC9
LUNAR1 N.E. Baja expresion IGF1R

*N.E.: No especificado. Desregulado: Puede aumentar o disminuir la expresion
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Tabla IV. Micro RNAs en Leucemia Linfobléstica Aguda y otros tipos de cancer.

miRNAs en LLA

miRNAS en otros tipos de cancer

Referencias

miR-17~92

Linfoma, cancer de pulmon, cancer de colon,
neuroblastomas, cancer de estdmago.

Concepcion, et al., 2012

miR-196b

Carcinomas de células escamosas de cabeza
y cuello.

Alvarez-Teijeiro, et al., 2017

miR-708

Sarcoma de Ewing, cancer de pulmdn,
leucemia linfoblastica crénica, linfoma,
mieloma multiple, cancer de vejiga, cancer de
mama, glioblastoma multiforme, carcinoma
hepatocelular, cancer de ovario, cancer de
proéstata, carcinoma de las células renales.

Monteleone & Lutz, 2017

Let-7

Cancer de pulmon, linfoma de Burkitt, cancer
de mama, cancer de estomago, cancer de
colon, cancer de tiroides, carcinoma oral de
células escamosas, cancer de ovario, cancer
pancredtico, neuroblastoma, cancer de
higado, cancer de prostata, cancer
endometrial, cancer colorrectal.

Thammaiah & Jayaram, 2016

miR-148/152

Mieloma maltiple, carcinoma hepatocelular,
neuroblastoma, cencer de estémago, cancer
pancredtico, cancer de mama, céncer de
pulmén y cancer de nasofaringe.

Friedrich, et al., 2017

miR-200b/429

Céancer de mama, cancer pancreéatico y cancer
hepético.

Peng, et al., 2013

miR-10

Céncer colorrectal, cdncer de mama, cancer
de colon y es6fago, glioblastoma, carcinoma
hepatocelular, melanoma, neurofibromatosis,
cancer pancredtico, carcinoma urotelial y
leucemia mieloide aguda.

Bryant, et al., 2012

miR-629

Céncer de pulmén, carcinoma de células
renales, cancer de ovario, cancer de pancreas,
cancer cervical y cancer colorrectal.

Lu, etal., 2018

miR-143

Céncer colorectal, cancer de prostata, cancer
cervical, cancer de ovario, linfoma de células
B y osteosarcoma.

Sol, et al., 2018

miR-125h

Céncer de vejiga, cancer de mama, carcinoma
oral de células escamosas, cancer de
estdbmago.

Wu, et al., 2015

miR-361-3p

Céancer de pulmén, carcinoma hepatocelular,
cancer cervical, cancer de mama, cancer de
prostata.

Liu, et al., 2018

miR-146

Cancer de tiroides, cancer de ovario y cancer
de mama.

Qiu, et al., 2017

miR-126

Cancer del tracto intestinal, cancer de mama,
cancer de tiroides.

Ebrahimi, et al., 2014

miR-142-3p

Céncer de mama, cancer de pulmén, cancer
de ovario.

Gao, et al., 2018

miR-151

Céancer de mama y carcinoma hepatocelular.

Krell, et al., 2012

miR-424

Cancer de mama, cancer cervical, cancer
renal, carcinoma hepatocelular y cancer
colorrectal.

Fang, et al., 2018

miR-486-3p

Carcinoma hepatocelular, cancer de pulmon,
cancer de mama, cancer pancreatico.

Jiang, et al., 2018

miR-99a/100

Carcinoma, cancer de mama, cancer de
préstata.

Hu, et al., 2014
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los ncRNA son moléculas de RNA que no codifican para proteinas y tienen funciones de
regulacién epigenética; estas moléculas se han encontrado sobre expresadas o inhibidas en
diferentes tipos de cancer, lo que indica que su expresién podria estar directamente relacionada con
el origen del cancer (Huang, et al., 2013) (Anastasiadou, et al., 2017). La LLA es el tipo de cancer
mas comun en nifios y su diagnostico se basa en marcadores moleculares que se identifican a partir
de muestras de médula dsea, un estudio que suele ser extremadamente doloroso e invasivo
(Jabbour, et al., 2005) (Terwilliger & Abdul-Hay, 2017). Los ncRNAs se pueden extraer de fluidos
como sangre periférica, orina y saliva, y se pueden detectar facilmente a través de metodologias de
microarreglos (Lv, et al., 2012) (Anfossi, et al, 2018). Hasta el momento existen reportes que
relacionan la expresion anormal de un grupo de 21 miRNAs con el desarrollo de leucemia y se
expresan de manera diferente en cada subtipo de LLA, lo que hace posible realizar un pronostico
basado en la identificacion de estas moléculas. Este grupo de miRNAs se ha relacionado también
con otros tipos de cancer, lo que nos indica que tienen un papel importante la regulacion del ciclo
celular y en el origen del cancer. Por otra parte, se ha reportado que la expresion de un IncRNA
denominado LUNARL1 puede tener un rol como activador de inductores de la leucemia por lo que

es considerado como un supresor tumoral (Trimarchi, et al., 2014).

Por el momento no se han reportado piRNAs relacionados con la LLA; sin embargo, existen
investigaciones que sugieren que los piRNAs pueden estar altamente relacionados con la
generacion de leucemia debido a que también se encuentran expresados anormalmente en celulas
germinales de pacientes con cancer (Weng, et al., 2019). Por lo que es importante seguir

investigando si existe relacion entre su expresion y la generacion de leucemia.

Se propone el analisis de miR-17~92, miR-196b, miR-125b, miR-142-3p, miR-92b-3p, MiR-486-
3p y miR-19 como posibles marcadores pronostico de la LLA, ya que estos miRNAs han sido

reportados como sobre expresados en alguno de los subtipos de LLA.
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