* ? : CAYETANO HEREDIA

MICRORNAS CIRCULANTES EN
SALIVA Y ORINA COMO
POTENCIALES BIOMARCADORES DE
ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL EN
LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA
PEDIATRICA

TESIS PARA OPTAR EL GRADO DE
DOCTOR EN CIENCIAS CON MENCION EN
BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

ALEJANDRA PANDO CACIANO

LIMA — PERU

2024






ASESORA:

Dra. Ménica Pajuelo Travezafio

CO-ASESOR:

Dr. Holger Maita Malpartida



JURADO DE TESIS

DR. PABLO TSUKAYAMA CISNEROS ALBINO

PRESIDENTE

DRA. VANESSA KARINA ADAUI SICHERI

VOCAL

DRA. CLAUDIA INES GLORIA MACHICADO RIVERO

SECRETARIO (A)



DEDICATORIA

A mis padres y hermana.

A mi mamita Emma.

A todas las personas que con su amor, paciencia y empuje hicieron posible

realizar esta tesis.



AGRADECIMIENTOS

A mis padres y mi hermana, por su soporte incondicional en el recorrido de este

largo camino. Sin su amor y compafiia, nada seria posible.

A mi mamita Emma, por saber guiarme con su amor a pesar de no estar

fisicamente.

A mi amiga, hermana de otra mama, Pauline Mamani, por su paciencia, compafiia

y amistad incondicional.

A mi amiga, Arianna Basto, por su amistad incondicional a pesar de la distancia.

Al Dr. Holger Maita, por su amistad, carifio y ensefianzas a lo largo de todos estos

afios de estudio y trabajo.

A la Dra. Mdnica Pajuelo, por sus ensefianzas y comprensién durante el desarrollo

de la tesis.

A la Sra. Maritza Nafez y al Dr. Robert Gilman, por su invaluable donacién para

el desarrollo de la tesis.



FUENTE DE FINANCIAMIENTO

El presente trabajo fue financiado por el Consejo Nacional de Ciencia,

Tecnologia e Innovacion Tecnoldgica (CONCYTEC), a través de su

unidad ejecutora “Fondo Nacional de Desarrollo Cientifico, Tecnolédgico y

de Innovacion Tecnolégica” (FONDECYT), contrato N° 165-2020-

FONDECYT.



DECLARACION DE AUTOR

FECHA 13 JULIO 2024
APELLIDOS Y
NOMBRES DEL PANDO CACIANO ALEJANDRA
EGRESADO
DOCTORADO EN CIENCIAS CON
Egggg:gﬂg‘ DE MENCION EN BIOQUIMICA Y BIOLOGIA
MOLECULAR
ANO DE INICIO DE LOS 2001

ESTUDIOS

MICRORNAS CIRCULANTES EN SALIVA
TITULO DEL TRABAJO | Y ORINA COMO POTENCIALES

DE INVESTIGACION DE | BIOMARCADORES DE ENFERMEDAD
GRADO MINIMA RESIDUAL EN LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA PEDIATRICA

MODALIDAD DE

TRABAJO DE GRADO TESIS

Declaracion del Autor
El presente Trabajo de Grado es original y no es el resultado de un trabajo en
colaboracion con otros, excepto cuando asi esta citado explicitamente en el texto.
No ha sido ni enviado ni sometido a evaluacién para la obtencion de otro grado
o diploma que no sea el presente.

Tellefono de contacto (fijo/ 955364055
movil)
E-mail alejandra.pando@upch.pe

Firma del egresado
DNI:70417451




TABLA DE CONTENIDOS

RESUMEN ..ottt ss ettt es e sn st es st senssesssnssseseseesneseans 5
ABSTRACT ..ttt ettt ettt ettt st esa st st n s st s st et s e s enaneas 7
1. INTRODUGCCION ..ottt ettt sn s sssnas s 1
1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ......ooumivieeeeeeeeeeeeeeeseeeseeeseees e seeeesse s 5
1.2, JUSTIFICACION ..o ees e eee e ee s ese e es e 8
2. OBIETIVOS. ...ttt ettt ettt 12
2.1 GENERAL ..o es s es e es s 12
2.2, ESPECTFICOS ...t e e es s es s eeses e eee 12
3. MARCO TEORICO ...ttt 13
3.1. INCIDENCIA Y MORTALIDAD DE LA LLA .....ovvoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
3.2. TRATAMIENTO DE LA LLA ..o eesesee s ss s 14
3.3. MONITOREO DE LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO MEDIANTE LA MEDICION
DE LA EMR ..ot ee e ses e e e e sees s eseses e e et eese s eseees e seseees e seseses e 15
3.4. BASES GENETICAS DE LA LLA .......oioiieeeeeeeseeeeeseeseseeeseesese s ssseesss s 18
3.5. BIOGENESIS DE LOS MICRORNAS Y ROL EN EL PROCESO DE
HEMATOPOYESIS ... eeee e eeeee oo eee s eeeeses s s s s seeeeeeeseeeses s 21
3.6. MICRORNAS CIRCULANTES: GENERALIDADES ........oooieoeeeeeeeereeeseeeseeeeseeseeesenns 24
4. METODOLOGIA ...ttt 26
4.1. POBLACION DE ESTUDIO ..o seeeeeeseeeesee e eeeeees s eesesee s e esse s 26
4.2. DISENO DEL ESTUDIO ... eeeeeeeeeeseeeeeee e e eeeeeee s eesesee s ess s 26
4.3. CRITERIOS DE INCLUSION O EXCLUSION.......ovveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseeseeesee s 30
4.4, CALCULO DEL TAMARNO MUESTRAL ....coiveieeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeseeeeeee s seeeesee s 30
4.8. DETERMINACION DE LA CANTIDAD Y PUREZA DEL RNA AISLADO................. 36
4.9. PERFILADO DE MICRORNAS MEDIANTE sRNA-SEQ Y ANALISIS
BIOINFORMATICO ... eeeeee s se s ess s 36
4.10. SELECCION DE MICRORNAS DE REFERENCIA.........oovveieeeeeeeeereeeseesseesseesnse 38
4.11. SINTESIS DE CDNA Y QPCR ...ttt ses s se s ssssessenssse s sneans 39
4.12. ANALISIS DE DATOS.....coieeeieeeeeeeeee e teeesee s seeses s asses e ses s ssss s ssssasssnsssesssssssaneans 40
4.13. ASPECTOS ETICOS.....eoeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeseeeese e seseeeseese e seseese e sesesesee s seeeesseeseeesenes 43
B, RESULTADOS ...ttt st s st een s een s n e asnneesnen 45

5.1. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO .....c.cooeveereierireieeieseeeeienens 45



5.2. IDENTIFICACION DE MICRORNAS EXPRESADOS DIFERENCIALMENTE

MEDIANTE SRNA-SEQ......ooeeeeeeeeeeeeeeeeeee e et seee e ees s ees s ses s eesses s s s seeneseseeneseenesnseenen 50
5.2.1. ANALISIS DE SRNA-SEQ EN SALIVA ...ttt s 50
5.2.2. ANALISIS DE SRNA-SEQ EN ORINA ...ttt 69

5.3. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CONTROL EXOGENO (CEL-
MIR-39) PARA LA EXTRACCION DE RNA ..ot ee s eene s sesnes 83
5.4. DETERMINACION DE MICRORNAS DE REFERENCIA PARA EL ANALISIS
MEDIANTE RT-GPCR ..ot seseesse s sssnessssssssesnesnes 85
5.5. VALIDACION DE LA EXPRESION DE MICRORNAS EN SALIVA MEDIANTE RT-
0 0 RS SPRPRRR 87
5.6. DETERMINACION DEL DESEMPENO DE LOS MICRORNAS CIRCULANTES EN
SALIVA o oeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e s e e s e s e e s e s e s et et et et et eeeseseseeeeeseeeaeseeseeee e e e nearaeas et et et et erererenn 88
5.6.1. MEDICION DE LA EXPRESION DE MICRORNAS ..o oot e e eeraeerens 88
5.6.2.  ANALISISDE CURVAS ROC ..o e e e e e es e e e s e s e ees e s e ees e s aseesesaseasenes 90

B.  DISCUSIONES ... ..ottt e e e et e et e e e e e e e e e e e eeseseeesesesesssessesesesssessssssesssessesnsans 92

7. CONCLUSIONES ..ot et e e e ee e e e e e e e e eeeesaeeeaeaesessesaseeseseesseeaneeneeans 106

8. RECOMENDACIONES ... oo ooe oottt ee e e e e e e e e e e eseeeaeaesesseaaseesesseesreensesseans 107

9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....ooooeeeeeeeeeeee e e e e esaeanan 109

L0, ANEXOS ..ot e e e et e et e e e et e e e e e e et e e e e e e et e eaeeaae et eareere et e nrreareeaneereaans 121

ANEXO 1: ASENTIMIENTO INFORMADO PARA NINOS MENORES DE 12 ANOS .....121
ANEXO 2: ASENTIMIENTO INFORMADO PARA NINOS Y ADOLESCENTES ENTRE 12
Y L7 ANOS oo e e e et et et et et et et et eeeeeeeeeeeeseeeeaeaeeeeseeeeese e ee et et et et et eneeeeens 124
ANEXO 3: CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PADRES ......o.oeoeeeeeeeeeeeeseeeeeeeesan 133
ANEXO 4: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS ...eeeeeeeeeeeeeeeeeeee e s eesesesenes s e 141
ANEXO 5: FORMULAS MATEMATICAS PARA EL CALCULO MANUAL DEL TAMANO
DE IMUESTRA .o e e e e evese s et et et et eseseseseseseseseseaseeesesesesssssssssasssasasesasesesesssessssnsases 144
ANEXO 6: RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE PCAEN SALIVA ..., 146

ANEXO 7: RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE PCAEN ORINA ......cccooovveivcirereriren. 151



INDICE DE FIGURAS
Figura 1. Frecuencia de los diferentes subtipos genético moleculares y citogenéticos en

LLA PEAIALIICA. ...veveteeeiieiesteeee ettt ettt bbb 19
Figura 2. Flujo general de trabajo ..........ccceeiiiieiicce e 27
Figura 3 Flujo de pasos del analisis bioinformético de la data proveniente del SRNA-Seq37
Figura 4. Flujo para la seleccion de los pacientes incluidos en el estudio........................... 46
Figura 5. Distribucién del conteo de lecturas no normalizadas en saliva .............c.cceee.... 52
Figura 6. Densidad del conteo de lecturas no normalizadas en saliva............cccccceeueeveennen. 53
Figura 7. Distribucién del conteo de lecturas normalizadas en saliva ............cccccoeveveineen, 55
Figura 8. Densidad del conteo de lecturas normalizadas en saliva..........c..cccoceevvevieieennenn, 56
Figura 9. PCA segun grupo de riesgo de recaida, en saliva.........cccccoverereneieinnneinninnen, 57
Figura 10. PCA segun lote de secuenciacion, en saliva............ccccccoveveereiieiieve e, 57
Figura 11. Mapa de calor basado en la correlacion entre muestras de saliva ..................... 59
Figura 12. Volcano plot con los resultados del DEA en saliva............cccccooveiieieciesinenenn, 61

Figura 13. Mapa de calor para los 30 microRNAs expresados diferencialmente en saliva 65
Figura 14. Conteos de lectura de los 3 microRNAs con los mayores grados de

SODIEEXPreSiON €N SAIIVA......c..eiiiiiiiieiiee et 67
Figura 15. Conteos de lectura de los 3 microRNAs con los mayores grados de

SUDEXPIESION BN SAIIVA......eiuiieiiciiieee et 68
Figura 16. Distribucién del conteo de lecturas no normalizadas en orina..............c............ 71
Figura 17. Densidad del conteo de lecturas no normalizadas en orina...........cc.cceevevereennen. 72
Figura 18. Distribucién del conteo de lecturas normalizadas en orina...........cccccceeveeveennen. 74
Figura 19. Densidad del conteo de lecturas normalizadas en orina...........c.ccocevvvveieeennen, 75
Figura 20. PCA segUn grupo de rieSgo, €N OFINA .....c.cecveveiieieeieiresieeste e sreesre e sree e 76
Figura 21. PCA segun lote de secuenciacion, €N OFN&A .........ccccooereeeerenieeseneesese e 77
Figura 22. Mapa de calor basado en la correlacion entre muestras de orina....................... 78
Figura 23. Volcano plot con los resultados del DEA €N 0riNa..........cocoovveieneneneeieene, 79

Figura 24. Mapa de calor para los 2 microRNAs expresados diferencialmente en orina...81
Figura 25. Grafico de puntos para los conteos de lectura de los 2 microRNAs expresados

diferencialmente €N OFINA........cooiiiiiiie e 83
Figura 26. Valores de Cq para el ensayo realizado con concentraciones de cel-miR-39 de
5.71,57.14 y 571.43 pmol/l en muestras de Saliva ............ccccceevvevvevieieciiece e, 84
Figura 27. Valores de Cq para el ensayo realizado con concentraciones de cel-miR-39 de
57.14 y 571.43 pmol/l en muestras de SaliVa ............cccecveiieie e 85
Figura 28 Resultados del andlisis de geNorm de los microRNAs analizados .................... 86

Figura 29 ACq para el miR-1290, miR-1246 y miR-223-3p, en cada grupo de riesgo....... 89
Figura 30 Valores de AUC para el miR-1290, miR-223-3p, miR-1246 y la combinacion de

[0S 3 MICTORNAS ...ttt e et e e be et sne et e e nnes 90
Figura 31. PCA segln edad, €N SAlIVA...........coiiiiiiiiienc e 146
Figura 32. PCA segun SEX0, €N SAlIVA..........cceeiiiieiie et 147
Figura 33. PCA segun perfil citogenético, en Saliva...........ccocuvvriiiinene i 148
Figura 34. PCA segun perfil molecular, en saliva.............c.cccooiiiiiiiiiiicie e 149
Figura 35. PCA segun respuesta a prednisona, en saliva.............ccccccoveieeveiiicieese e, 150
Figura 36. PCA segUn edad, 8N OFiNA.........ccoiiiiiiieieieic e 151
Figura 37. PCA SegUN SEXO0, BN OFINA.....cveiieiieeieiteeitestesieesteeeesteeste e sreesresneesraesaeennesneas 152
Figura 38. PCA segun perfil CitogenétiCo, N OFiNA .........ccoceveririeiieienie e 153
Figura 39. PCA segun perfil molecular, €n 0riNa..........c.ccccooeiviieeci i 153

Figura 40. PCA segUn respuesta a la prednisona, 8N 0riNa ..........ccccevererenenieneseeienneens 154



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Prevalencia y prondstico de subtipos genéticos de la LLA-B..........cccccoeoivininnne 20
Tabla 2. Definicion de las categorias para el resultado de medicion de laEMR................ 29
Tabla 3. Tamafios de muestra estimados para la fase exploratoria.............c.ccooeveveiveieinenn, 32
Tabla 4. Tamafios de muestra estimados para la fase de validacion clinica ....................... 33
Tabla 5. Caracteristicas sociodemograficas y clinicas de los pacientes incluidos en el
XS0 [T TSSOV U PR PRRPRPRRPIN 48
Tabla 6. Mediana y valor maximo del conteo de lecturas crudas para las muestras de saliva
............................................................................................................................................. 51
Tabla 7. Mediana y valor maximo del conteo de lecturas normalizadas para las muestras
08 SAIIVA. ..t bbbt 54
Tabla 8. Promedio de lecturas, logz FC y valor de p para los 30 microRNAs expresados
diferencialmente €N SAlIVA..........cccoiiiiiiiii s 62
Tabla 9. Mediana y valor maximo del conteo de lecturas crudas para las muestras de orina
............................................................................................................................................. 70
Tabla 10. Mediana y valor méximo del conteo de lecturas normalizadas para las muestras
(o[-0 - SRS PR PRRRRPIN 73
Tabla 11. Promedio de lecturas, log> FC y valor de p para los 2 microRNAs expresados
diferencialmente €N OFINA........cooiuiiiii i 80
Tabla 12 Valores-M para 1os microRNAS analizados.............coovevrieiiienineniniceeeeees 87
Tabla 13. Promedio del ACq, FC y valor de p para el miR-1290, miR-223-3p y miR-1246
(fase de validacion tECNICA) ........eiveeeuireieieie et 88
Tabla 14. Promedio del ACq, FC y valor de p para el miR-1290, miR-1246 y miR-223-3p
(fase de validacion CHINICA)........coeueirerieeeie e 89

Tabla 15 Punto de corte 6ptimo, sensibilidad y especificidad para el miR-1290, miR-223-
BP Y MIR-L124B..... oottt e et e ste e ee s e s te e teeneesteenseeneeaseeteaneenreas 91



RESUMEN

A pesar del incremento significativo de la sobrevida, alrededor del 20% de los nifios con
leucemia linfoblastica aguda (LLA) sufren de recaida luego del tratamiento. La
determinacion de la enfermedad minima residual (EMR), en la médula 6sea, es un poderoso
predictor de recaida. Los microRNAs son secretados por las células tumorales en fluidos
como la orina y la saliva, en niveles que reflejan el estado fisioldgico de un individuo, y
pueden servir como biomarcadores no invasivos de EMR. Este estudio tuvo como objetivo
evaluar la utilidad de los microRNAs circulantes en saliva y orina como biomarcadores de
EMR. Se recolectaron muestras de saliva y orina el dia 15 de quimioterapia de pacientes
menores de 18 afios diagnosticados con LLA. Los pacientes se clasificaron en el grupo de
riesgo alto (GRA) o el grupo de riesgo estandar-intermedio (GRSI) de recaida, segun la
EMR del dia 15. Inicialmente, se examind el perfil de expresion de microRNAs en 6
pacientes de cada grupo mediante secuenciacion de RNAs pequefios. La sobreexpresion de
microRNASs se confirmd mediante RT-gPCR en 23 pacientes del GRA y 26 del GRSI. El
secuenciacion reveld 30 microRNAs expresados diferencialmente en saliva y 2 en orina.
Entre estos, miR-1246, miR-223-3p y miR-1290 mostraron los niveles mas altos de
sobreexpresion en saliva (Logz FC = 4.00, 3.95y 3.73, respectivamente). Los 2 microRNAS
expresados diferencialmente en orina estuvieron subexpresados. Durante la validacién, se
confirmd la sobreexpresion del miR-223-3p en saliva (Logz FC = 1.19, p = 0.025). El uso
individual de este microRNA y la combinacion del miR-1246, miR-223-3p y miR-1290
permitio discriminar entre pacientes del grupo GRA y GRSI (AUC = 0.71, IC 95%: 0.55-
0.86,y AUC =0.72, IC 95%: 0.57-0.87, respectivamente). Los resultados sugieren que miR-

223-3p, solo 0 en combinacion con miR-223-3p y miR-1290, podria representar un potencial



biomarcador no invasivo de EMR en la LLA pediatrica; sin embargo, es necesaria una
validacién en una cohorte de pacientes mas grande.
PALABRAS CLAVES: nifios, leucemia linfoblastica aguda, microRNA, enfermedad

minima residual, biomarcador, no invasivo.



ABSTRACT

Despite significant advancements in the treatment of acute lymphoblastic leukemia (ALL),
about 20% of pediatric patients experience a relapse. Minimal residual disease (MRD)
measurement in the bone marrow is a strong predictor of relapse. Tumor cells release
microRNAs into bodily fluids, such as urine and saliva, at levels that accurately reflect an
individual's physiological state. Thus, microRNAs represent potential noninvasive MRD
biomarkers. This study aimed to evaluate the use of circulating microRNAS in urine and
saliva as noninvasive biomarkers of MRD. Saliva and urine samples were collected from
pediatric ALL patients under 18 on day 15 of chemotherapy. Patients were categorized into
high-risk (HRR) and standard-intermediate risk of relapse (SIRR) groups based on MRD on
day 15. Small RNA sequencing was conducted to examine the microRNA expression profile
in six patients from each risk group. Subsequently, the upregulation of microRNAs was
confirmed using RT-gPCR in 23 patients from the HRR group and 26 patients from the
SIRR group. The sequencing analysis identified 30 differentially expressed microRNAs in
saliva and 2 in urine. Among these, miR-1246, miR-223-3p, and miR-1290 showed the
highest levels of upregulation in saliva. Upon validation, the upregulation of miR-223-3p in
saliva was confirmed (Log> FC = 1.19, p = 0.025). The use of miR-223-3p alone, as well as
in combination with miR-1246 and miR-1290, was capable of distinguishing between HRR
and SIRR patients (AUC = 0.71, 95% ClI: 0.55-0.86, and AUC = 0.72, 95% CI: 0.57-0.87,
respectively). These results suggest that miR-223-3p, alone and in combination with miR-
223-3p and miR-1290, could potentially serve as noninvasive biomarkers of MRD in
pediatric ALL; however, further validation in a larger patient cohort is necessary.

KEYWORDS: children, acute lymphoblastic leukemia, microRNA, minimal residual

disease, hiomarker, non-invasive



1. INTRODUCCION

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una enfermedad caracterizada por la proliferacion
incontrolada de linfocitos T o B inmaduros y sus progenitores (1). La LLA es el tipo de
cancer mas frecuente en nifios y adolescentes, con una incidencia anual de alrededor de 34
por cada millon de menores de 20 afios reportada en los Estados Unidos durante el periodo
2001-2014 (2). A nivel de Perd, se ha reportado que la incidencia anual de LLA durante el

periodo 2013-2015 fue de 78.44 por millon de menores de 14 afios (3).

Los avances significativos en el tratamiento de la LLA han permitido alcanzar una sobrevida
a 5 afios superior al 90 % en la mayoria de los paises desarrollados (4). Sin embargo, a pesar
de los avances significativos en el tratamiento de la enfermedad, aproximadamente entre el
15% y el 20% de todos los casos sufren de recaida (5). Del total de pacientes pediatricos que
experimentan recaida de la enfermedad por primera vez, alrededor del 11% fallece durante
el desarrollo de la quimioterapia de induccién o una vez alcanzada la remision completa de

la enfermedad (6).

El monitoreo del porcentaje de células leucémicas durante o una vez finalizado el régimen
de quimioterapia, es empleado para evaluar la respuesta al tratamiento y elegir el siguiente
esquema terapéutico (7). En ese sentido, la deteccion de cantidades submicroscopicas de
células leucémicas (cantidades por debajo del limite de la citomorfologia, establecido en
5%), definida como enfermedad minima residual (EMR), ha demostrado ser uno de los

factores predictores mas importantes del riesgo de recaida de los pacientes con LLA (8-11).



El valor de la EMR es determinado mediante pruebas de laboratorio, que incluyen la
citometria de flujo y PCR dirigido a genes de fusion, en muestras de médula 6sea o sangre
periférica (12,13). Las muestras de médula 6sea son las mas empleadas para medir la EMR
debido a que poseen una mayor sensibilidad en comparacion con las muestras de sangre
periférica (niveles de EMR 1000 veces mayores en médula 6sea) (14). Sin embargo, el
empleo de muestras derivadas de la médula Gsea se ve limitado por la complejidad del
procedimiento ademas del dolor y ansiedad que genera el procedimiento para la obtencién
de este tipo de muestra en nifios (15); ademas de la necesidad de ayunar durante al menos 8
horas antes del procedimiento. Por otro lado, aproximadamente entre el 20% y el 37% de
los casos de LLA pediatrica no exhiben genes de fusion frecuentes (16), lo cual limita la
utilidad de las pruebas moleculares empleadas de manera rutinaria para la medicion de la
EMR, dirigidas a la cuantificacion de las células leucémicas que presentan estas

aberraciones.

Durante la Gltima década, se ha descrito que secuencias cortas (~22 nucleétidos), no
codificantes, de RNA, denominadas microRNAS, pueden ser secretadas en diferentes fluidos
corporales (suero, plasma, liquido cefalorraquideo, etc.), incluyendo muestras no invasivas
como la orina y la saliva (17). Asimismo, se ha observado que existe una desregulacion en
los niveles de microRNAs circulantes en pacientes con LLA en comparacion con pacientes
sanos (18,19). Esta desregulacion también es observada durante la aplicacion de la
quimioterapia en funcién de la respuesta al tratamiento, lo cual indica un rol preponderante
no solo en el desarrollo de esta enfermedad, sino también en su evolucion (18,19). En
general, se ha planteado que algunos microRNAs actuarian como oncogenes 0 genes
supresores de tumores, mediante el silenciamiento de la traduccion de transcritos (MRNAS)

de genes supresores de tumores y oncogenes, respectivamente (20). Esta accion se realiza a
2



través de la union completa o parcial de la secuencia de microRNA a la region 3’ del
transcrito, lo cual, a su vez, conllevaria la degradacion de la molécula de mRNA o la

inhibicidn de la traduccion por parte del ribosoma, respectivamente (21).

Previamente, se ha demostrado que los microRNAs circulantes en muestras de suero, plasma
y médula 6sea pueden ser empleados como biomarcadores para el diagnostico y prediccion
del prondstico en individuos diagnosticados con leucemia mieloide aguda, leucemia
promielocitica aguda, leucemia mieloide crénica y leucemia linfocitica cronica (22-25). En
el campo de la LLA pediatrica, diversas secuencias de microRNAs extracelulares (miR-31,
miR-128-3p, miR-107, miR-155, miR-124, miR-181, miR-100, miR-223, miR-103a, etc.),
han sido detectadas en muestras de suero, plasma, sangre total y médula dsea, y evaluadas
como biomarcadores para el diagndstico de esta patologia y monitoreo de la EMR,
demostrando una elevada sensibilidad, especificidad y poder discriminatorio (18,19,26-31).
Sin embargo, hasta el momento, no se ha descrito el perfil de expresién de microRNAs
circulantes en muestras de saliva y orina, ni tampoco se ha evaluado la utilidad de estas
secuencias como biomarcadores no invasivos de EMR en pacientes con LLA. Esto a pesar
de haberse demostrado la expresion aberrante de ciertos microRNAs, en este tipo de
muestras, en otros tipos de cancer, incluyendo cancer cervical, cancer de mama, carcinoma

de células escamosas de la cabeza y el cuello, cancer colorectal, entre otros (32—35).

En este contexto, el presente estudio tuvo como objetivo principal evaluar la utilidad de los
microRNAs circulantes en saliva y orina como biomarcadores de EMR en nifios
diagnosticados con LLA, atendidos en el Instituto Nacional de Salud del Nifio San Borja
(INSN-SB). A fin de lograr este objetivo, inicialmente se identificaron secuencias

expresadas diferencialmente entre pacientes con riesgo alto de recaida (EMR > 10%) y
3



pacientes con un riesgo estandar-intermedio (EMR < 10%), en base al resultado de la
citometria de flujo en el dia 15 de la quimioterapia, empleando la técnica de secuenciacion
de RNAs pequefios (SRNA-Seq). Se decidio elegir el dia 15 de quimioterapia como punto
de analisis debido a que representa el momento mas temprano para medir el riesgo de recaida

del paciente de acuerdo al protocolo de tratamiento empleado en el INSN-SB.

Con el propésito de confirmar los resultados del SRNA-Seq, se llevo a cabo una validacion
técnica en las mismas muestras empleadas durante la fase exploratoria, empleando la técnica
de RT-gPCR. Finalmente, la utilidad de los microRNAs como biomarcadores de EMR fue
evaluada en un ultimo grupo de pacientes mediante la determinacion del area bajo la curva

(AUC ROC), tomando como gold estandar los resultados de la citometria de flujo.

Los resultados sugieren que miR-223-2p podria ser un biomarcador potencial para la

medicion no invasiva de EMR en poblacién pediatrica diagnosticada con LLA.



1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La recaida es la principal causa de fracaso del tratamiento en pacientes pediatricos con LLA.
En los paises de bajos ingresos, la tasa de recaida muy temprana, temprana y tardia alcanza
el 35%, 40% y 25%, respectivamente (36). La alta incidencia de recaida se traduce en bajas
tasas de sobrevida, que alcanzan valores del 36.3% a los 2 afios de iniciar el tratamiento con
intencion curativa (36). Esta tasa es aun menor cuando la recaida se produce muy
tempranamente (sobrevida a 2 afos: 18.2%) (36). En ese sentido, el monitoreo de la
respuesta al tratamiento mediante método sensibles, que sean capaces de detectar células
leucémicas remanentes durante la aplicacion de la quimioterapia, es fundamental a fin de

predecir la recaida de la enfermedad y modificar el enfoque terapéutico actual del paciente.

Actualmente, el método empleado de forma rutinaria para monitorear la respuesta al
tratamiento y, de esta forma, guiar las decisiones terapéuticas, es la determinacion de la
EMR, es decir, el nimero de células leucémicas detectables en muestras de médula 6sea o
sangre periférica mediante métodos mas sensibles que los exadmenes morfoldgicos (37). El
monitoreo de la EMR durante o posterior a la quimioterapia se realiza mediante pruebas de
citometria de flujo y moleculares; siendo las mas sensibles, las pruebas moleculares (capaces

de detectar hasta 1 célula leucémica en 100 000 celulas normales) (12).

Si bien el uso de muestras de sangre resulta mas atractivo (por la menor invasividad del
proceso de toma de muestras en comparacion con las muestras de médula 6sea), los niveles
de EMR en muestras de sangre son significativamente menores (desde ~12 hasta 1000 veces
mas bajos) en comparacion con muestras de médula osea (14,38). Adicionalmente, se han

observado resultados discordantes en los niveles de EMR medidos en sangre periférica y



médula 6sea, entre los subtipos de LLA (LLA tipo B y tipo T), siendo mas variables en el
caso de la LLA tipo B (9,39). Unicamente, entre el 9% y 36%, de muestras de sangre y
médula 6sea pareadas provenientes de pacientes con LLA tipo B, concuerdan en resultados

positivos para EMR (9,39).

Se ha demostrado que la obtencion de aspirados de médula 6sea produce dolor intenso a
maximo, seglin la escala “Faces Pain Scale”, en aproximadamente un tercio de los pacientes
pediatricos sometidos a este procedimiento (40). Por este motivo, este proceso es
considerado como uno de los mas dolorosos durante el desarrollo y tratamiento de la
enfermedad (40). Asimismo, aunque son infrecuentes, la posibilidad de ocurrencia de
eventos adversos asociados al procedimiento de obtencién de la muestra es latente; estos
incluyen la presencia de infecciones, dolor persistente, hemorragias, etc. (41).
Adicionalmente, se ha observado que la realizacion de procedimientos médicos invasivos
en pacientes pediatricos con leucemia produce estrés no sélo en éstos, sino también en sus
padres (42). El estrés que se produce en los padres estd asociado positivamente con la
sensacion de dolor y estrés en los pacientes (sensacion de dolor: r = 0.33, p < 0.01; estrés: r

=0.38, p < 0.05) (42).

Por otro lado, se ha documentado que la recaida de la enfermedad puede darse como
resultado de la persistencia de un subclon leucémico resistente a la quimioterapia, existente
al momento del diagndstico, pero no detectado mediante los métodos convencionales (43).
Asi, al comparar el patron anormalidades en el niamero de copias (ANCs) en 13 muestras
pareas recolectadas al momento del diagndstico y recaida de la enfermedad, se observé que

el 100% presentd cambios en el patron inicial: el 8% adquirié nuevas ANCs al momento de



la recaida, el 38% adquirio nuevas ANCs y perdio lesiones observadas al diagndstico; v el

54% retuvo, perdio y adquirid lesiones al momento la recaida (44).

Esta diferencia entre el perfil genético al diagnostico y la recaida también ha sido observada
para mutaciones somaticas (45). Al analizar 19 muestras pareadas recolectadas al
diagnostico y recaida de la LLA, se identificaron 69 mutaciones que se presentaban
unicamente al diagnostico y 95 mutaciones que se adquirieron al momento de la recaida.
Asimismo, se identifico que 20 de las 95 mutaciones que se adquirieron al momento de la
recaida estaban presentes en un nivel bajo (frecuencia alélica < 2%) al diagnostico, y que,
por el contrario, sélo 6 de las 69 mutaciones que se presentaron al diagnostico fueron

detectables al momento de la recaida.

En conjunto, los aspectos mencionados previamente al cambio en el patrén genético desde
el diagndstico hasta la recaida del paciente limitan el uso de las técnicas moleculares
empleadas de forma rutinaria para el monitoreo de la EMR, las cuales estan dirigidas a la
deteccion y cuantificacion exclusiva del gen de fusion detectado durante el diagndéstico de
la enfermedad. En ese sentido, resulta fundamental evaluar nuevos métodos para el
monitoreo de la EMR en pacientes pediatricos diagnosticados con LLA, que sean de caracter
no invasivo y permitan determinar la presencia de células leucémicas remanentes

independientemente de las aberraciones genéticas y/o cromosémicas que estas exhiban.



1.2.  JUSTIFICACION

En el afio 1993, el descubrimiento de las secuencias de RNA lin-4 y let-7, implicadas en la
regulacion del desarrollo larval de Caenorhabditis elegans, revel6 la existencia de una
familia de secuencias de RNA cortas (~19-22 nucledtidos), no codificantes, capaces de
regular la expresion génica a nivel post-transcripcional, denominadas microRNAs (46,47).
Nueve afios mas tarde, se evidencid una asociacion entre la presencia de leucemia linfocitica
cronica tipo B y la ausencia o subexpresion de ciertos microRNAs (miR-15 and miR-16-1),
lo cual sugeria un rol importante de estas secuencias en el desarrollo de céancer (48).
Posteriormente, en el afio 2004, se evidencid que més del 50% de los genes que codifican
los microRNAs estan localizados en regiones asociadas con cancer o sitios fragiles del
genoma humano (49), lo cual confirmaba el papel fundamental de estas secuencias en el

desarrollo de la enfermedad.

Durante los afios posteriores, se demostrd6 que ciertos microRNAs, denominados
microRNAs extracelulares o circulantes, son liberados a la circulacion a partir de células
tumorales, pudiendo ser detectados y cuantificados en muestras suero y plasma (50,51).
Asimismo, se evidencié una mayor liberacion de estas secuencias a partir de células
tumorales en comparaciéon con células normales (cantidades ~25 veces mayores), y se
confirmd que éstas podian ser empleadas para detectar individuos con cancer (en este caso,
con cancer de prostata) (51). Ademas de estar presentes en suero o plasma, se ha
documentado que ciertos microRNAs pueden ser encontrados en la saliva y orina (17),
pudiendo ser empleados como biomarcadores no invasivos para el diagnéstico de diversos

tipos de cancer con alta precision diagndstica (AUCs de hasta 1). Estos tipos de cancer



incluyen el cancer cervical, cancer de mama, carcinoma de células escamosas de la cabeza

y el cuello, cancer colorectal, entre otros (32-35).

En el campo de la LLA adulta y pediatrica, desde el afio 2018 hasta la actualidad, diversos
microRNAs circulantes han sido reportados en muestras de plasma, suero, sangre total y
médula 6sea (miR-32, miR-143, miR-101, miR-129, miR-132, miR-124, miR-31, miR-128-
3p, miR-335-3p, miR-326, entre otros), y han sido evaluados como biomarcadores para el
diagnostico y seguimiento de la enfermedad (18,19,26-31,52-54). Estas investigaciones han
demostrado que los microRNAs tienen un alto poder para discriminar entre individuos que
padecen la enfermedad e individuos sanos, y entre individuos que tienen una EMR > 1%y
< 1% el dia 15 de quimioterapia, presentando valores de AUC de hasta 0.99 y 0.97 ,
respectivamente (19,53). La posibilidad de detectar microRNAs en muestras no invasivas
como saliva y orina, sumado al alto poder discriminatorio que tienen estas secuencias para
diferenciar entre estadios de la enfermedad, representa una ventaja importante para su

aplicacion en el seguimiento de EMR en LLA pediétrica.

Ademas de su alto poder discriminatorio, otra ventaja de utilizar los microRNAs como
biomarcadores es su elevada estabilidad frente a la degradacion por enzimas RNAsas, ciclos
de congelacion-descongelacion y, en general, entornos hostiles (55,56). Glinge et al.
demostraron que las concentraciones de microRNAs circulantes en sangre se mantuvieron
estables a temperatura ambiente al menos 24 horas (55). De manera similar, la expresion de
los microRNAs permanecio estable durante al menos 8 horas de perturbacion fisica y
después de 4 ciclos de congelacion-descongelacion (55). La elevada estabilidad de los
microRNAs circulantes puede atribuirse a su encapsulamiento en vesiculas (exosomas) o

formacion de complejos ribonucleoprotéicos (por ejemplo, con las proteinas Ago2 o
9



lipoproteinas de alta densidad) al momento de su liberacion al medio extracelular (57). En
particular, los microRNAs asociados a lipoproteinas de alta densidad (HDLs) han
demostrado ser resistentes a la accion de RNAsas, permitiendo que su expresion permanezca
estable por hasta 24 horas a temperatura ambiente y después de hasta 5 ciclos de
congelacidon-descongelacion (56). Esta propiedad de los microRNAs permite simplificar el
proceso de recoleccion de la muestra, y al mismo tiempo, reducir los costos del analisis de
estas secuencias al eliminar la necesidad de utilizar reactivos para la conservacién de acidos

nucleicos.

Una ventaja adicional del uso de microRNAs como biomarcadores de cancer,
particularmente, durante el monitoreo de la EMR, es la capacidad que poseen de regular mas
de un gen de manera simultanea (58,59). En la LLA, se ha observado que un subtipo
genético definido puede estar acompafiado de alteraciones en otros genes (por ejemplo,
deleciones en IKZF1), lo cual limita el empleo de los métodos moleculares de determinacion
de EMR actuales basados en el uso de PCR dirigido a la deteccion de un aberracién genética
individual (60). En ese sentido, el analisis de microRNASs podria superar las limitaciones de
estos métodos al funcionar como un biomarcador de la presencia de células leucémicas
independientemente del perfil genético del paciente, debido a la asociacion de la expresion
anormal de un determinado microRNA con el desarrollo de mas de una lesion genética

(61,62).

En conjunto, todas las caracteristicas mencionadas previamente: la posibilidad de deteccion
en muestras no invasivas (como la orinay la saliva), el alto poder para discriminar diferentes
estados patologicos, la elevada estabilidad en ambientes hostiles, y la regulacion de diversos

genes de manera simultanea, hacen idoneo el empleo de microRNAs circulantes como
10



biomarcadores no invasivos para el monitoreo de EMR, sobre todo en poblaciones

pediatricas.

Debido a que el perfil de microRNAs en saliva y orina no ha sido explorado previamente en
pacientes diagnosticados de LLA, en este estudio se optd por aplicar una técnica de
secuenciacion masiva como sRNA-Seq a fin de identificar candidatos potenciales que

pudieran ser validados mediante la técnica de RT. -gPCR.
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2. OBJETIVOS

2.1. GENERAL

Evaluar la utilidad de los microRNAs circulantes en saliva y orina, mediante secuenciacion
y RT-gPCR, como potenciales biomarcadores de enfermedad minima residual en pacientes

con leucemia linfoblastica aguda, atendidos en el INSN — SB.

2.2. ESPECIFICOS

1. Describir el perfil de expresion de microRNAs en muestras de saliva y orina de
pacientes diagnosticados con LLA, que exhiban EMR > 10% empleando la técnica
de sSRNA-Seq (fase exploratoria).

2. Confirmar los resultados obtenidos en el ensayo de SRNA-Seq mediante ensayos de
RT-gPCR individuales dirigidos a los microRNAs que exhiban los niveles de
expresion mas aberrantes (fase de validacion técnica).

3. Determinar el desempefio de los microRNASs circulantes con los niveles de expresion
mas aberrantes en pacientes con LLA, mediante el valor del AUC ROC (fase de

validacién clinica).
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3. MARCO TEORICO

3.1.  INCIDENCIAY MORTALIDAD DE LA LLA

De acuerdo al Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer (IARC), la tasa de
incidencia estandarizada por edad de la leucemia en menores de 19 afios es de 3.1 por 100
mil habitantes, a nivel mundial (63). Por otro lado, la tasa de mortalidad estandarizada por
edad, es de 1.2 por 100 mil habitantes. A nivel del Per(, la tasa de incidencia estandarizada
por edad es de 7.8 por 100 mil habitantes, mientras que la tasa de mortalidad, de 3.6 por 100

mil habitantes (63).

En cuanto a la LLA pediatrica especificamente, no existen reportes de incidencia y
mortalidad en poblacion peruana. Durante el periodo 2001-2014, se reportaron 38, 136
nuevos casos de esta enfermedad en Estados Unidos, con una tasa de incidencia ajustada
por edad de 34 casos por millén de personas. La mayor tasa de incidencia, equivalente a
42.9 casos por milldn de personas, se reporto en la poblacion hispanica; seguida de la tasa
de incidencia para la poblacion no hispanica blanca y no hispanica negra (34.2 y 18.7 casos
por millén de personas, respectivamente). Con respecto al grupo etario, la mayor tasa de
incidencia se registro para el grupo de 1-4 afios (75.2 casos por millon de personas); mientras

que la menor, para el grupo de 15-19 afios (17 casos por millon de personas) (2).

A nivel del Per, el ultimo reporte de incidencia y mortalidad de cancer elaborado por el
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas indica una incidencia de leucemia en
general, de 78.44 por millén de personas durante el periodo 2013-2015. En cuanto a la
incidencia de la leucemia linfoblastica especificamente, la tasa mas alta se concentra en el

grupo etario de 1-4 afios (76.77 casos por millon de personas); mientras que la menor, en el
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grupo etario de menores de 1 afio (19.18 casos por millon de personas). Por otro lado, en lo
que respecta a la tasa de mortalidad, ésta es mas alta en el grupo etario de 5-9 afos (25.84
muertes por millon de personas), y mas baja en el grupo etario de menores de 1 afio (4.68
muertes por millon de personas) (3).

La tasa de sobrevida es significativamente mayor en paises desarrollados en comparacion a
paises en vias de desarrollo. Por ejemplo, a nivel de Centroamérica y América del Sur, la
tasa de sobrevida a 5 afios oscila entre 53.8% y 80.1%; mientras que, en Norteamérica,
especificamente, en Canada y Estados Unidos, ésta es de 90.6% y 87.7%, respectivamente
(4). En el Perq, la sobrevida general a 5 afios se ha estimado en 32.5%, mientras que la

sobrevida libre de enfermedad, en 66.1% (64).

3.2. TRATAMIENTO DE LA LLA

El tratamiento de casos nuevos de LLA esta basado en la aplicacion de quimioterapia, la
cual se divide en 3 fases: induccion de la remision, consolidacion y mantenimiento (5). La
inducciodn de la remisidn, cuyo objetivo es eliminar completamente las células leucémicas y
restaurar el proceso normal de hematopoyesis, constituye la fase inicial del tratamiento con
quimioterapia y posee una duracién aproximada de 4 a 6 semanas (5). En general, el régimen
de induccion se basa en el empleo de corticosteroides (dexametasona o prednisona),
vincristina y asparaginasa, ademas de la adicion de una antraciclina (doxorrubicina o

daunorrubicina) (5).

La fase de induccion de la remision es seguida de la fase de consolidacion, en ésta el paciente
recibe un tratamiento dirigido a erradicar los residuos restantes de células leucémicas (5).
Esta fase de la quimioterapia posee una duracion aproximada de 4 a 6 meses e involucra la

combinacion de diferentes agentes quimioterapéuticos, distintos a los empleados en la fase
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de induccion, incluyendo la mercaptopurina, tioguanina, metotrexato, ciclofosfamida,
etopdsido y citarabina (5). Si bien la duracion e intensidad del esquema empleado en esta
fase varia entre protocolos, en general, los pacientes que exhiben un riesgo alto reciben

regimenes mas intensos y mas largos (65).

La fase de mantenimiento representa la etapa final del tratamiento basado en quimioterapia.
Esta esta dirigida a evitar la recaida del paciente una vez que se ha logrado la remision
completa de las células leucémicas y tiene una duracién de al menos 2 afios luego del alta
del paciente (5). Los agentes terapéuticos empleados durante la etapa de mantenimiento
incluyen el metotrexato y mercaptopurina; estos farmacos son administrados via oral, lo cual
hace necesaria la adherencia completa al tratamiento a fin de evitar la aparicion de la recaida

de la enfermedad (5).

Un componente adicional del tratamiento de la LLA se basa en la aplicacion de una terapia
dirigida al sistema nervioso central (SNC). Todos los protocolos de tratamiento incluyen la
administracion intratecal de farmacos quimioterapicos como el metotrexato de forma
individual o la combinacidn de metotrexato intratecal, citarabina e hidrocortisona (terapia
triple intratecal), durante la fase de induccion (5). Otra de las vias para la administracion de
la terapia dirigida al SNC es la via sistémica; los farmacos que son administrados mediante

esta via incluyen la dexametasona, metotrexato a altas dosis, citarabina y asparaginasa (5).

3.3.  MONITOREO DE LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO MEDIANTE LA

MEDICION DE LA EMR

A fin de evaluar la respuesta al tratamiento y determinar el riesgo de recaida de la

enfermedad, el nimero de células leucémicas presentes en la médula ésea es cuantificado
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durante y una vez finalizada el tratamiento con quimioterapia, empleando pruebas
fenotipicas (citometria de flujo) o genotipicas (PCR) (13). La presencia de este grupo
remanente de células leucémicas se define como EMR, y su deteccion constituye uno de los

factores predictores de recaida mas importantes en la LLA pediatrica (8-11).

La inclusion de la EMR en el dia 15 de quimioterapia en el protocolo de manejo clinico de
LLA como factor para definir el riesgo de recaida de la enfermedad ha permitido ampliar
las posibilidades de sobrevida de los pacientes (66). En base a este valor, los pacientes son
estratificados en el grupo de riesgo de recaida estandar (EMR < 0.1%), el grupo de riesgo
intermedio (EMR > 0.1% - < 10%) y el grupo de riesgo alto (EMR > 10%) (67). Los
pacientes que presentan una EMR < 0.1% en este punto de la quimioterapia exhiben una
sobrevida libre de recaida significativamente mayor que aquellos que presentan una EMR >
0.1% (96.2% vs 80.5%, p = 0.027), lo que confirma el papel crucial de este factor en la

valoracion del riesgo de recaida, y por tanto, de las chances de sobrevida del paciente (67).

El valor pronéstico de la EMR depende de que las técnicas de cuantificacion empleadas
puedan detectar hasta 1 célula leucémica en 10, 000 mil normales (13). Actualmente, las
técnicas mas empleadas para el monitoreo de la EMR incluyen la citometria de flujo
(multiparamétrica) y el PCR dirigido a la deteccion de genes de fusion o rearreglos en los

genes de las inmunoglobulinas y el receptor de células T (rearreglos IG/TR) (12).

La citometria de flujo permite la identificacion de los marcadores antigenos presentes en la
superficie de los linfocitos, y con esto, la diferenciacion de las células con fenotipos
normales de las células leucémicas (13). Previamente, se ha demostrado que la citometria

de flujo de 4 colores puede permitir la deteccion de hasta 1 célula leucémica en 10, 000
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células normales (limite de deteccion = 0.01%), mientras la citometria de flujo de 8-12
colores, de hasta 1 células leucémica en 100, 000 células normales (limite de deteccion =
0.001%)(12,13). Si bien la citometria de flujo posee la ventaja de otorgar resultados en un
corto periodo de tiempo (3-4 horas), ésta presenta diversas desventajas que limitan su
empleo, incluyendo la necesidad de procesar las muestras recolectadas en un corto periodo
de tiempo a fin de evitar la muerte celular, la posibilidad de detectar células linfoides
normales que coexpresan algunos antigenos de tipo LLA (lo cual puede dar lugar a
resultados falsos positivos), la posibilidad de errores o interpretaciones dificiles debido a un

cambio fenotipico, entre otras (12).

El limite de deteccion de la citometria de flujo es superado por la técnica de PCR, la cual
posee un limite equivalente a 0.001% (1 célula leucémica en 100, 000 células normales)
(13). Comunmente, el PCR esté dirigido a la deteccion de rearreglos IG/TR; estos rearreglos
representan una “huella de ADN” que es transmitida de un progenitor linfoide a su progenie
celular (13). Esta “huella de ADN” es identificada al diagnéstico mediante PCR vy
secuenciacion, y es empleada para disefiar primers especificos que son posteriormente
empleados durante el monitoreo de la EMR (12). La mayor desventaja de la aplicacién de
esta técnica esta asociada con que los rearreglos IG/TR no estan necesariamente asociados
con procesos oncogeénicos; en consecuencia, las células leucémicas que se analizan durante
el tratamiento pueden presentar rearreglos diferentes a lo largo del tiempo (lo cual, a su vez,

puede dar lugar a resultados falsos negativos) (13).

Otros de los blancos empleados para la cuantificacion de la EMR mediante PCR son los
genes de fusion detectados al momento del diagndéstico de la enfermedad. Debido a que la

generacion de genes de fusion es uno de los eventos impulsores de la LLA, éstos se expresan
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en todas las células leucémicas y permanecen estables durante la progresion de la
enfermedad (12). A diferencia del PCR dirigido a los rearreglos IG/TR, el PCR dirigido a
los genes de fusion no emplea primers disefiados en base al patron de ADN de cada
individuo; en cambio, toma ventaja del transcrito de RNA que se genera en todos los
pacientes que exhiben un determinado rearreglo, para poder emplear un mismo set de
primers que permita identificar dicho rearreglo mediante la técnica de RT-gPCR (12). La
mayor ventaja del PCR dirigido a genes de fusion es que no es una técnica especifica del
paciente; ademas, es relativamente facil de realizar y no es costosa (12). Sin embargo, su
utilidad en el diagnostico de LLA se ve limitada principalmente debido a que mas del 50%
de los casos que son detectados entre 1y 19 afios no exhibe los genes de fusion mas comunes
que son analizados durante las pruebas moleculares rutinarias, lo cual puede llevar a un

resultado falso negativo (68).

Previamente, se ha comparado la sensibilidad de las muestras derivadas de la médula 6sea
y las muestras de sangre periférica para el monitoreo de la EMR, determinandose que el
nivel de EMR en las primeras es entre 10 a 1000 veces mayor en comparacion con las
segundas (14,69). En tal sentido, la adecuada determinacion de la EMR debe basarse en el

empleo de muestras derivadas de la médula 6sea.

3.4. BASES GENETICAS DE LA LLA

En general, el proceso de transformacion maligna de las células linfoides se atribuye a la
presencia de aberraciones citogenéticas que conducen a reordenamientos geneticos; sin
embargo, estos cambios por si solos no son suficientes para inducir el desarrollo de la
enfermedad (1). La figura 1 muestra las anormalidades genéticas y citogenéticas

involucradas en el desarrollo de la LLA-B, mientras que la tabla 1 describe el pronostico

18



clinico de las principales anormalidades observadas en nifios menores de 15 afios. EI gen de
fusion ETV6-RUNX1 vy la hiperdiploidia alta representan aproximadamente el 50 % de las
anomalias genéticas que caracterizan a la LLA-B (70). Otra anomalia observada en
aproximadamente el 3% de los casos de LLA-B es la amplificacion intracromosémica del

cromosoma 21 (IAMP21) (70).

100% Other
® Ph
90% s (- = ' Ph-like
5 m |KZF1 N159Y
80% R PAX5 P8OR
- PAX5alt
70% m BCL2/MYC
TCF3-HLF
60% m NUTM1-rearranged
— Pl m MEF2D-rearranged
50% m ZNF384-rearranged
40% . = Bﬁ;i-f;)::anged
KMT2A-rearranged
30% ETV6-RUNX1-like
- B ETV6-RUNX1
20% ¥ Low hypodiploid
M Near haploid
10% iAMP21
. B Low hyperdiploid
H High hyperdiploid

0%
Childhood SR Childhood HR AYA Adult
(1to <10 years (<1 or 10-15 years (15-39 years) (>40 years)
and WBC <50) or WBC 2 50)

Figura 1. Frecuencia de los diferentes subtipos genético moleculares y citogenéticos
en LLA pediatrica.

Imagen extraida de Inaba y Mullighan (71).
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Tabla 1. Prevalencia y pronostico de subtipos genéticos de la LLA-B

Aberracion Frecuencia Prondstico
Hiperdiploidia alta (>50 ~25% Favorable
cromosomas)

Hipodiploidia baja (31-39 <1% Desfavorable

cromosomas)

Casi haploidia ~2% Desfavorable

ETV6-RUNX1 25% Favorable

Rearreglos de KMT2A 4%* Desfavorable

TCF3-PBX1 ~5% Favorable

BCR-ABL1 2-5% Favorable con
inhibidores de tirosina-
quinasas

BCR-ABL1 like 10-15% Desfavorable

* Frecuencia en individuos entre 15 y 39 afios. Su presencia es una caracteristica distintiva
de la LLA en menores de 1 afio. Informacion extraida de Roberts (70).
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El andlisis del transcriptoma completo ha permitido identificar nuevos subtipos genéticos
de LLA-B caracterizados por un perfil de expresion e inmunofenotipo similar al de ETV6-
RUNX1 (ETV6-RUNX1-like), traslocacion de DUX4, rearreglos de ZNF384, rearreglos de
MEF2D, rearreglos de NUTM1 y alteraciones en el factor de transcripcion PAX 5 (subtipos

PAX5alt y PAX5 P8OR) (71).

En el caso de LLA-T, las anomalias genéticas incluyen principalmente alteraciones en vias
implicadas en la expresion de factores de transcripcion del linaje T, la sefalizacion
NOTCH1/MYC vy el control del ciclo celular (71). Los factores de transcripcion alterados
en la LLA-T incluyen a TALL, TAL2, TLX1, TLX, HOXA, LMO1/LMO2, LMO2/LYL1
y NKX2-1. Las alteraciones en TAL1, HOXA y TLX3 son las mas comunes en la LLA-T
pediatricay representan aproximadamente el 30%, 20% y 15% de los casos, respectivamente

(72).

3.5. BIOGENESIS DE LOS MICRORNAS Y ROL EN EL PROCESO DE

HEMATOPOYESIS

La formacion de los microRNAS se basa en un proceso que inicia con la conversion, mediada
por la enzima ribonucleasa Ill de clase 2, DROSHA, de un transcrito de microRNA
primario, denominado pri-miRNA (de ~ 1000 nucle6tidos), a un microRNA precursor (de
60-120 nucleotidos) que contiene una estructura en forma de horquilla con un “overhang”
de 2 nucleotidos en el extremo 3’. Este ‘overhang’ es reconocido por la Exportina 5 y el
microRNA precursor es transportado desde el nucleo al citoplasma para ser procesado por
la endoribonucleasa Dicer y formar el duplex de microRNA maduro (de 19-25 nucle6tidos).
Finalmente, la hebra 3’ 0 5’ del duplex es insertada en la proteina Argonauta para formar el

complejo de silenciamiento inducido por microRNA, RISC (21).
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El complejo RISC puede actuar sobre los RNAs mensajeros (mMRNA), principalmente,
mediante la unién completa o parcial de la secuencia de microRNA a las regiones no
traducidas del extremo 3°, la cual conduce a la aceleracion de la degradacion del mRNA o
a la inhibicion de la traduccion, respectivamente (21). La unién parcial del microRNA con
la molécula de MRNA se debe a la presencia de un bucle en el centro de la secuencia de
microRNA, que ocasiona la ausencia de una complementariedad total entre ambas
secuencias (73). Los genes que codifican a los microRNAs pueden verse alterados por
procesos de activacion transcripcional y metilacion, asi como por aberraciones que incluyen
duplicaciones, deleciones y cambios en la secuencia; esta alteracion conduce a una
desregulacién de su accion, pudiendo ejercer un rol como promotores o supresores de

tumores (21).

En el caso especifico de la LLA, el desarrollo en la médula 6sea y activacion en la periferia
de los linfocitos T y B, como parte del proceso de hematopoyesis, estan controlados por vias
de sefializacion proteicas, que a su vez, estan reguladas por microRNAs (74-76). Los
microRNAs involucrados en el desarrollo normal de la hematopoyesis incluyen al miR-150,
miR-155, miR-181a, y el cluster miR-17-92 (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-

19b-1 y miR-92-1) (77).

Cada una de estas secuencias cumple un rol especifico a nivel de la regulacion del proceso
de hematopoyesis. Por ejemplo, miR-150 es expresado por las células progenitoras linfoides
para inducir la transformacion de estas células en células B maduras, regulando la transicion
del estadio celular pro-B al estadio celular pre-B, la transicion del estadio pre-B al estadio

maduro, o la diferenciacion de la célula B madura en la subclase B1 (77). Una
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sobreexpresion prematura de este microRNA resulta en la inhibicion de la transicion desde
el estadio pro-B al estadio pre-B (78). A nivel del timo, la expresion del miR-150 induce el
desarrollo de las células T (por ejemplo, a través de la promocién de la transicion del estadio
doble negativo 3 a doble negativo 4) y suprime la diferenciacion de las células progenitoras

en otros linajes celulares (79-82).

Al igual que el miR-150, el cluster miR-17-92 juega un rol importante en la regulacién de
la transicion de las células B desde el estadio pro-B al estadio pre-B (77). Sin embargo, a
diferencia del miR-150, el mecanismo de regulacion del cluster miR-17-92 sobre la
maduracion de las células B se da a nivel del incremento de la expresion de la proteina

proapoptdtica BIM (83).

Por otro lado, el miR-155 se encarga de regular el proceso de diferenciacion de las células
T en células T colaboradoras (T helper) y reguladoras (77). En presencia de este microRNA,
las células T se diferencian principalmente en células T helper 1; mientras que, en su
ausencia, las células T se diferencian directamente en células T helper 2 (84-86).
Adicionalmente, la diferenciacién de las células progenitoras linfoides en células B
(especificamente, de las células B maduras en el subtipo B2) esta regulada por el miR-155;

esto mediante la inhibicion de la expresion del factor de transcripcion PU.1. (77,87).

Otro de los microRNAs involucrados en el proceso de leucemogeénesis es el miR-181a. Esta
secuencia juega un rol importante tanto en la transicion de las células B desde el estadio pre-
B al estadio maduro, como en la transicion de las células T desde el estadio de células T

doble-negativas al estadio de células T doble-positivas (77). Los blancos de este microRNA
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incluyen los genes que codifican las proteinas Bcl-2, CD69, EGR1 y el receptor de células

T (88-90).

3.6. MICRORNAS CIRCULANTES: GENERALIDADES

La identificacion de microRNAs circulantes en individuos con céncer fue realizada por
primera vez en pacientes con linfoma difuso de células B grandes, en los cuales se evidencio
una mayor expresion del miR-155, miR-210 y miR-21 en comparacion con individuos sanos
(50). Este descubrimiento abri6 la posibilidad del empleo de muestras menos invasivas,
como la sangre, para el diagndéstico y prediccion de la prognosis de diversos tipos de cancer
pediatrico, incluyendo el neuroblastoma, osteosarcoma, rabdomiosarcoma, leucemia,

retinoblastoma y el tumor de Wilms (91).

Uno de los principales atractivos de estos microRNAS es su elevada estabilidad frente a la
aplicacion de ciclos de congelacion-descongelacion y exposicion prolongada a temperatura
ambiente, asi como su resistencia a la accion de RNAsas; esto debido a que son empacados
y transportados en vesiculas lipidicas asociadas con proteinas de union a RNA que los
protegen de la degradacion, denominados exosomas (51,92). Adicionalmente, la inclusion
de los microRNAs circulantes en HDLs o su unidn en la parte exterior de vesiculas mediante
el anclaje de la proteina Ago2 son otros de los mecanismos descritos que previenen la

degradacion de estas moléculas por RNAsas (93,94).

En cuanto a su mecanismo de accion, se ha sugerido que los microRNAs circulantes pueden
actuar como hormonas, enviando sefiales codificadas genéticamente a células vecinas o
distantes (91). Por ejemplo, en el caso del cancer colorectal, se ha documentado que las

celulas tumorales liberan el miR-1246 al ambiente extracelular como sefial para la
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estimulacion de la angiogénesis, mediante la activacion de la via Smad 1/5/8 en las células
endoteliales (95). Por otra parte, en el caso del cancer de pulmédn, se ha indicado que los
efectos prometastasicos de los microRNAs exosomales miR-21 y miR-29 son consecuencia
de la unién como ligandos de estas secuencias a receptores extracelulares de la familia tipo
Toll (Toll-like receptors) localizados en macréfagos (96). Adicionalmente, se ha sugerido
que los microRNAs circulantes tendrian la habilidad de transforman células no tumorales
en células tumorales e inducir la proliferacion celular, mediante un mecanismo dependiente

de la enzima Dicer (97).

Con respecto a la cantidad de microRNAs circulantes presentes en saliva y orina, se ha
documentado que la concentracion en muestras provenientes de individuos sanos es de 25.33
ng/ul 'y 6.60 ng/ul, respectivamente (98). Por otro lado, se ha demostrado que la cantidad de
exosomas liberados por células cancerigenas puede ser entre 8 a 23 veces mayor en
comparacion con células sanas, lo cual sugeriria que la cantidad de microRNAs circulantes

en sujetos con cancer seria significativamente mayor en comparacion con sujetos sanos (99).
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4. METODOLOGIA

4.1. POBLACION DE ESTUDIO

La poblacion de estudio estuvo compuesta por pacientes atendidos en el Servicio de
Hematologia de la Sub-Unidad de Atencion Integral Especializada al Paciente de
Progenitores Hematopoyéticos del INSN-SB durante el periodo comprendido entre julio

del 2022 y abril del 2024.

4.2. DISENO DEL ESTUDIO

El presente estudio tuvo un disefio observacional, analitico, de corte transversal. El flujo
general de actividades que fueron realizadas a fin de alcanzar el objetivo principal se muestra

en la figura 2 y se detalla en los siguientes parrafos.
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Reclutamiento de pacientes diagnosticados con LLA y recoleccion de
muestras de ORN y SLV a los 15 dias de iniciada la quimioterapia de
induccion

S

Aislamiento y cuantificacion de microRNAs

\

Objetivo
especifico 1
(fase exploratoria)

Perfilado de microRNAs mediante SRNA-Seq y seleccion de
secuencias con los niveles de sobreexpresion mas elevados*

\

Confirmacion del patron de expresion de las secuencias seleccionadas
mediante ensayos de RT-qPCR individuales*

S

Objetivo
especifico 2

(fase de validacion

técnica)

Medicién de la expresion de las secuencias seleccionadas mediante
ensayos de RT-qPCR individuales”

\

Construccion de curvas ROC y determinaciéon del AUC ROC

Objetivo
especifico 3
(fase de validacion
clinica)

Figura 2. Flujo general de trabajo

* primer grupo de pacientes; ¥ segundo grupo de pacientes.
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El estudio se dividio en 3 fases: 1) fase exploratoria, 2) fase de validacién técnica y 3) fase
de validacion clinica. A lo largo del estudio, se reclutaron pacientes diagnosticados con LLA
que estaban proximos recibir la quimioterapia de induccion y se los dividié en dos grupos
segun la fase del estudio en la que se analizarian sus muestras. Las muestras recolectadas
del primer grupo de pacientes se utilizaron para llevar a cabo la fase exploratoria y la fase
de validacion técnica, mientras que las muestras recolectadas del segundo grupo se

utilizaron unicamente para llevar a cabo la fase de validacion clinica.

La recoleccién de las muestras fue realizada a los 15 dias luego de iniciada la quimioterapia
de induccion. La eleccion de este punto de monitoreo de la EMR se basa en los hallazgos
de publicaciones previas en los que se indica que la medicion temprana de este parametro
(@ los 15 dias de iniciada la quimioterapia de induccién) permite predecir de manera

independiente la recaida del paciente (100).

El resultado de la medicién de EMR fue categorizado en EMR > 10% y EMR < 10%, en
base a los resultados de la prueba de citometria de flujo, realizada de forma rutinaria en el
INSN-SB en el punto de monitoreo elegido. El grupo de riesgo correspondiente a cada

categoria se muestra en la tabla 2 (101-103).
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Tabla 2. Definicion de las categorias para el resultado de medicion de la EMR

Categoria Grupo de riesgo
% de blastos > 10% Riesgo alto*
% de blastos < 10% Riesgo estandar-intermedio

*Requerimiento de trasplante de progenitores hematopoyéticos

Durante la fase exploratoria, se realiz6 un perfilado de microRNAs mediante la técnica de
SRNA-Seq en pacientes que exhibian EMR > 10% a los 15 dias de iniciada la quimioterapia
de induccidn (grupo de referencia) y pacientes que exhibian EMR < 10% (grupo control)
en este mismo punto de monitoreo, con el objetivo de identificar secuencias expresadas

diferencialmente entre estos grupos.

La fase de validacién técnica fue realizada con el objetivo de confirmar los resultados
obtenidos en el ensayo de SRNA-Seq con respecto al patron de expresion de los
microRNAs. Durante esta etapa, los 3 microRNAs que exhibieron los niveles de
sobrexpresion mas elevados de acuerdo a los resultados del secuenciacién fueron analizados

mediante ensayos de gRT- PCR individuales.

Finalmente, durante la fase de validacién clinica, se midié la expresién de los 3 microRNAS
previamente seleccionados mediante ensayos de RT-gPCR individuales, empleando
muestras de pacientes incluidos en la fase exploratoria y un nuevo grupo. La utilidad de
estas secuencias como biomarcadores de EMR en el dia 15 de quimioterapia fue evaluada
mediante el calculo del AUC ROC, tomando como patron de referencia (gold estandar) al

resultado de la prueba de citometria de flujo en muestras de médula 6sea.

29



4.3. CRITERIOS DE INCLUSION O EXCLUSION

Criterios de inclusion:

(@]

Pacientes nuevos, atendidos en el Servicio de Hematologia del INSN-SB
durante el periodo comprendido entre julio del 2022 y abril del 2024.
Pacientes menores de 18 afios de edad.

Pacientes diagnosticados con LLA mediante frotis de médula 6sea y/o sangre
periférica y pruebas de citometria de flujo.

Pacientes diagnosticados con LLA referidos de otras instituciones a nivel
nacional para iniciar su tratamiento en el INSN-SB.

Pacientes que no alcanzaron el dia 15 de la quimioterapia hasta el momento de

la toma del asentimiento y/o consentimiento informado.

Criterios de exclusion:

Pacientes pediatricos diagnosticados con tipos de leucemia diferentes de la LLA.
Pacientes que presentaron niveles elevados de globulos blancos a causa de
cuadros inflamatorios o infecciosos.

Pacientes que presentaron trombocitopenia a causa de enfermedades
autoinmunes o trastornos hereditarios de la médula 6sea.

Pacientes que presentaron niveles bajos de gldbulos rojos a causa de deficiencia
de hierro, deficiencia de vitaminas, inflamacion, aplasia, enfermedades de la

médula ésea diferentes de la leucemia o hemélisis.

4.4. CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL

A continuacion, se muestran los célculos de tamafio de muestra realizados para cada fase

del estudio. Todos los calculos de tamafio de muestra planteados fueron realizados en el
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Software R Studio (v 4.3.1). Las formulas matematicas para el calculo manual se indican en

el Anexo 5.

Es importante considerar que el tamafio de muestra alcanzado en cada fase del estudio estuvo
influenciado por la casuistica de pacientes del grupo de riesgo alto y la disponibilidad de

muestras de saliva.

Segun estadisticas internas del INSN-SB, anualmente se tratan un promedio de 60 casos de

LLA, de los cuales aproximadamente el 33% presenta una EMR > 10 % (20 pacientes).

Ademaés, debido al miedo que generan los procesos médicos rutinarios en los nifios
hospitalizados, los pacientes pueden optar por no cooperar con latoma de muestras de saliva,

a pesar de ser un proceso no invasivo.

4.4.1. FASE EXPLORATORIA Y FASE DE VALIDACION TECNICA

Los tamafios de muestra propuestos para la fase exploratoria fueron calculados empleando
la férmula propuesta por Hant et al. (104) para estudios en los que se emplea la técnica de
RNA-Seq (tabla 3). Se considerd un coeficiente de variacion (CV) de 0.43, diferentes grados
del cambio de la expresion (fold change) de un determinado microRNA en el dia 15
posterior al inicio de la quimioterapia de induccion (18), un nivel de confianza del 95% y
una potencia estadistica de 80%. El valor del CV utilizado correspondio a la mediana
obtenida a partir del analisis de diferentes muestras humanas analizadas mediante la técnica

de RNA-Seq (104).
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Como se muestra en la tabla 3, el nUmero maximo de pacientes calculado para esta fase fue

de 11 por grupo, lo que permitiria detectar un cambio en la expresion de hasta 0.52.

Tabla 3. Tamarios de muestra estimados para la fase exploratoria

Grado de variacion (Log 2 fold change*) (18) Tamafio de muestra
0.52 11
1.98 10
2.05 9
4.24 3

En el caso de la fase de validacién técnica, se opto por realizar esta evaluacién en el mismo

grupo de pacientes analizados durante la fase exploratoria.

4.4.2. FASE DE VALIDACION CLINICA

Los tamafios de muestra propuestos para la fase de validacion clinica fueron calculados en
base a un determinado valor de AUC ROC debido a que esta medida permite evaluar la
precision diagnoéstica de una determinada prueba, y por tanto, su utilidad clinica. Los valores
de AUC propuestos fueron extraidos de la publicacion de Rzepiel et al. (18), quienes
evaluaron la utilidad de los microRNAs circulantes en plasma para el monitoreo de la EMR
en el dia 15 de la quimioterapia. Se consider6 un nivel de confianza del 95% y una potencia

estadistica de 80% para todos los calculos realizados.
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Como se muestra en la tabla 4, el nUmero maximo de pacientes calculado para esta fase fue

de 29 por grupo, que permitiria alcanzar un AUC de 0.707.

Tabla 4. Tamarfios de muestra estimados para la fase de validacion clinica

Valor de AUC ROC Tamafio de muestra
0.707 29
0.8 13
0.9 7

45. RECLUTAMIENTO DE PACIENTES Y RECOLECCION DE DATOS

Se invitd a participar en el estudio a todos los pacientes a los que el médico tratante les
solicité un frotis de médula 6sea y/o sangre periférica y una prueba de citometria de flujo, y

sus padres o apoderados.

El proceso de enrolamiento fue llevado a cabo en el Area de Hospitalizacion del Servicio de
Hematologia del INSN-SB, de forma posterior a la obtencion de los resultados de las
pruebas indicadas previamente, y un dia antes de la toma de muestra programada para el dia

15 de la quimioterapia de induccion.
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Como parte del proceso de enrolamiento, inicialmente se realizd una explicacion del estudio
y del contenido del asentimiento y/o consentimiento informado al paciente y/o sus padres 0
apoderados. Luego, se resolvieron las dudas que surgieron con respecto a estos documentos
y se procedio a la firma de los mismos, solo una vez que el paciente y/o el padre brindasen

su aprobacion para participar en la investigacion.

Adicionalmente, se llen6 una ficha conteniendo datos sociodemograficos y clinicos del
paciente (Anexo 4), tomando como fuentes de informacion la historia clinica y/o los
informes de laboratorio, donde se asigné un cédigo de identificacion para el proyecto a cada

participante.

4.6. RECOLECCION DE MUESTRAS

Las muestras de orina fueron recolectadas empleando frascos estériles de 100 ml (Samplix,

Lima, Peru). Se recolectaron 20 ml de la primera muestra de la mafiana por paciente.

Por otro lado, la recoleccion de saliva fue realizada empleando el hisopo acoplado
dispositivo Salivette® (Sarstedt, NUmbrecht, Alemania), de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Se emplearon 2 hisopos por paciente a fin de obtener la mayor cantidad de

muestra posible.

4.7. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Luego de la recoleccion, las muestras fueron centrifugadas a 4,800 x g durante 15 minutos,
a 4°C, a fin de eliminar el debris celular. A partir del sobrenadante, se realizaron alicuotas

de 2 ml y 350 pul de las muestras de saliva y orina, respectivamente.
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Durante la fase exploratoria se utilizaron tres alicuotas de 350 ul de saliva y orina para el
aislamiento de microRNAs con el fin de obtener una cantidad suficiente de RNA para
realizar el secuenciacion. Por otro lado, durante la fase de validacion en saliva solo se utilizo
una alicuota de 350 ul ya que con este volumen minimo de muestra se pudo obtener una

cantidad suficiente de RNA para realizar la RT-qPCR.

Las otras alicuotas de 2 ml fueron almacenadas en una congeladora a — 70°C ubicada en el
laboratorio N° 6 de la Sub Unidad de Investigacion e Innovacion Tecnoldgica (SUIIT), para

su empleo en futuras investigaciones relacionadas a la enfermedad de estudio.

Los microRNAs fueron aislados empleando el kit mirVana™ miRNA Isolation Kit (Ambion
Inc., Texas, EE.UU.), segln las instrucciones del fabricante. EI RNA fue eluido en 20 ul del

buffer de elucion contenido en el kit.

Durante la extraccion, se afiadieron 10 ul de un control ex6geno proveniente de C.elegans
(cel-miR-39) a la muestra, con el fin de verificar que el proceso de extraccion se habia
realizado adecuadamente. Se realizaron ensayos para determinar la concentracion de control

exdgeno que permitiera alcanzar un Cq entre 20 y 25.

Inicialmente, se prepararon 3 diluciones de cel-miR-39 a partir de una solucion madre que
contenia 50 pumol/l. Las diluciones tuvieron una concentracion final de 0.0002 pmol/1, 0.002
umol/l y 0.02 umol/l del control y se llevaron a cabo en buffer TE pH 8,0 (Ambion Inc.,
Texas, EE. UU.). Luego, se agregaron 10 ul de cada dilucién para obtener una concentracion
final de cel-miR-39 de 5.71 pmol/l, 57.14 pmol/l y 571.43 pmol/l, a 3 alicuotas de 4 muestras

provenientes de diferentes pacientes. El volumen de las alicuotas fue de 350 pl cada una.
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Este primer paso se realizd con el objetivo de establecer dos concentraciones que
permitieran obtener el rango de Cqgs previamente indicado. Las dos concentraciones elegidas
se utilizaron en 4 muestras adicionales. La deteccion de este microRNA se realizd mediante

RT-gPCR, utilizando la metodologia descrita en el apartado 4.11.

4.8. DETERMINACION DE LA CANTIDAD Y PUREZA DEL RNA AISLADO

La concentracion de RNA se determind mediante el método de fluorometria empleando el
kit Qubit™ RNA HS Assay (Invitrogen™, California, EE.UU.) y el equipo Qubit™ 4
(Invitrogen™, California, EE.UU.). La pureza del RNA extraido se determin6 mediante la
técnica de espectrofotometria, empleando el espectrofotometro NanoDrop™ 2000 (Thermo
Scientific, Massachusetts, EE.UU.). Se utiliz6 un ratio de 260/280 de aproximadamente 2.0

para definir una muestra de RNA como pura (105).

La calidad del RNA aislado no fue evaluada en un bioanalizador debido a que no se espera
que el RNA ribosémico (rRNA) esté presente en la fraccién libre de células de la orina o
saliva, por lo que el calculo del ratio rRNA 28S: 18S y el numero de integridad del RNA

(RIN) no es aplicable (106).

49. PERFILADO DE MICRORNAS MEDIANTE sRNA-SEQ Y ANALISIS

BIOINFORMATICO

Las muestras de RNA que contaban con una concentracion mayor a 10 ng/pl en un volumen
de elucion de 20 pl, fueron enviadas a las compariias Macrogen y CD Genomics de los
Estados Unidos para la preparacion de las librerias y la secuenciacién de RNAs pequefios
en el equipo Illumina Novaseq 6000 (California, EE.UU.). La secuenciacién se realiz6
utilizando lecturas de extremos emparejados de 2x150 pb para obtener aproximadamente 20
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M de lecturas por muestra (10 millones en cada direccion). Las librerias de secuenciacion
se construyeron con el kit Ql1Aseq miRNA Library (Qiagen, Hilden, Alemania), siguiendo
el protocolo del fabricante. El flujo de pasos del andlisis bioinformatico se detalla en la

figura 3.

~
S

Remocidn de adaptadores empleando Reaper

\
>y

Evaluacién de la calidad de las muestras empleando
reaperQC

Alineamiento de secuencias empleando Bowtie 2.0

Figura 3 Flujo de pasos del analisis bioinformatico de la data proveniente del SRNA-
Seq

La remocion del adaptador del extremo 3’ se realiz6 empleando la herramienta Reaper (107)
en R Studio. Luego de la remocion de adaptadores, la calidad de las muestras fue evaluada
empleando la herramienta reaperQC (107). El puntaje de calidad (“Phred score™) fue

representado por un codigo ASCII igual a su valor mas 33.
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Posteriormente, el alineamiento de las secuencias se realizd6 empleando la herramienta
Bowtie 2.0 (v 2.5.1) tomando como referencia a los microRNAs maduros anexados a la base

de datos miRBase (v22.1).

4.10. SELECCION DE MICRORNAS DE REFERENCIA

A fin de identificar los microRNAs de referencia para los ensayos de RT-qPCR, se
realizaron 3 pasos de filtrado iniciales sobre los datos obtenidos de la secuenciacion, en base

a lo propuesto por Sampathkumar et al. (108).

El primer paso se baso en la seleccion de todos los microRNAs con un valor de p ajustado
superior a 0.05. Luego, se eliminaron los microRNAs con valores de log» Fold Change (log2
FC) inferiores a -0.1 y superiores a 0.1. Finalmente, se descartaron los microRNAS con un
promedio de lecturas inferior a 500 a fin de garantizar una cantidad suficiente de secuencias

para la deteccion mediante RT-qPCR.

Los 57 microRNAs obtenidos después de los pasos de filtracion se ingresaron en el software
en linea RefFinder para identificar los candidatos mas estables (109). Paralelamente, se
realiz6 una busqueda bibliogréfica para identificar microRNAs previamente asociados con
el desarrollo de cancer, con el fin de no considerarlos como potenciales candidatos. Los
candidatos mas estables que no se habian asociado previamente con el desarrollo de cancer

fueron miR-6749-5p, miR-12121 y miR-6722-3p.

Estos 3 microRNAs y 2 adicionales sugeridos por un estudio previo como candidatos
robustos para el analisis de microRNAs en saliva (miR-16-5p y miR-25) fueron

amplificados mediante RT-gPCR (110). Los datos del gPCR fueron utilizados para realizar
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un nuevo analisis de estabilidad utilizando geNorm a fin de determinar los microRNAs mas
estables. El programa geNorm calcula la medida de estabilidad de la expresion genética
(\Valor-M) como la variacién por pares con todos los demas genes de control insertados en
el programa, calculando la desviacion estandar de los valores de expresion (111). La
exclusion gradual del gen con el valor-M mas alto da como resultado una combinacion de

dos genes que tienen la expresion mas estable en las muestras analizadas.

La media geométrica de estos microRNAs fue empleada para calcular la variacion de

expresion (fold change).

4.11. SINTESIS DE cDNA Y gPCR

La sintesis de cDNA se realizd a partir de 2 ul de RNA empleando el kit TagMan™
Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Applied Biosystems™, Waltham, MA, USA),
siguiendo las instrucciones del fabricante. EI cDNA obtenido fue almacenado a -20°C hasta

su analisis.

El gPCR se llevé a cabo en un plazo méximo de 2 semanas después de la obtencion del
cDNA, empleando los ensayos pre-disefiados TagMan™ Advanced miRNA Assays
(Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Cada muestra fue analizada por triplicado, bajo las siguientes condiciones de ciclaje: 20
segundos a 95 °C y 40 ciclos de 1 segundo a 95 °C y 20 segundos a 60 °C. La amplificacion

se realiz6 empleando el termociclador LightCycler® 480 (Roche, Mannheim, Alemania).

Los resultados obtenidos del qPCR fueron transferidos al software GenEx ™ (MultiD

Analyse AB, Gotemburgo, Suecia) para realizar el céalculo del promedio de réplicas, la
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calibracion entre placas y el analisis de microRNAs de referencia con geNorm. Se considerd

un minimo de 2 réplicas por muestra con una desviacion estandar < 0.2.

La expresion relativa de los microRNAs de interés frente a los microRNAs de referencia fue
realizado empleando el método de 29, mientras que el cambio en la expresion (fold

change) de los microRNAs de interés fue calculado mediante el método de 2449 (112).

4.12. ANALISIS DE DATOS

Inicialmente, la informacion registrada en la ficha de recoleccion de datos fue ingresada a

una hoja de calculo de Excel, a fin de crear una base de datos exclusiva para el proyecto.

Para las variables continuas recolectadas se reportaron medias y desviaciones estandar o
medianas y rangos intercuartilicos (RIC), segin la normalidad de los datos; mientras que,

para las variables categoricas se emplearon frecuencias y porcentajes.

Previo a la realizacion del andlisis de expresion diferencial, la distribucion de la data
obtenida del secuenciacion fue explorada mediante la construccion de graficos de cajas y
bigotes y graficos de densidad para el conteo de lecturas. Luego, se corrié el modelo DESeq2
(v 1.40.2), empleado para normalizar la data con respecto a la profundidad del secuenciacién
y la composicion de RNA (113). Inicialmente, el modelo calcula los factores de
normalizacion (‘size factors’), para luego estimar la dispersion para cada gen. Luego, se
ajusta una curva a las estimaciones de dispersion, y se aplica un método para reducir estas
estimaciones hacia los valores predichos por la curva (‘shrinkage method”). El resultado del
modelo es visualizado mediante graficos de dispersion en el que se observan los valores de

dispersion frente al promedio de lecturas, asi como la curva ajustada y las estimaciones
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reducidas. Posterior a la normalizacion, se verifico la distribucion de la data empleando

nuevamente los graficos de cajas y bigotes y graficos de densidad para el conteo de lecturas.

A fin de evaluar la similitud y agrupamiento de las muestras, se realizd un analisis de
correlacion de Pearson y un andlisis de componentes principales (PCA). Previo a la
aplicacion de estos métodos, se aplicd una transformacion de estabilizacion de la varianza
(VST). El resultado del analisis de correlacion fue representado mediante un mapa de calor;
mientras que el resultado del PCA mediante graficos de PCA para el primer y segundo

componente.

El anélisis de expresion diferencial (DEA) entre el grupo de pacientes con una EMR > 10
% (grupo de referencia) y el grupo de pacientes con una EMR < 10% (grupo control) se
llevé a cabo utilizando el paquete DESeq2 (v 1.40.2) en R Studio. Se considerd que un
microRNA se encontraba diferencialmente expresado cuando el valor p ajustado estaba por
debajo de 0.01 y el log. FC por encima de 1, valor que indica una duplicacion en la expresion
de la secuencia. Antes de llevar a cabo el DEA, se eliminaron los microRNAs que

presentaron conteos de lecturas mayores a 10 en mas de 6 muestras.

El valor de log> FC y el valor de p ajustado para los microRNAs identificados mediante el
secuenciacion fueron visualizados mediante un ‘volcano plot’. Asimismo, se construyo un
mapa de calor para visualizar los microRNAs con un valor p ajustado menor a 0.01 y un
logz FC de 4. Adicionalmente, el conteo de lecturas de los 3 microRNAs que exhibieron los
niveles de sobreexpresion y subexpresion mas altos fue graficado empleando graficos de
puntos. Se establecio un punto de corte para el FC igual a 1.5 para considerar un nivel de

expresion con un impacto significativo en la biologia de la célula (114).
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Las diferencias en la expresion relativa de los microRNAs, medida mediante la técnica de

RT-gPCR, fueron evaluadas mediante la prueba de Mann-Whitney.

La utilidad de los microRNAs como biomarcadores de EMR en el dia 15 de la quimioterapia
fue determinada mediante el calculo del AUC ROC, tomando como gold estandar a la
citometria de flujo. Inicialmente, se establecié un modelo de regresion logistica univariado
tomando como variable predictora el cociente entre el Cq del microRNA de interés y la
media geométrica del Cq de los microRNAs de referencia. Luego, se establecié un modelo
multivariado tomando como variable predictora a la probabilidad predicha en base a los
coeficientes de regresion para cada variable individual (cociente entre el Cq de cada
microRNA de interés y la media geométrica del Cq de los microRNAs de referencia). En
ambos modelos, se consideré como variable respuesta al grupo de riesgo determinado en
base al resultado de la citometria de flujo en el dia 15 de la quimioterapia (riesgo alto: EMR
> 10%, riesgo estandar-intermedio: EMR < 10%). El resultado de la prediccion obtenido
mediante la regresion univariada y multivariada se utilizé para la construccién de curvas
ROC vy determinacion del AUC ROC. Se evalu6 si existian diferencias estadisticamente

significativas entre los AUC ROCs calculados mediante la prueba de DeLong.

Finalmente, a fin de determinar un valor del cociente entre el Cq del microRNA de interés
y la media geométrica del Cq de los microRNAs de referencia que permita diferenciar entre
pacientes del grupo de riesgo alto y el grupo de riesgo estandar-intermedio en la préactica
clinica , se calculd el punto de corte 6ptimo que maximiza la sensibilidad y especificidad,

utilizando el indice de Youden.
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Se considero6 un nivel de significancia de 0.05 para todos los analisis realizados.

4.13. ASPECTOS ETICOS

Se cumplieron con los principios éticos universales propuestos en la Declaracion de Helsinki

para el desarrollo de estudios que involucran la participacion de seres humanos.

Se tomaron todas las medidas para prevenir que los sujetos de investigacion o sus padres se
sintiesen coaccionados a brindar su aprobacidon para participar en el estudio, enfatizando que
su participacion era voluntaria y que podrian revocar su asentimiento o consentimiento en
cualquier momento, sin necesidad de brindar explicaciones y sin que el tratamiento médico

que recibia el paciente o la relacion con el equipo médico que lo atendia se viera afectada.

Por otro lado, a fin de evitar la discriminacion de individuos durante el enrolamiento, este
proceso fue realizado en base al orden en el que los pacientes ingresaban al Servicio de
Hematologia para ser atendidos, y teniendo como Unico criterio de seleccion que el médico
tratante haya solicitado un frotis de médula dsea y/o sangre periférica y una prueba de
citometria de flujo, mas no caracteristicas sociodemograficas como el estrato

socioecondmico, raza, religion, etc.

El anonimato de los participantes del estudio fue resguardado mediante la asignacién de un
unico codigo numérico a cada paciente, en base al orden en el que fueron enrolados. Este
cddigo fue empleado para diferenciar entre fichas de recoleccion de datos y muestras
bioldgicas pertenecientes a diferentes individuos. Asimismo, dicho codigo fue utilizado para
identificar a cada paciente al momento de ingresar los datos recolectados en la ficha, a la

base de datos del proyecto.
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La confidencialidad fue asegurada mediante la restriccion del acceso a la base de datos del
proyecto empleando una contrasefia que era conocida Unicamente por el investigador
principal (IP) y el almacenamiento de los consentimientos informados y las fichas de
recoleccion de datos fisicas en un gabinete de la SUIIT, bajo llave, a la que sélo tenia acceso

el IP.

El proyecto conté con la autorizacion del Comité de Etica de la UPCH y del Comité
Institucional de Etica en Investigacion del INSN-SB para su ejecucion. La aprobacion fue
suscrita el 06 de abril y 02 de junio del 2022, bajo la constancia N° 021-2022 y N° 140-14-

22, respectivamente.

44



5. RESULTADOS

5.1. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

El flujo para la seleccion de los pacientes incluidos en el estudio se muestra en la figura 4.
Se enrolaron un total de 124 pacientes, de los cuales 3 fueron excluidos por encontrarse en
la Unidad de Cuidados Intensivos el dia programado para la recoleccién de la muestra de

saliva y orina.

Durante la fase exploratoria utilizando SRNA-Seq, se incluyeron 6 pacientes de cada grupo
de riesgo (n = 12). Del total restante de pacientes (n = 94), 34 pertenecieron al grupo de
riesgo alto y s6lo 23 tuvieron disponible al menos una muestra de saliva para el aislamiento
de ARN, debido a limitaciones en la recoleccion de este tipo de muestra en infantes (< 7

anos).

Se incluyeron 26 pacientes de cada grupo de riesgo en la fase de validacion mediante RT-
gPCR. Tres de estos 26 pares se incluyeron previamente durante la fase exploratoria'y 23 se
eligieron en funcién de la coincidencia de edad y sexo entre los grupos de riesgo alto e

intermedio estandar.
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Figura 4. Flujo para la seleccion de los pacientes incluidos en el estudio

GRA: Grupo de riesgo alto, GRSI: grupo de riesgo estandar-intermedio.
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Debido a que no se observé amplificacién de control de extraccion (cel-miR-39) en 3
muestras del grupo de riesgo alto, éstas fueron retiradas del analisis, quedando un total de
23 muestras en este grupo y 26 en el grupo de riesgo estandar-intermedio. Las principales
caracteristicas sociodemogréficas, clinicas y hematologicas de los pacientes incluidos en

cada fase del estudio se resumen en la Tabla 5.

La mayoria de los pacientes incluidos en el estudio nacieron en la capital del Perd, Lima. La
mediana de edad al diagndstico fue de 7.67 y 8.01 afios en el grupo de pacientes incluidos
en la fase exploratoria y la fase de validacidn, respectivamente. La proporcion hombre:

mujer en el grupo de la segunda fase 3.08:1.

El andlisis citogenético reveld la presencia de cariotipos complejos en el 16.67% de los
pacientes incluidos en la fase exploratoria y en el 16.33% de los pacientes incluidos en la
fase de validacion. La mayoria de los pacientes incluidos en ambas fases no presentaron los
genes de fusion analizados de forma rutinaria en el INSN-SB. El inmunofenotipo
predominante de LLA fue el inmunofenotipo B. La mediana de EMR en los grupos de riesgo
alto y riesgo intermedio estandar fue de 54.68% y 1.26%, respectivamente, en los pacientes
incluidos en la fase exploratoria, y de 26.90% y 1.27%, en los pacientes incluidos en la fase

de validacion.
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Tabla 5. Caracteristicas sociodemograficas y clinicas de los pacientes incluidos en el

estudio
Fase exploratoria | Fase de validacién (n
(n=12) = 49)
Variable n (%)
Sexo
Femenino 6 (50) 12 (24.49)
Masculino 6 (50) 37 (75.51)
Lugar de procedencia
Lima 8 (66.67) 27 (55.10)
Provincia 4 (33.33) 22 (44.90)
Aberracion cromosomica
Aberraciones estructurales y numéricas | 1 (8.33) 6 (12.24)
t(2;19)(p13;p13) 1(8.33) 1(2.04)
+5 0(0) 1(2.04)
del(6)(q13g23) 0 (0) 1(2.04)
inv(9)(p12q13) 0 (0) 1(2.04)
add(11)(q13)[17] 0 (0) 1(2.04)
1(9;22)(q34;q11.2) 0 (0) 1(2.04)
Cariotipo complejo (>3 aberraciones | 2 (16.67) 8 (16.33)
cromosOmicas simultaneas)
Cariotipo normal 4 (33.33) 20 (43.48)
Resultado no disponible 5(41.67) 15 (30.61)

Gen de fusion
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BCR-ABL p190 0 (0) 1(2.04)
BCR-ABL p210 0 (0) 1(2.04)
TEL-AML1 1(8.33) 4 (8.16)
E2A-PBX1 (TCF3-PBX1) 0 (0) 4 (8.16)
MLL-AF 0 (0) 0 (0)
Ninguno de los anteriores 10 (83.33) 39 (79.59)
Resultado no disponible 1(8.33) 0 (0)
Inmunofenotipo de LLA
LLA tipo B 100 (100) 43 (87.76)
LLA tipo T 0 (0) 6 (12.24)
Respuesta a prednisona
Positiva (< 1000 blastos/pl) 9 (75) 36 (73.47)
Negativa (> 1000 blastos/ul) 3 (25) 12 (24.49)
Resultado no disponible 0(0) 1(2.04)
Mediana (RIC)
Edad (afios) 7.67 (6.99) 8.01 (5.48)
Porcentaje de blastos en médula 6sea (%) | 76.04 (24.63) 79 (28.46)
Conteo de leucocitos (108 cel/ ul) 23.84 (63.86) 28.90 (98.83)
Conteo de neutrofilos (10° cel/ ul) 2.13 (5.11) 1.48 (4.33)
Conteo de plaquetas (10° cel/ pl) 77.50 (64) 48 (66)
Hemoglobina (g/dl) 7.75 (3.93) 8.40 (4.20)
EMR (%)
Grupo de riesgo alto (EMR > 10%) 54.68 (60.07) 26.90 (37.47)
1.26 (2.70) 1.27 (3.64)




Grupo de riesgo estandar-intermedio

(EMR < 10%)

5.2. IDENTIFICACION DE MICRORNAS EXPRESADOS DIFERENCIALMENTE

MEDIANTE sRNA-SEQ

5.2.1. ANALISIS DE sSRNA-SEQ EN SALIVA

Evaluacion de la calidad de las muestras secuenciadas

Todas las muestras de saliva analizadas pasaron la evaluacion de calidad. El valor del
cuantil 90 para el codigo ASCII fue de 70 para todas las muestras. Este valor corresponde
a un puntaje de calidad (“Phred score”) de 37, equivalente a menos de 1 error en 1000
pares de bases. Asimismo, se observaron picos notorios en el conteo de lecturas en la
region alrededor de lecturas de una longitud de 22-25 nucleétidos, correspondientes a los

microRNAS, en todas las muestras.

Exploracién del conteo de lecturas en saliva previo a la normalizacién

Las muestras provenientes de pacientes con un riesgo estandar-intermedio de recaida
fueron agrupadas bajo la denominacion “SR”, mientras que las muestras provenientes de

pacientes con un riesgo alto, bajo la denominacion “HR”.

La mediana y el valor maximo del conteo de lecturas no normalizadas para cada muestra se
describe en la tabla 6, mientras que la distribucion gréafica del conteo de lecturas se muestra
en la figura 5. Se observé una tendencia hacia conteos de lectura mas altos en el grupo de

muestras 4, 5y 6, independientemente del grupo de riesgo.
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Tabla 6. Mediana y valor maximo del conteo de lecturas crudas para las muestras de

saliva
Valor Valor
Muestra Mediana o Muestra Mediana o
maximo maximo

SR1 60 176,628 HR1 25 397,139
SR2 101 53,559 HR2 13 32,755
SR3 48 225,699 HR3 16 52,990
SR4 123 44,107 HR4 258 141,934
SR5 212 96,123 HR5 298 169,925
SR6 67 11,741 HR6 88 55,907

SR: riesgo estandar-intermedio, HR: riesgo alto.
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Figura 5. Distribucion del conteo de lecturas no normalizadas en saliva

Linea azul: mediana del conteo de lecturas. SR: riesgo estandar-intermedio, HR: riesgo
alto.

La tendencia se confirmo en el grafico de densidad de recuento de lecturas, donde se
observé que las muestras HR4, HR5, HR6, SR4, SR5 y SR6 se desplazaron mas hacia la
derecha en comparacidn con el resto de las muestras, lo que sugiere una mayor densidad

de recuentos de lectura mas altos (figura 6).
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Figura 6. Densidad del conteo de lecturas no normalizadas en saliva

SR: riesgo estandar-intermedio, HR: riesgo alto.

Exploracién del conteo de lecturas en saliva posterior a la normalizacién

La mediana y el valor maximo del conteo de lecturas normalizadas para cada muestra se
describe en la tabla 7, mientras que la distribucién gréafica del conteo de lecturas se muestra
en la figura 7. Como se esperaba después de aplicar la normalizacion, las medianas de las

muestras se volvieron homogéneas.
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Tabla 7. Mediana y valor maximo del conteo de lecturas normalizadas para las

muestras de saliva

Valor Valor
Muestra Mediana o Muestra Mediana o

maximo maximo
SR1 74.80 209,709.43 | HR1 66.9 983,516.4
SR2 69.56 34,177.89 HR2 72.50 169,627.22
SR3 70.56 306,242.62 | HR3 68.39 213,179.55
SR4 78.235 26,958.767 | HR4 87.08 46,640.83
SR5 92.90 40,404.36 HR5 88.27 49,016.20
SR6 76.52 13,020.35 HR6 81.82 49,184.73

SR: riesgo estandar-intermedio, HR: riesgo alto.
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Figura 7. Distribucion del conteo de lecturas normalizadas en saliva

Linea azul: mediana del conteo de lecturas. SR: riesgo estandar-intermedio, HR: riesgo

alto.

De forma similar, en el grafico de densidad se observo que todas las curvas presentaron
la misma tendencia hacia un mayor niamero de lecturas entre un log. de 5 (32 lecturas) y
un log. de 10 (1024 lecturas), aunque las muestras HR4, HR5 y SR5 exhibieron un pico
mas pronunciado en esta area, lo que indica que mostraron una mayor densidad de

microRNAs con conteos de lectura alrededor de estos numeros (figura 8).

Los conteos de lectura iguales a 1 (pico en un log> de 0) en las muestra HR1, HR2 y HR3

se mantuvieron después de la normalizacion. Las lecturas normalizadas se utilizaron para

realizar el posterior DEA.
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Figura 8. Densidad del conteo de lecturas normalizadas en saliva

SR: riesgo estandar-intermedio, HR: riesgo alto.

Agrupamiento v correlacion de muestras de saliva

No se observo un patrén de agrupamiento de las muestras de acuerdo al grupo de riesgo
de recaida (figura 9). Este hallazgo sugirio6 la presencia de un factor biol6gico adicional
en el grupo de riesgo de recaida, que estaria dirigiendo el cambio en el perfil de expresién
de los microRNAs en las muestras. Para explorar la posible influencia de un factor
biologico adicional en el agrupamiento de muestras, se realizaron analisis de PCA
considerando como factores el sexo, la edad, el perfil citogenético, el perfil molecular y
la respuesta a la prednisona del paciente. Ademas, se incluyé el lote de secuenciacion
como factor a evaluar. Aunque no se observo ningun patron notable de agrupamiento de
las muestras bajo ninguno de los factores bioldgicos evaluados (figuras 31-35 del Anexo

6), si fue evidente un patrén de agrupamiento segun el lote de secuenciacion (figura 10).
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Figura 10. PCA segun lote de secuenciacion, en saliva
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El andlisis de correlacion mostré que la correlacion entre las muestras SR2 y SR3 fue la
mas alta (r = 0.93) entre todos los pares analizados, seguida de los pares SR3y SR1 (r =
0.92), SR2 'y SR1, HR1y SR1, SR4 y SR6, HR4 y SR5 (r = 0.91), SR3y HR1, HR6 y
SR4,y HR4 y HR5 (r = 0.90) (figura 11). Asimismo, se observd una separacion de las
muestras en 2 clusters principales en funcion del lote de secuenciacion e
independientemente del grupo de riesgo de recaida (figuras 9 y 10). Debido a que el lote
de secuenciacién demostré influir en los resultados de la expresion de los microRNAs,

se decidid incluir este factor en el DEA utilizando DeSeq2.
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Figura 11. Mapa de calor basado en la correlacion entre muestras de saliva

En la esquina superior izquierda se muestra un histograma de los valores utilizados para
construir el mapa de calor junto con la gama de colores correspondiente a cada valor. Por
otro lado, el dendograma que sobresale del mapa indica la distancia en cuanto al patrén
de expresion de microRNAs entre muestras. La intensidad del color en el mapa de calor
esta directamente relacionada con el nivel de correlacion entre las muestras. Los niveles
mas altos estan representados por colores mas oscuros, mientras que los niveles inferiores
estan representados por colores mas claros.
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Andlisis de expresion diferencial en saliva

Se logro identificar 30 microRNAs expresados diferencialmente entre el grupo de riesgo
alto y el grupo de riesgo estandar-intermedio en saliva (p ajustado < 0,05). Los
microRNAs cuyos nombres se muestran en el ‘volcano plot’ (figura 12) corresponden a
las secuencias con los valores de log. FC mas altos.

Los microRNAs, miR-1246, 223-3p y miR-1290 presentaron el mayor grado de
sobreexpresién con significancia biolégica (FC > 1.5) en el grupo de riesgo alto en
comparacion con el grupo estandar-intermedio (tabla 8). Por el contrario, miR-3650,
miR-4740-3p y miR-4713-3p tuvieron los niveles mas altos de subexpresion en el grupo

de riesgo alto en comparacion con el grupo de alto estandar intermedio (tabla 8).
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Figura 12. VVolcano plot con los resultados del DEA en saliva
Un valor de logz FC igual a 1 se interpreta como un incremento o una reduccion del 50%

en la expresién de un determinado microRNA en el grupo de riesgo alto en comparacién
con el grupo de riesgo estandar-intermedio.
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Tabla 8. Promedio de lecturas, log2 FC y valor de p para los 30 microRNAs expresados diferencialmente en saliva

Promedio de
microRNA | Promedio de lecturas Log: FC p-ajustado microRNA Log: FC p-ajustado
lecturas
miR-3650 142.04 -2.46 0.012 let-7i-5p 2197.45 2.78 0.027
miR-4740-3p |1607.00 -2.16 0.027 miR-26%-5p 4528.74 2.79 0.027
miR-4713-3p |422.46 -2.13 0.022 miR-423-5p 4924.59 2.81 0.015
miR-6778-5p |609.84 -2.02 0.016 miR-375-3p 5629.12 2.88 0.019
miR-503-5p 2158.64 -2.00 0.016 miR-143-3p 366.56 2.94 0.010
miR-4515 1017.73 -1.79 0.047 let-7b-5p 15309.27 2.96 0.038
miR-6720-3p |253.71 -1.71 0.042 miR-183-5p 3376.58 2.96 0.027
miR-6817-5p |169.30 -1.68 0.022 let-72-5p 16815.26 3.16 0.012
miR-3065-5p |85.82 1.52 0.022 let-7f-5p 6506.01 3.19 0.012
miR-6759-5p |136.55 1.58 0.022 miR-142-3p 645.15 3.22 0.002
miR-30e-3p 170.99 1.72 0.016 let-7g-5p 2253.09 3.43 0.010
miR-200c-3p | 5004.97 2.37 0.021 let-7c-5p 9101.65 3.47 0.010
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miR-26b-5p 399.53 2.55 0.012 miR-1290 14553.72 3.73 0.022
miR-191-5p 4033.80 2.67 0.022 miR-223-3p 11637.50 3.95 0.002
let-7d-5p 392.84 2.70 0.014 miR-1246 20560.43 4.00 0.022
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El mapa de calor de los microRNAs expresados diferencialmente mostré que miR-1246
y miR-1290 se agruparon en el mismo cluster segun el dendograma; mientras que, miR-
223-3p estuvo ubicado en un grupo distante al del miR-1246 y miR-1290 (figura 13).

Dos de los 3 microRNAs que presentaron los mayores grados de subexpresion (miR-
4740-3p y miR-4713-3p) se agruparon en el mismo cluster junto con miR-503-5p, miR-
4515 y miR 6778-5p. miR-4713-3p estuvo mas cerca del miR 6778-5p; mientras que
miR-4740-3p, del miR-4515 y miR-503-5p. miR-3650 se ubic6 en un grupo alejado de

los otros microRNAs que presentaron el mayor grado de subexpresion.
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Figura 13. Mapa de calor para los 30 microRNAs expresados diferencialmente en

saliva

En la esquina superior izquierda se muestra un histograma de los valores utilizados para
construir el mapa de calor junto con el rango de color correspondiente a cada valor. Por
otro lado, el dendograma horizontal que sobresale del mapa indica la distancia en cuanto
al patron de expresion de microRNAs entre muestras; mientras que el dendograma
vertical, la distancia en cuanto al patron de expresién entre los microRNAs expresados
diferencialmente. La intensidad del color en el mapa de calor esta directamente
relacionada con el nivel de expresion de los microRNAs. Los niveles mas altos estan
representados por colores mas oscuros, mientras que los niveles inferiores estan
representados por colores mas claros.
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El mapa de calor demostr6 ademas que la sobreexpresion y subexpresion de los
microRNAs expresados diferencialmente no fue comun a todas las muestras del mismo
grupo de riesgo, lo que sugirio que la obtencion de valores de log. FC significativos para
los microRNAs con los mayores grados de desregulacion pudo deberse a valores atipicos
en los datos. Por esta razon, se construyeron graficos de puntos para el conteo de lecturas

normalizadas (figuras 14 y 15).

Los recuentos de lecturas normalizados de al menos el 50% de las muestras en el grupo
de riesgo alto fueron notablemente mas altos que los recuentos de lecturas de las muestras
en el grupo de riesgo intermedio-estandar para los 3 microRNAs con los grados mas altos
de sobreexpresion (figura 14), lo que sugiere que las diferencias encontradas son reales y

no se deben a valores atipicos en los datos.

Esta diferencia notable entre los grupos de riesgo no se observé para los microRNAs con
los grados mas altos de subexpresion (figura 15). Ademas, se observé la presencia de un
valor atipico en los datos del miR-4740-3p, correspondiente al conteo de lecturas de la

muestra SR3.

Basado en los resultados obtenidos en el DEA, se decidi6 validar la expresion del miR-1246,

miR-1290 y miR-223-3p en saliva en las siguientes fases del estudio.
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Figura 14. Conteos de lectura de los 3 microRNAs con los mayores grados de

sobreexpresion en saliva
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Conteo de lecturas normalizadas
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Figura 15. Conteos de lectura de los 3 microRNAs con los mayores grados de

subexpresion en saliva
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5.2.2. ANALISIS DE sRNA-SEQ EN ORINA

Evaluacion de la calidad de las muestras secuenciadas

Todas las muestras de orina analizadas pasaron la evaluacién de calidad. EIl valor del
cuantil 90 para el codigo ASCII fue de 70 para todas las muestras. En la mayoria de las
muestras (5 de 6) se observaron picos notorios en el conteo de lecturas en la region
alrededor de lecturas de una longitud de 22-25 nucle6tidos, correspondientes a los

microRNASs. La Gnica muestra que no mostré un pico notable en esta longitud fue la SR1.

Exploracién del conteo de lecturas en orina previo a la normalizacién

La medianay el valor méximo del conteo de lecturas no normalizadas para cada muestra se
describe en la tabla 9, mientras que la distribucidn gréafica del conteo de lecturas se muestra
en la figura 16. Se observ6 una tendencia hacia conteos de lectura méas altos en el grupo

de muestras 4, 5y 6, independientemente del grupo de riesgo.
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Tabla 9. Mediana y valor maximo del conteo de lecturas crudas para las muestras de

orina
Valor Valor
Muestra Mediana o Muestra Mediana o
maximo maximo

SR1 17.5 96,100 HR1 98 336,367
SR2 93 143,222 HR2 145 167,577
SR3 254.5 1,303,904 HR3 73 39,032
SR4 183 117,830 HR4 243 120,632
SR5 77 99,824 HR5 63.5 84,721
SR6 410 160,509 HR6 138 66,433

SR: riesgo estandar-intermedio, HR: riesgo alto.
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Figura 16. Distribucién del conteo de lecturas no normalizadas en orina

Linea azul: mediana del conteo de lecturas. SR: riesgo estandar-intermedio, HR: riesgo
alto.

La tendencia se confirmo en el grafico de densidad de recuento de lecturas, donde se
observé que las curvas correspondientes a las muestras HR4, HR5, HR6, SR4, SR5 y SR6
(curvas verde y violeta) se desplazaron mas hacia la derecha en comparacion con el resto

de las muestras, lo que sugiere una mayor densidad de conteos de lectura mas altos (figura

17).

También fue evidente que la muestra SR1 presentd una mayor densidad de conteos igual

a 1 (pico a la altura de un logz> de 0) en comparacidn con el resto de las muestras.
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Figura 17. Densidad del conteo de lecturas no normalizadas en orina

SR: riesgo estandar-intermedio, HR: riesgo alto.

Exploracién del conteo de lecturas en orina posterior a la normalizacion

La mediana y el valor méximo del conteo de lecturas normalizadas para cada muestra se
describe en la tabla 10, mientras que la distribucion gréfica del conteo de lecturas se muestra
en la figura 18. Como se esperaba después de aplicar la normalizacion, las medianas de las

muestras se volvieron homogéneas (figura 18).
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Tabla 10. Mediana y valor maximo del conteo de lecturas normalizadas para las

muestras de orina

Valor Valor
Muestra Mediana o Muestra Mediana o

maximo maximo

SR1 106 566,027.9 HR1 105.1 357,050.9
SR2 112.5 171,408.14 | HR2 110.3 126,579.63

SR3 110.7 559,630.6 HR3 120.22 63,412.87

SR4 125.95 80,219.51 HR4 127.92 63,244.77
SR5 105.01 134,391.82 | HR5 105.82 140,078.29

SR6 128.57 49,969.13 HR6 111.52 53,300.40

SR: riesgo estandar-intermedio, HR: riesgo alto.

De igual forma, en el gréfico de densidad se observé que todas las curvas presentaron la
misma tendencia hacia un mayor nimero de lecturas entre un log. de 5 (32 lecturas) y un
log> de 10 (1024 lecturas), aunque las muestras 4, 5 y 6 exhibieron un pico mas
pronunciado en esta area independientemente del grupo de riesgo, en comparacion con
las muestras 1, 2 y 3 (figura 19). Esto indica que las muestras 4, 5y 6 presentaron una

mayor densidad de microRNAs con conteos de lectura entre estos valores.

Los conteos de lectura iguales a 1 (pico en un logz de 0) en la muestra SR1 se mantuvieron

después de la normalizacion. Las lecturas normalizadas se utilizaron para realizar el

posterior DEA.
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Figura 18. Distribucién del conteo de lecturas normalizadas en orina
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Figura 19. Densidad del conteo de lecturas normalizadas en orina

SR: riesgo estandar-intermedio, HR: riesgo alto.

Agrupamiento vy correlacién de muestras de orina

De forma similar que en las muestras de saliva, no se observé un patron de agrupamiento
de las muestras de orina de acuerdo al grupo de riesgo de recaida (figura 20). Por este
motivo, se decidio explorar la posible influencia de otros factores técnicos y bioldgicos
(lote de secuenciacion, sexo, edad, perfil citogenético, perfil molecular y respuesta a
prednisona del paciente) sobre el perfil de expresion de los microRNAs, realizando
nuevos analisis de PCA con todos estos factores. Aunque no se observé ningln patrén
notable de agrupamiento de las muestras bajo ninguno de los factores bioldgicos
evaluados (figuras 36-40 del Anexo 7), si fue evidente un patron de agrupamiento segun

el lote de secuenciacioén (figura 21).
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Figura 20. PCA segun grupo de riesgo, en orina
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Figura 21. PCA segun lote de secuenciacion, en orina

El analisis de correlacion mostrd que la correlacion entre las muestras HR2 y SR3 fue la
mas alta (r = 0.95) entre todos los pares analizados, seguida de los pares HR4 y SR4, y HR3
y HR2 (r = 0.94) (figura 22). En total, se identificaron 16 combinaciones de muestras de un

total de 132 (12%) con un valor de r mayor o igual a 0.90 (7 més que en saliva).

Asimismo, se observd una separacion de las muestras en 2 clusters principales en funcién
del lote de secuenciacion e independientemente del grupo de riesgo de recaida (figuras 20 y
21). Debido a que el lote de secuenciacion demostro influir en los resultados de la expresion

de los microRNAs, se decidio incluir este factor en el DEA utilizando DeSeq?2.
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Figura 22. Mapa de calor basado en la correlacion entre muestras de orina

En la esquina superior izquierda se muestra un histograma de los valores utilizados para
construir el mapa de calor junto con el rango de color correspondiente a cada valor. Por
otro lado, el dendograma que sobresale del mapa indica la distancia en cuanto al patrén
de expresion de microRNAs entre muestras. La intensidad del color en el mapa de calor
esta directamente relacionada con el nivel de correlacién entre las muestras. Los niveles
mas altos estan representados por colores mas oscuros, mientras que los niveles inferiores
estan representados por colores mas claros.
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Andlisis de expresién diferencial en orina

El DEA pudo identificar s6lo 2 microRNAs expresados diferencialmente entre el grupo
de riesgo alto y el grupo de riesgo estandar-intermedio en orina (p ajustado < 0.05) (figura
23). El logz2 FC y el valor de p ajustado se muestran en la tabla 11. Ambos microRNAs
estuvieron subexpresados en el grupo de riesgo alto en comparacion con el grupo de

riesgo estandar-intermedio.
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Figura 23. VVolcano plot con los resultados del DEA en orina

Un valor de logz FC igual a 1 se interpreta como un incremento o una reduccién del 50%
en la expresion de un determinado microRNA en el grupo de riesgo alto en comparacion
con el grupo de riesgo estandar-intermedio.
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Tabla 11. Promedio de lecturas, logz FC y valor de p para los 2 microRNAs

expresados diferencialmente en orina

microRNA Promedio de lecturas Logz FC p-ajustado
miR-3162-3p 443.11 -1.70 0.027
miR-6819-3p 223.70 -1.51 0.027

El mapa de calor mostré que la subexpresion del miR-3162-3p y miR-6819-3p no fue comdn
a todas las muestras del grupo de riesgo alto, lo que sugirié que la obtencidn de valores de
log> FC significativos pudo deberse a valores atipicos en los datos (figura 24). Por esta

razén, se construyeron graficos de puntos para el conteo de lecturas normalizadas (figura

25).
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Figura 24. Mapa de calor para los 2 microRNAs expresados diferencialmente en

orina

En la esquina superior izquierda se muestra un histograma de los valores utilizados para
construir el mapa de calor junto con el rango de color correspondiente a cada valor. Por
otro lado, el dendograma horizontal que sobresale del mapa indica la distancia en cuanto
al patron de expresion de microRNAs entre muestras; mientras que el dendograma
vertical, la distancia en cuanto al patron de expresién entre los microRNAs expresados
diferencialmente. La intensidad del color en el mapa de calor esta directamente
relacionada con el nivel de expresion de los microRNAs. Los niveles mas altos estan
representados por colores mas oscuros, mientras que los niveles inferiores estan
representados por colores mas claros.
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Los recuentos de lecturas normalizados de al menos el 50% de las muestras en el grupo de
riesgo alto fueron notablemente mas altos que los recuentos de lecturas de las muestras en
el grupo de riesgo intermedio-estandar para los 2 microRNAs expresados diferencialmente
(figura 25), lo que sugiere que las diferencias encontradas son reales y no se deben a valores

atipicos en los datos.

Aunque se evidenciaron diferencias notables en la expresion del miR-3162-3p y miR-6819-
3p entre el grupo de riesgo alto y el grupo de riesgo estandar-intermedio, se decidié no
incluir muestras de orina en la fase de validacion debido a la limitada cantidad de
microRNAs obtenida durante el proceso de aislamiento de microRNAs que podria haber
influenciado fuertemente en la identificacion de un mayor nimero de secuencias expresadas

diferencialmente.
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Figura 25. Grafico de puntos para los conteos de lectura de los 2 microRNAs

expresados diferencialmente en orina

5.3. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CONTROL EXOGENO

(CEL-MIR-39) PARA LA EXTRACCION DE RNA

Los ensayos para la determinacion de la concentracion 6ptima de cel-miR-39 se realizaron
Unicamente en saliva. La ausencia de amplificacion observada en algunas muestras fue

representada empleando un Cq igual a 40.
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En el primer ensayo, se observo que concentraciones de 57.14 y 571.43 pmol/l del control
exogeno permitian obtener Cqs de 25 o menores, por lo que se realizaron pruebas
adicionales utilizando estas 2 concentraciones (figura 26). En este mismo ensayo, se observé
que la muestra 087 no mostré amplificacion para cel-miR-39, independientemente de la

concentracion utilizada, lo que sugirié un problema durante la extraccion.

Concentracion de cel-miR-39 (pmol/l)

5.71 57.14 57143
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o o — — o o — — o o — —
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Figura 26. Valores de Cq para el ensayo realizado con concentraciones de cel-miR-39

de 5.71, 57.14 y 571.43 pmol/l en muestras de saliva

En el segundo ensayo, se observé un Cg promedio de 22.06 y desviacion estandar de 1.27
para las muestras de saliva que contenian 571.43 pmol/l de cel-miR-39, y un Cq promedio
de 26.98 y desviacion estandar de 3.88 para las muestras que contenian 57.14 pmol/I de cel-
miR-39, (figura 27). Este hallazgo denoté una menor variabilidad de los valores para la

primera concentracion utilizada (571.43 pmol/l).
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Figura 27. Valores de Cq para el ensayo realizado con concentraciones de cel-miR-39

de 57.14 y 571.43 pmol/l en muestras de saliva

En este segundo ensayo, se volvio a observar la ausencia de amplificacion de cel-miR-39 en
la muestra 087, lo que confirmd un problema durante la extraccion. Excluyendo esta
muestra, el rango de valores de Cq para la concentracion de 571.43 pmol/l fue de 19.53-

23.84, mientras que para la concentracion de 57.14 pmol/Il fue de 22.43-40.

En base a estos resultados, se decidié utilizar una concentracién final de cel-miR-39 de

571.43 pmol/I.

5.4. DETERMINACION DE MICRORNAS DE REFERENCIA PARA EL ANALISIS

MEDIANTE RT-qPCR

Ninguno de los 3 microRNAs de referencia candidatos seleccionados a partir de los

resultados del secuenciacion (miR-6749-5p, miR-12121 y miR-6722-3p) fueron detectados
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mediante RT-gPCR. Sin embargo, se observo amplificacion para el miR-16-5p y miR-25,

los microRNAs candidatos sugeridos por la literatura.

El analisis en geNorm identifico al miR-16-5p y miR-25 como los microRNAs mas estables,
de acuerdo al valor-M (figura 28 y tabla 12). La media geométrica del Cq de estos 2
microRNAs fue empleada para la normalizacion de la expresion de los microRNAs

analizados durante la fase de validacién técnica y clinica.

44 miR-1290

miR-223-3p

Genes

Figura 28 Resultados del andlisis de geNorm de los microRNAs analizados

M-Value: Valor-M.
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Tabla 12 Valores-M para los microRNAs analizados

microRNA Valor-M
miR-1290 4.04
miR-1246 3.60
miR-223-3p 2.30
miR-16-5p 1.88
miR-25-3p 1.88

55. VALIDACION DE LA EXPRESION DE MICRORNAS EN SALIVA

MEDIANTE RT-gPCR

Durante la fase de validacion técnica, se evalud la expresion de los 3 microRNAS que
mostraron los niveles mas altos de sobreexpresion en saliva (miR-1290, miR-223-3p, miR-
1246), empleando 3 muestras de cada grupo de riesgo analizadas durante la fase
exploratoria. No fue posible analizar las 6 muestras de cada grupo de riesgo incluidas
inicialmente en esta fase debido a que el volumen de ARN era insuficiente y no se contaba

con una alicuota adicional de la muestra original para repetir la extraccion.

El promedio del ACq en cada grupo de riesgo y FC para cada microRNA se muestra en la
tabla 13. Los resultados obtenidos confirmaron el aumento de la expresion de los 3
microRNAs en el grupo de riesgo alto (ACq en el grupo de riesgo alto < ACq en el grupo de

riesgo estandar-intermedio).
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Tabla 13. Promedio del ACq, FC y valor de p para el miR-1290, miR-223-3p y miR-

1246 (fase de validacion técnica)

Promedio del
Promedio del FC
microRNA ACqenel Log2 FC
ACq en el GRA (2744Cq)
GRSI

miR-1290 1.50 1.62 1.09 0.12
miR-223-3p -1.63 1.17 6.98 2.80
miR-1246 -0.56 -0.31 1.19 0.25

GRA: Grupo de riesgo alto, GRSI: Grupo de riesgo estandar-intermedio. E1 ACq se calculo
mediante la férmula: Cq del microRNA de interés — Media geométrica del Cq del miR-16-
5p y miR-25. N en el GRA = 23 pacientes, y n en el GRSI = 26 pacientes.

5.6. DETERMINACION DEL DESEMPENO DE LOS MICRORNAS

CIRCULANTES EN SALIVA

5.6.1. MEDICION DE LA EXPRESION DE MICRORNAS

En base a los resultados de la fase exploratoria y la fase de validacion técnica, se selecciond
al miR-1290, miR-223-3p, MiR-1246 para ser analizados durante la fase de validacién
clinica. Para el miR-223-3p, los datos correspondientes a la muestra HR111 del grupo de

riesgo alto se eliminaron porgue representaba un valor atipico.

El promedio del ACq, FC y valor de p para cada microRNA se muestra en la tabla 14. La
expresion del miR-223-3p fue mayor en el grupo de riesgo alto en comparado al grupo de
riesgo estandar-intermedio (p < 0.05). Este incremento fue de més del doble (FC = 2.28)

(figura 29).
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Tabla 14. Promedio del ACq, FC y valor de p para el miR-1290, miR-1246 y miR-

223-3p (fase de validacion clinica)

Promedio del Promedio del
FC
microRNA ACqen el ACqen el Log2FC | Valordep
(2-AACq)
GRA GRSI
miR-1290 | 2.28 0.85 0.40 -1.32 0.328
miR-1246 | -0.19 -1.08 0.46 -1.13 0.557
miR-223- -1.07 0.27 2.28 1.19 0.025*
3p

GRA: Grupo de riesgo alto, GRSI: Grupo de riesgo estandar-intermedio. E1 ACq se
calcul6 mediante la formula: Cq del microRNA de interés — Media geométrica del Cq del
miR-16-5p y miR-25. N en el GRA = 23 pacientes, y n en el GRSI = 26 pacientes.

10 1

ACq

-10 41

miR-1246 miR-1290 miR-223-3p
Allto Esténdar-i.ntermedio Allto Esténdar-i.ntermedio Allto Esténdar-i.ntermedio

Grupo de riesgo

Figura 29 ACq para el miR-1290, miR-1246 y miR-223-3p, en cada grupo de riesgo
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5.6.2. ANALISIS DE CURVAS ROC

El anélisis de curvas ROC demostrd que el uso individual del miR-223-3p y el uso
combinado del miR-1290, miR-223-3p y miR-1246 permiten discriminar entre pacientes
con alto riesgo de recaida y pacientes con un riesgo estandar-intermedio con un AUC =0.71
(IC 95%: 0.55-0.86, valor de p = 0.010) y AUC = 0.72 (IC 95%: 0.57-0.87, valor de p =
0.004), respectivamente (figura 30).

El uso combinado de los 3 microRNAs no aument6 significativamente la capacidad

discriminatoria individual del miR-223-3p (Prueba DeLong, p = 0.8238).

miR-1290 + miR-223-3p + miR-1246 B miR-1290
AUC =0.72 (IC 95%: 0.57-0.87) AUC = 0.60 (IC 95%: 0.43-0.76)
Valor de p = 0.004 Valor de p = 0.267
1.00 1.00
3 kS
5 075 5 075
S 050 S 050
(2] (%]
G 025 & 025
n n
0.00 1 . . . 0.00 1 . . . .
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 0.00 0.25 0.50 075 1.00
c 1 - Especificidad 1 - Especificidad
D
miR-223-3p miR-1246
AUC = 0.71 (IC 95%: 0.55-0.86) AUC = 0.54 (IC 95%: 0.36-0.71)
Valor de p = 0.010 Valor de p = 0.694
1.00 1.00
3 kS
5 075 5 075
2 050 2 050
(%) 2]
$ 0.25 @ 025 -
n »n -
0.00 1. . . . . 0.00 1; . . . .
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

1 - Especificidad

1 - Especificidad

Figura 30 Valores de AUC para el miR-1290, miR-223-3p, miR-1246y la

combinacion de los 3 microRNAs
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La tabla 15 muestra la sensibilidad, especificidad y punto de corte para la relacion entre el

Cq del microRNA de interés y la media geométrica del Cq de los microRNA de referencia

gue maximiza estos parametros. La maxima sensibilidad y especificidad observada

corresponde al miR-223-3p, con un punto de corte de 0.98.

Tabla 15 Punto de corte 6ptimo, sensibilidad y especificidad para el miR-1290, miR-

223-3p y miR-1246

microRNA Punto de corte Sensibilidad Especificidad
optimo
miR-1290 1.04 0.68 0.65
miR-223-3p 0.98 0.73 0.73
miR-1246 1.27 0.23 1.00
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6. DISCUSIONES

En el presente estudio, se identificaron microRNAs circulantes en saliva y orina que se
encontraban expresados diferencialmente entre un grupo de nifios diagnosticados con LLA
con un riesgo alto de recaida y un grupo con un riesgo estandar-intermedio de recaida. Este
es el primer estudio a nivel mundial que explora el perfil de expresion de los microRNA
circulantes en la saliva y la orina de nifios diagnosticados con leucemia. Los hallazgos
proporcionan evidencia preliminar sobre el potencial empleo de estas secuencias como
biomarcadores para medir la EMR en la LLA pediatrica y determinar el riesgo de recaida

del paciente.

Los resultados del DEA realizado con la data proveniente del SRNA-Seq en saliva mostraron
que el miR-1246, miR-223-3p y miR-1290 presentaron los niveles mas altos de
sobreexpresion en el grupo de riesgo alto. Estos 3 microRNAs han sido previamente
implicados en la patogénesis de las leucemias agudas, sugiriendo su rol como secuencias

promotoras de tumores (oncomiRs).

La sobreexpresion del miR-1246 ha sido reportada en lineas celulares leucémicas resistentes
a la quimioterapia y en pacientes con leucemia en recaida. EI cambio en la expresion (FC)
del miR-1246 en lineas celulares multirresistentes a la quimioterapia vs lineas no
multirresistentes alcanzo un valor de 17.41 (115). La inhibicion de este microRNA in vitro
permitié incrementar la sensibilidad a la doxorrubicina, promover la detencion del ciclo
celular en la fase GO/G1 e inducir la apoptosis celular, lo que demuestra su rol como
oncomiR en la progresion de la leucemia (115,116). Ademas, se identifico que las proteinas

de la via de sefalizacion Wnt/B-catenina: AXIN2 y GSK-3p, constituyen blancos directos
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del miR-1246, y que la sobreexpresion de este microRNA conduce a una disminucion en la
expresion de estas proteinas, promoviendo la activacion de la via oncogénica Wnt/[-
catenina (115). Una blanco adicional del miR-1246 seria el supresor de tumores CADML1,
cuya expresion se correlaciona inversamente con la expresion de este microRNA (116). La
disminucion de la expresion de CADML1 da como resultado una alta tasa de proliferacion y
una baja tasa de apoptosis, asi como una fuerte resistencia a los agentes quimioterapeuticos

a través de la accion sobre los complejos CDK/ciclina.

La expresion anormal del miR-1246 también ha sido reportada en la leucemia mieloide
aguda (LMA). En este caso, la sobreexpresion de este microRNA en vesiculas extracelulares
de plasmay suero de pacientes y ratones con xenoinjertos ha sido asociada con el desarrollo
y progresion de LMA (117,118). En el suero, se observé un incremento significativo de la
expresion del miR-1246 en el dia 21 posterior a la aplicacion del xenoinjerto en ratones
leucémicos en comparacion con ratones control; mientras que en plasma, se observé un
incremento del nivel de expresion de este microRNA en pacientes con LMA en comparacion
con individuos sanos. Adicionalmente, los niveles del miR-1246 fueron significativamente
mas altos en pacientes con una EMR elevada (> 20%) después de la terapia de induccién, lo
que sugiere su potencial rol como biomarcador minimamente invasivo para monitorear la

respuesta al tratamiento (117).

El incremento de la expresion del miR-1246 también ha sido descrito in vitro en vesiculas
extracelulares secretadas en el medio condicionado de lineas celulares de LMA (119). En
este caso, el FC del miR-1246 fue de 3.72, y se observo que la adicion de exosomas que
contenian esta secuencia a cultivos celulares de células madre leucémicas promovia la

supervivencia de estas células. Asimismo, fue evidente que el volumen y el peso del tumor
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en ratones inyectados con células de LMA disminuyeron significativamente después de la
inyeccion de un inhibidor del miR-1246 en comparacion con la inyeccion de un inhibidor
de exosomas. La accion del miR-1246 para promover el inicio de la leucemogeénesis se
produciria mediante la inhibicién de la proteina supresora de tumores LR1G1, que conduce
a la activacion de la via oncogénica STAT3. El aumento de la expresion del miR-1246 en
vesiculas extracelulares excretadas en muestras de pacientes con leucemia aguda y modelos
celulares in vitro podria explicar la observacion de una mayor expresion de este microRNA

en la saliva de pacientes con LLA en el presente estudio.

En acuerdo con lo reportado previamente para la LMA, la desregulacion de la expresion del
miR-1246 también se ha documentado en la LLA pediétrica (120). En este caso, miR-1246
mostrd una expresion significativamente elevada en un grupo de pacientes con LLA-T en
recaida en comparacion con un grupo de pacientes en remision de la enfermedad (FC = 7.37,
p = 0.003). Se identificO ademas que la accion del miR-1246 sobre la promocion de la
progresion de la enfermedad se daria en combinacion con el miR-1248, posiblemente a nivel
de la inhibicién de la expresion de CTBP2, un correpresor de la via de sefalizacion
NOTCH2. Asimismo, se determin6 que la proteina NOTCH2 coopera con la proliferacion

celular que promueve miR-1246/1248, contribuyendo a la recaida de la LLA-T.

De forma similar al miR-1246, la sobreexpresion del miR-1290 también ha sido asociada
con el desarrollo y la progresion de la leucemia aguda. En ensayos in vitro, se observé una
mayor expresion de este microRNA en lineas celulares de LLA-B en comparacion con lineas
celulares de control (121). EI aumento en la expresion del miR-1290 pudo inhibirse con

resveratrol, un compuesto quimioterapéutico natural. Sin embargo, la accion antitumoral del
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resveratrol se vio atenuada por la inhibicion de la proteina IGFBP3, lo que sugiere que esta

proteina representa un blanco para la accién del miR-1290.

En otro estudio se observd que el nivel de expresion del miR-1290 en células
polimorfonucleares fue significativamente mas alto en un grupo de nifios con LLA en
recaida, en comparacion con un grupo de pacientes sanos (expresion relativa del miR-1290:
0.18 vs 0.02) (122). La sobreexpresion del miR-1290 se asocié con una disminucion en los
niveles de la enzima NATL, blanco de accion de este microRNA. La desregulacién de la
expresion o actividad de la enzima NAT1 ha sido implicada en el desarrollo de cancer, por
lo que la accion del miR-1290 sobre NAT1 podria estar relacionada con la progresion de la

LLA.

También se ha reportado una mayor expresion del miR-1290 en muestras de médula dsea
de pacientes pediatricos con LLA-B que recayeron en comparacion con pacientes que no
recayeron (123). En este caso, la presencia de niveles altos del miR-1290 (niveles por
encima del 3er cuartil) ocasion6 una disminucion en la sobrevida libre de recaida (SLR) del
80% al 62% (p=0.025). De manera similar, se identificé una diferencia significativa en la
SLR entre pacientes con niveles altos y bajos del miR-151-5p y miR-451 (miR-151-5p: 80%
vs 56%, p=0,007; miR-451: 78% vs. 63%, p=0,042). Ambos microRNAS estuvieron
subexpresados en pacientes que recayeron en comparacion con pacientes que no recayeron.
En base a estos resultados, se decidio construir un perfil basado en la presencia de niveles
altos del miR-1290 y niveles bajos del miR-151-5p y miR-451 (perfil A). La presencia del
perfil A en pacientes con LLA-B se asocio con una disminucion significativa de la SLR del

77% al 29% (p<0.0001) y con un riesgo 10.5 veces mayor de recaida.
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Con respecto al miR-223-3p, un estudio previo demostré que niveles elevados de este
microRNA promovian la proliferacion, migracion e invasion de células LLA-T, mientras
que restringian la apoptosis; hallazgos que sugerian el rol potencial del miR-223-3p como
oncomiR (124). De manera similar, se observd que la sobreexpresion del miR-223-3p
revirtio parcialmente el efecto inhibidor de la sobreexpresion de circRNA_0000094 sobre
los fenotipos malignos. Los resultados sugirieron que circRNA_ 0000094 participaba en la
regulacién de la proliferacion, apoptosis, migracion e invasion de células LLA-T mediante
la inhibicion de la accion oncogeénica del miR-223-3p. En este mismo estudio, se identificd
a FBXW?7 como un blanco del miR-223-3p, un supresor de tumores responsable de dirigir
la protedlisis de oncoproteinas mediada por ubiquitina. Anteriormente, se describio una
relacion inversa entre el nivel de expresion del miR-223-3p y FBXW7 (125). Esta
interaccion estaria a su vez regulada por la actividad de las proteinas de la familia NOTCH
(NOTCH1y NOTCH3), cuya accién desregulada esta implicada en el desarrollo de la LLA-
T. Otro blanco propuesto para el miR-223-3p es TALL. En este caso, también se documentd
una relacion inversa entre el nivel de expresion del miR-223-3p y TAL1, un factor de

transcripcion oncogénico que regula negativamente el supresor tumoral FBXW?7 (125).

También se ha observado la sobreexpresion del miR-223-3p en la leucemia prolinfocitica
de células T en adultos (FC = 9.85, p = 0.0002) (126). El aumento de la expresion del miR-
223-3p en esta patologia se relaciond con alteraciones en las vias de sefializacion implicadas
en larespuesta al dafio del ADN y la supervivencia celular. Ademas, se identifico a FOXO1,
una proteina supresora de tumores, como un blanco del miR-223-3p, observandose una
subexpresion significativa de esta proteina en pacientes con leucemia prolinfocitica de
celulas T en comparacion con controles sanos. Finalmente, los niveles altos de expresion

del miR-223-3p (niveles en el tercil superior) se asociaron con una sobrevida reducida en
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comparacion con niveles bajos de expresion (niveles en el tercil inferior) (14 vs 26 meses,

p=0.001).

En contraste con lo previamente descrito, se ha reportado la subexpresion del miR-223-3p
en pacientes con LMA en comparacion con individuos sanos (127). La baja expresion de
este microRNA (niveles por debajo de la mediana global) se asocié con grupos citogenéticos
de prondstico desfavorable o intermedio y la presencia de >50% de blastos en médula 6sea
al diagnostico. Ademas, los pacientes que presentaron niveles bajos de expresion del miR-
223-3p tuvieron tasas de sobrevida mas cortas que los pacientes con niveles altos.
Finalmente, se determind que niveles bajos del miR-223-3p representaban un factor

pronostico para la sobrevida de pacientes con LMA.

Es importante sefialar que los estudios previos que exploraron el papel del miR-1246, miR-
1290 y miR-223-3p en el desarrollo y progresion de la leucemia emplearon muestras
bioldgicas distintas de la saliva u orina, incluidos cultivos celulares, suero, plasmay médula
Osea. Hasta la fecha, solo se ha detectado la presencia del miR-1246, miR-1290 y miR-223-
3p en la saliva y orina de pacientes con tumores sélidos, y se ha evaluado la desregulacion

de su expresién como un potencial biomarcador diagndstico y prondstico.

En el cancer de prostata, se reportd una mayor expresion del miR-1290 en la orina de
personas con la patologia en comparacion con personas con hiperplasia prostatica benigna
e individuos sanos (128). Asimismo, la presencia de niveles elevados del miR-1290 en orina
se asocio con la presencia de metastasis (p = 0.026). En este mismo tipo de cancer, tambiéen
se ha descrito la sobreexpresion del miR-1290 en pacientes con cancer de prostata grado 3

respecto a pacientes con cancer de préstata grado 1 (FC = 2.82, p = 0.015) (129). En este
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caso, se reportd que la expresion de este microRNA representé un marcador util para

diferenciar entre ambos grupos, con un poder discriminatorio alto (AUC = 0.84).

También se ha documentado la sobreexpresion del miR-1246 en la orina de personas
diagnosticadas con cancer gastrico en comparacion con controles sanos (FC = 5.75, p =
0.044) (130). En este caso, un hallazgo que llamo la atencion fue la observacion de niveles
apenas detectables del miR-1246 en tejidos cancerosos gastricos o en tejidos no cancerosos
adyacentes, lo que sugiere que el patron de desregulacion observado era especifico de la
orina. Ademas, el prondstico de los pacientes con cancer gastrico no se vio influenciado por

los niveles alterados del miR-1246.

La sobreexpresion del miR-1246 también ha sido observada en la orina de pacientes con
carcinoma de células escamosas de es6fago (131). Al igual que en el estudio anterior, la
sobreexpresion del miR-1246 fue especifica de las muestras de orina y suero, pero no de la
saliva; lo que nuevamente sugiere un patron de desregulacion de microRNAs especifico de
cada muestra. Adicionalmente, no se observé asociacion entre los niveles urinarios del miR-
1246 y las caracteristicas clinico-patoldgicas como la edad del paciente, el sexo, la

profundidad del tumor y la metéstasis.

Se ha demostrado que miR-1246 no solo esta sobreexpresado en la orina de pacientes con
cancer sino también en la saliva. En pacientes con cancer del tracto pancreatobiliar, se
reportaron niveles significativamente mas altos del miR-1246 en la saliva en comparacion
con individuos sanos (expresion relativa: 14.7 vs 11.6, p < 0.05) (132). Asimismo, se
evidencio una correlacion positiva entre los niveles del miR-1246 y CA19-9, un conocido

biomarcador sérico de cancer del tracto pancreatobiliar (r=0.818, p < 0.01).
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Con respecto al miR-223-3p, dos estudios previos han analizado la expresion de esta
secuencia en muestras de orina de pacientes con tumores solidos (133,134); sin embargo,
hasta el momento no se ha descrito la expresién anormal de este microRNA en muestras de
saliva. Uno de los estudios reportados en orina mostré que la expresion del miR-223-3p era
significativamente mayor en pacientes con cancer de prostata que presentaban progresion
de la enfermedad tras la prostatectomia en comparacion con pacientes que no presentaban
progresion de la enfermedad (FC = 6.9, p = 0.017) (133). El segundo estudio encontr6 que
los pacientes con cancer de prostata radiorresistente presentaban una mayor expresion del
miR-223-3p en orina en comparacién con los pacientes con tumores radiosensibles. De
manera similar, se identificd que miR-223-3p inhibia la expresion de FOXO3a, una proteina
con un papel modulador conocido en la sensibilidad a la radioterapia. Finalmente, se
demostrd que la sobreexpresion de FOXO3a en celulas de cancer de prostata podria eliminar

el efecto de radiorresistencia promovido por la sobreexpresion del miR-223-3p (134).

Durante la fase de validacion mediante RT-qPCR, se utilizaron 2 microRNAs de referencia
para normalizar el nivel de expresion del miR-1246, miR-223-3p y miR-1290: miR-25-3p
y miR-16-5p. Previamente, se ha documentado que el papel del miR-16-5p y miR-25-3p en
la patogénesis de las leucemias esta asociado a la regulacion de la expresion del oncogén
BCL2, responsable de regular los procesos de apoptosis celular (135). Aunque la expresion
alterada de ambos microRNAs se ha asociado con la patogénesis tanto de tumores solidos
como de leucemias, en el presente estudio estos microRNAs demostraron una expresion
estable en la saliva de pacientes con LLA, lo cual sugiere que pueden ser empleados en
estudios futuros que involucren el analisis de microRNAs mediante RT-qPCR en el mismo

tipo de muestras y poblacion de estudio (136-144).
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La capacidad de los microRNAs para definir el diagnostico de LLA y predecir el estado de
EMR ha sido ampliamente descrita en la LLA pediatrica y adulta a través del valor de AUC.
MicroRNAs individuales presentes en médula 6sea, suero y plasma, incluidos miR-367,
miR-217, miR-107, miR-16-2-3p, miR-326, miR-335-3p, miR-125b-1, miR-203, miR-30,
miR-143, miR-137, miR-101, miR-31, miR-32, miR-132, miR-129 y miR-124, asi como
paneles que comprenden una combinacion de secuencias (miR-155, miR-100, miR-196b,
miR-124, miR-223 y miR-92a; miR-155, miR-378, miR-181b, miR-223, miR-100 y miR-
210; miR-155, miR-124, miR-181b, miR-100, miR-223 y miR-103a; miR-196b, miR-124,
miR-92a, miR-24, miR-100 y miR-181a; miR-125b y miR-203), han mostrado AUC

superiores o iguales a 0.80 para el diagnostico de LLA (26-29,31,52-54).

Entre estos, miR-132, miR-129 y miR-124 exhibieron los valores de AUC maés altos (>
0.95), encontrandose subexpresados en muestras de médula 6sea de pacientes con LLA en
comparacién con controles sanos (53). Otros microRNAs que demostraron una excelente
capacidad discriminatoria (AUC = 0.90-0.95) incluyeron miR-143, miR-137, miR-101,
miR-31 y miR-32, que se expresaron de manera aberrante en plasma, sangre total y médula
6sea (27,52,53). Entre estos microRNAs, s6lo miR-32 mostro niveles de expresion mas altos
en el grupo con LLA, mientras que los demas mostraron niveles mas bajos en el grupo con

LLA en comparacion con los controles.

Los microRNAs también han mostrado resultados prometedores en la identificacion del
estado de la EMR en la LLA pediatrica. Tres secuencias, miR-128-3p, miR-335-3p y miR-
326 presentes en médula 6sea y plasma, han demostrado valores de AUC que oscilan entre
0.80 y 0.97 para discriminar entre estados de EMR en esta poblacion (18,19,28,30). Entre

estas secuencias, miR-128-3p demostrd el mejor desempefio (AUC = 0.97) para distinguir
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a los pacientes con LLA que tienen una EMR superior al 1 % de aquellos que tienen una
EMR inferior al 1 % el dia 15 de la quimioterapia de induccion (19). Los niveles de este
microRNA disminuyeron significativamente el dia 15 y el dia 33 de quimioterapia en
comparacion con el dia del diagnostico (diagnostico-dia 15: log, FC = -4,49, p = 0.000, y
diagnostico-dia 33: log. FC = -2,23, p = 0.014), lo que sugiere su rol como un potencial

biomarcador de respuesta al tratamiento y progresion de la enfermedad.

Ademas del miR-128-3p, la expresion alterada del miR-335-3p y miR-326 ha permitido
discriminar entre pacientes con EMR positiva y EMR negativa un afio después del
tratamiento, con valores de AUC de 0.80 y 0.85, respectivamente (28,30). Ambos
microRNAs mostraron una expresion disminuida en muestras de médula 6sea de pacientes
con EMR positiva en comparacion con pacientes con EMR negativa. En el caso del miR-
326, también se revel6 que un nivel de expresion por debajo del punto de corte (0.08)

conferia un riesgo 4.8 veces mayor de resistencia a la quimioterapia (p = 0.023).

Los valores de AUC observados en estos estudios previos fueron superiores a los observados
en el presente estudio para los microRNAs con mejor capacidad discriminatoria (miR-223-
3p solo: AUC = 0.71, combinacion con miR-1290 y miR-1246 : AUC = 0.72 ). Asimismo,
ninguno de los microRNAs reportados previamente como biomarcadores potenciales del
estado de EMR (miR-128-3p, miR-335-3p y miR-326) pudo identificarse en este estudio,
probablemente debido a la diferencia en las muestras biologicas utilizadas, el estadio de la

enfermedad evaluado y los grupos de comparacion establecidos.

Como se menciono anteriormente, estudios previos han demostrado que los patrones de

secrecion de microRNAs varian segun el tipo de muestra analizada. Qian et al. y Hoshino
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et al. demostraron que los pacientes con cancer gastrico y carcinoma de células escamosas
de esofago presentaron niveles significativamente mas altos de expresion del miR-1246 en
orina en comparacion con los controles sanos. Sin embargo, esta expresion alterada no se
observo en tejidos cancerosos ni en saliva de pacientes con cancer gastrico y carcinoma de

células escamosas de esdfago, respectivamente (130,131).

A diferencia de la sangre, la produccion de saliva y orina puede fluctuar significativamente
a lo largo del dia, en funcién de diversos factores como la edad, el sexo, el ritmo circadiano,
la dieta, la medicacion y la exposicion ambiental, que, a su vez, pueden tener un impacto en
la expresion de los microRNAs presentes en estos fluidos (131). Ademas, aspectos técnicos
como el estabilizador de RNA afiadido a la muestra, el método de recoleccion de la muestra
y el software utilizado para el alineamiento de secuencias durante el analisis bioinformatico
también pueden influir en los niveles de microRNAs detectados en estos fluidos (110).
Todos estos factores explicarian las discrepancias observadas entre los resultados obtenidos

en este estudio respecto a estudios previos realizados en pacientes con LLA.

Un aspecto adicional relevante para la interpretacion de los hallazgos obtenidos en este
estudio es la discrepancia en el patron de expresion del miR-1246 y miR-1290 entre la fase
exploratoria (sobreexpresion) y la fase de validacion clinica (subexpresion), lo que se
deberia a las diferencias en las caracteristicas clinicas de la muestra de pacientes utilizada.
Dado que el grupo de pacientes utilizado en cada fase fue diferente, los perfiles genéticos
también difirieron entre los pacientes. Sin embargo, aunque los pacientes incluidos en cada
fase tuvieron perfiles genéticos distintos, el miR-223-3p mantuvo el patron de
sobreexpresion en ambos grupos, lo que reafirma su papel potencial como biomarcador de

ERMen LLA.
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A pesar de los resultados prometedores obtenidos, el presente estudio tuvo varias
limitaciones. Los resultados obtenidos en la fase exploratoria y la fase de validacion clinica
se basan en un tamario de muestra pequefio; por lo tanto, deben confirmarse en una poblacion
con mayor nimero de pacientes para garantizar una mayor precision de los hallazgos con
respecto a la identificacion de secuencias significativamente desreguladas y su capacidad
discriminatoria. También es importante considerar que el desempefio de los modelos de
regresion utilizados para construir las curvas ROC puede verse influenciado por otras
variables sociodemogréaficas y clinicas; por lo que se sugiere que futuros estudios en
poblaciones més grandes incluyan estos factores en los modelos de regresion que se
formulen a fin de obtener datos méas robustos sobre el valor diagnostico, prondstico o de

respuesta al tratamiento de los microRNAs.

Ademas, es necesario mejorar el protocolo de aislamiento de microRNAs a partir de
muestras de orina a fin de capturar una poblacion representativa de microRNAs; lo que
ayudaria a obtener resultados preliminares solidos utilizando sSRNA-Seq que pueden
validarse mediante RT-gPCR. En este caso, se decidio no incluir las muestras de orina en
la fase de validacion debido a la concentracion limitada de microRNAs aislados a partir de
este fluido (<1 ng/ul), lo que podria haber influido en la identificacion de solo dos secuencias
expresadas diferencialmente entre pacientes con un riesgo alto de recaida y pacientes con
un riesgo estandar-intermedio de recaida. En general, se ha observado que es posible obtener
una concentracion de RNA total aproximada de 6.6 ng/ul a partir de un volumen de orina
de 30 ml en individuos sanos (98). Sin embargo, dado que los microRNAS representan
aproximadamente el 0.01% del RNA total, la concentracion aproximada de microRNAS en

30 ml de orina equivaldria a 0.001 ng/ul. A pesar de las limitadas cantidades de microRNASs
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presentes en este fluido, diversos estudios han demostrado la deteccidon de una cantidad
considerable de microRNAs expresados diferencialmente entre pacientes con tumores
solidos e individuos sanos mediante secuenciacion empleando volimenes de orina de 1 ml
0 menores (desde 12 hasta 98 secuencias) (145-149). En este sentido, resultaria fundamental
ampliar el nimero de muestras analizadas mediante secuenciacion para corroborar el patron
de expresion observado en orina, y adicionalmente, evaluar el uso de volimenes de muestra
mas grandes, para descartar la influencia del volumen de muestra en el rendimiento del

secuenciacion.

Aunque los microRNAs circulantes han sido ampliamente estudiados como potenciales
biomarcadores de diagndstico, prondstico y respuesta al tratamiento en cancer, hasta la fecha
el andlisis de la expresion de estas secuencias no se ha implementado en la rutina clinica
debido a factores preanaliticos y analiticos que influyen en la obtencién de resultados
comparables entre laboratorios, asociados con los métodos utilizados para la recoleccion y
procesamiento de muestras, la deteccién molecular de los microRNAs, y el andlisis de datos

de las pruebas moleculares (150).

La potencial validacién de estas secuencias para su aplicacion en la rutina clinica como
biomarcadores para la medicion de EMR en LLA pediéatrica en el futuro, podria contribuir
areducir la carga de ansiedad y estrés asociado al procedimiento de recoleccion de aspirados
de médula 0sea, ademas de eliminar la necesidad de contar con infraestructura y personal

capacitado para la obtencidn de este tipo de muestra y ayunar previo al procedimiento.

Como potenciales objetivos de futuros estudios, se sugiere evaluar el valor diagnostico de

los microRNA salivales validados en el presente estudio con la finalidad de sustituir el uso
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de aspirados de médula désea durante el diagndstico de leucemia en nifios (15). Ademas, se
recomienda evaluar la utilidad de estos microRNA para medir la EMR en otros puntos de
control relevantes durante la quimioterapia, de acuerdo al protocolo de tratamiento utilizado.
Adicionalmente, se sugiere proponer algoritmos basados en la expresion de microRNAs y
otros signos y sintomas clinicos relevantes para el diagnostico de la enfermedad o medicion

de la EMR.

En conclusion, los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que el miR-223-3p,

solo o en combinacion con miR-1246 y miR-1290, podria representar un potencial

biomarcador no invasivo de EMR en la LLA pediatrica.
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CONCLUSIONES

Durante la fase exploratoria, se identificaron 30 microRNAs expresados
diferencialmente entre el grupo de riesgo alto y el grupo de riesgo estandar-
intermedio, en saliva, y dos en orina.

El miR-1246, miR-1290 y miR-223-3p presentaron los niveles mas altos de
sobreexpresion en saliva, mientras que miR-3650, miR-4740-3p y miR-4713-3p, los
niveles mas altos de subexpresion.

Los dos microRNAs expresados diferencialmente en orina estuvieron
subexpresados.

Durante la fase de validacion técnica, se confirmé el patron de sobreexpresion del
miR-1246, miR-1290 y miR-223-3p en el grupo de riesgo alto en comparacion con
el grupo de riesgo estandar-intermedio.

Durante la fase de validacion clinica, fue evidente que el miR-223-3p estaba
sobreexpresado en pacientes del grupo de riesgo alto en comparacion con los
pacientes del grupo de riesgo estandar-intermedio.

El uso del miR-223-3p solo y la combinacién miR-223-3p, miR-1290 y miR-1246
permitié discriminar entre pacientes del grupo de riesgo alto y pacientes del grupo

de riesgo estandar-intermedio.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar hisopos disefiados especificamente para la recoleccion de
saliva en nifios, con el fin de mejorar la aceptacion del método por parte del paciente
(especialmente en infantes) y obtener una cantidad suficiente de muestra para su
posterior analisis.

Se recomienda realizar ensayos comparativos utilizando diferentes volimenes de
orina para el aislamiento de microRNAs para descartar la influencia del volumen de
muestra en el desempefio de sRNA-Seq, y por tanto, en la identificacion de
candidatos expresados diferencialmente.

Se recomienda validar los resultados obtenidos en el presente estudio en cohortes
que incluyan un mayor nimero de pacientes para corroborar la utilidad del miR-223-
3p solo 0 en combinacion con el miR-1290 y miR-1246 como biomarcador no
invasivo de EMR en el dia 15 de quimioterapia. Debido a que el analisis individual
de un tnico microRNA mediante RT-qPCR presenta mayor viabilidad de aplicacion
en la rutina clinica debido a un menor costo y complejidad en comparacion con el
analisis de los 3 microRNAs, se recomienda centrar futuras validaciones en el
analisis individual del miR-223-3p.

Se recomienda considerar futuros estudios que permitan evaluar la utilidad de los
microRNAs secretados en saliva como biomarcadores diagnosticos de LLA o
biomarcadores de EMR en otros puntos de tiempo de la quimioterapia.

Se recomienda explorar los potenciales blancos de los miRNAs estudiados y las vias
de sefializacion involucradas empleando programas bioinformaticos en linea como
Targetscan, miRanda, miRmap, entre otros, en futuros estudios. Conocer los

potenciales blancos de los miRNAs estudiados permitiria comprender mejor el
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mecanismo biologico bajo el cual actian los microRNAs, esclarecer su rol en la
promocion de la progresion de la LLA, e identificar potenciales blancos para la

aplicacion de terapias dirigidas.
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10. ANEXOS

ANEXO 1: ASENTIMIENTO INFORMADO PARA NINOS MENORES DE 12 ANOS

PARTE I: HOJA DE INFORMACION

Soy del Instituto Nacional de Salud del Nifio San Borja y estoy realizando un trabajo de
investigacién que tiene como objetivo encontrar algunas piezas pequefiitas, como las de un
rompecabezas, en la orina y la saliva de nifios con una enfermedad que se llama leucemia 'y
que afecta a los componentes de la sangre. Para ello, quiero pedirte que nos apoyes. Te
hemos elegido porque tu médico ha pedido unas pruebas para saber si tienes esta

enfermedad.

Este estudio busca encontrar una forma facil y no dolorosa para evaluar si el tratamiento
que se utiliza para tratar la leucemia estd funcionando, utilizando muestras de orina y
saliva.

Tu participacion en el estudio consistira en autorizar que tomemos una muestra de saliva
y orina. Las muestras seran tomadas en un nico momento, ya sea el dia de hoy o en el dia
15 del tratamiento que te dé tu médico, dependiendo de los resultados de las pruebas que
pidio.

La saliva la obtendremos colocando un hisopo de algodon debajo de tu lengua por un ratito;
mientras que, la orina, la recolectaremos en un frasquito de plastico. Estos procedimientos
tomaran mas o menos 5 minutos en total, y no te causaran ningun dolor, aungue puede que
te hagan sentir incomodo o impaciente.

No deberas pagar nada por participar en el estudio, tampoco recibiras dinero. De cualquier
modo, este estudio ayudara a encontrar una forma facil y no dolorosa para evaluar si el

tratamiento que se utiliza para tratar leucemia esta funcionando, sin tener que pinchar a los



nifios en sus brazos o en otra parte de su cuerpo.

Tu participacion es voluntaria, t0 puedes decidir no participar en esta investigacion o
retirarte del estudio en el momento que ta decidas, sin que cambie la forma en que te
atiendan.

Si nos autorizas, las muestras recolectadas podrian ser almacenadas hasta por 5 afios en
una congeladora para que se sean utilizadas en futuros estudios relacionados a

enfermedades que afectan la salud de los nifios.

Los resultados que obtengamos en este estudio seran presentados en revistas. Nadie podra
saber tu nombre porque le colocaremos un nimero a tus muestras y a la hoja en la que
anotaremos tu informacién. No mostraremos tu informacion o los resultados que

obtengamos en el estudio a nadie, y nos aseguraremos de que ninguna persona pueda verlos.

Luego de que recolectemos la muestra de saliva y orina y que anotemos tu informacion, no
volveremos a revisar tu historia clinica o tus informes médicos; tampoco te volveremos a

buscar a ti y/o a tu padre.

Si tienes alguna duda al respecto o sientes que tus derechos son vulnerados puedes
contactarte con la Dra. Victoria Godoy Vila, al teléfono 952515658 0 a su correo
electronico vgodoy@insnsh.gob.pe, con el Comité de Etica del INSN-SB, al teléfono
2300600, anexo 4012, o al correo electronico comite_etica@insnsb.gob.pe, o con el
Presidente del Comité Institucional de Etica de la UPCH, Dr. Luis Saona Ugarte, al

teléfono 01-319-0000, anexo 201355.
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PARTE Il: CERTIFICADO DE ASENTIMIENTO PARA NINOS MENORES DE 12

ANOS

Yo, , declaro que he leido y

comprendido la hoja que se me ha entregado, y:
1 Acepto participar en este estudio.
1 No acepto participar en este estudio.
Ademas:
1 Acepto que mis muestras sean almacenadas para futuros estudios.

1 No acepto que mis muestras sean almacenadas para futuros estudios.

Persona que proporciona la informacién

Lugar:

Fecha:

Nombres y apellidos de la persona que proporciona la informacién:

Firma de la persona que proporciona lainformacion:

Testigo

Lugar:

Fecha:

Nombres y apellidos del testigo:

Firma del testigo:
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ANEXO 2: ASENTIMIENTO INFORMADO PARA NINOS Y ADOLESCENTES

ENTRE 12 Y 17 ANOS

PARTE I: HOJA DE INFORMACION

Instituciones participantes: Instituto Nacional de Salud del Nifio San Borja/ Universidad
Peruana Cayetano Heredia.
Titulo del proyecto: “MicroRNAs en muestras de orina y saliva como biomarcadores de

enfermedad minima residual en leucemia linfoblastica aguda pediatrica”.

1. Descripcién general:

Soy del Instituto Nacional de Salud del Nifio San Borja y estoy realizando un trabajo de
investigacion que tiene como objetivo capturar ciertos elementos microscépicos en la orina

y la saliva que estan involucrados en el desarrollo de leucemia.

Antes de decidir si quieres participar o no, te rogamos leas detenidamente este documento que
incluye la informacion sobre esta investigacion. Puedes formular todas las preguntas que te

surjan y solicitar la aclaracién sobre cualquier aspecto del mismo.

Tu participacion en este estudio es voluntaria. Aunque decidieras no participar, continuaras
recibiendo todos los cuidados médicos que pudieses necesitar y la relacion con el equipo

médico que te atiende no se vera afectada.
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2. Proposito del estudio

Las leucemias son un grupo de enfermedades en las que nuestras células sanguineas no
funcionan de manera adecuada a consecuencia de ciertos cambios que ocurren en elementos
microscopicos que se encuentran dentro de las células y contienen informacion importante
para poder vivir. El tratamiento de la enfermedad se basa en el uso de farmacos que destruyen
las células sanguineas que no funcionan de manera adecuada. La medicién de la eficacia del
tratamiento se realiza en muestras de médula 6sea o sangre mediante pruebas de laboratorio.
Estas muestras se recolectan mediante métodos que ocasionan dolor e incomodad en el

paciente, sobre todo si se trata de nifios.

Por este motivo, el objetivo de este estudio es capturar ciertos elementos microscépicos en la
orinay saliva, encargados de dirigir o manejar procesos que estan asociados con la aparicién
de leucemia. Esto con el propdsito de que, en un futuro, estos elementos puedan ser utilizados
como herramientas para el seguimiento de la eficacia del tratamiento contra esta enfermedad,

de manera sencilla y sin dolor.

Has sido elegido para ser parte de este estudio debido a que tu médico solicit6 analisis clinicos

para determinar si tienes leucemia.

3. Procedimientos del estudio

Te estamos solicitando tu autorizacion para recolectar una muestra de orina y saliva, ya sea el
dia de hoy o a los 15 dias de iniciado el tratamiento que te dé tu medico, dependiendo de los

resultados que hayan sido obtenidos en los analisis clinicos.
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La recoleccion de la muestra de saliva sera realizada empleando un hisopo de algodén, que
sera colocado debajo de la lengua durante aproximadamente 60 segundos; mientras que, la
recoleccion de la muestra de orina sera realizada empleando un frasco estéril. EI volumen de
orina y saliva a recolectar sera equivalente a aproximadamente una cucharada y media (~20
ml) y una cucharadita (~4 ml), respectivamente. La recoleccién de ambas muestras tomara

aproximadamente 5 minutos.

Las muestras de orina y saliva seran rotuladas con un co6digo numérico y almacenadas en una
congeladora a -70°C hasta 5 afios después de la toma de muestra, para posteriormente ser

eliminadas.

Adicionalmente, se realizara una revision de tu historia clinica y/o informes médicos a fin de

extraer informacion de tu edad, sexo, lugar de procedencia y datos clinicos.

4. Riesgos e inconvenientes para el participante

La recoleccion de las muestras de orina y saliva no te causard ningan dolor. Asimismo, la
realizacion de este proceso no posee ningun riesgo. Sin embargo, es importante que tengas

en cuenta que los procedimientos podrian provocarte incomodad y/o ansiedad.

5. Beneficios
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No recibiras ningan beneficio directo por tu participacion en este estudio. Sin embargo, los
datos recogidos en el mismo podran ayudar a encontrar una forma sencilla y no dolorosa de

realizar el seguimiento de la eficacia del tratamiento empleado para tratar la leucemia infantil.

6. Costos e incentivos

No deberas pagar nada por participar en el estudio. lgualmente, no recibiras ningun incentivo

econdmico ni de otra indole.

7. Derechos del participante

Puedes retirar tu asentimiento en cualquier momento, sin necesidad de dar explicaciones y
sin que el tratamiento médico que recibas o la relacion con el equipo médico que te atiende

se vea afectada.

8. Almacenamiento de las muestras

Si nos autorizas, tus muestras podran ser almacenadas en una congeladora -70°C ubicada en
el laboratorio N° 6 de la Sub Unidad de Investigacién e Innovacion Tecnoldgica con el
propdsito de que sean empleadas en investigaciones futuras, ya sea aplicadas o basicas,
relacionadas a la enfermedad en estudio (leucemia), otros tipos de cancer que afectan a nifios

u infecciones provocadas por microorganismos.
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Antes de que estas investigaciones inicien, se solicitara tu autorizacién y/o la de tu padre para
utilizar tus muestras, y se procedera a la firma de un asentimiento o consentimiento

informado elaborado exclusivamente para este nuevo estudio.

Las muestras que se recolecten en esta investigacion seran almacenadas por un periodo de 5 afios;

culminado este periodo, éstas seran eliminadas.

9. Confidencialidad

Tu nombre permanecera en estricta reserva. Se empleara un codigo numérico para poder

diferenciar tus muestras y datos de los de otros participantes.

La informacidn recolectada y los resultados obtenidos no serdn mostrados a ninguna persona
ajena al estudio y seran guardados por los investigadores por un periodo de 5 afios, siendo
posteriormente eliminados. Los registros fisicos seran guardados en una gabinete de la Sub
Unidad de Investigacion e Innovacion Tecnoldgica, bajo llave; mientras que, los registros

electronicos, en la computadora del investigador principal, con contrasefia.

Una vez que la investigacion culmine, los resultados obtenidos seran publicados en revistas
especializadas. Sin embargo, no se mostrara ninguna informacion que permita la

identificacion de ninguno de los individuos que participaron en este estudio.

Luego de que los datos obtenidos a partir de tu historia clinica y/o tus informes de laboratorio

sean transferidos y guardados en la computadora del investigador principal, y de que se
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recolecten las muestras de orina y saliva, ningun documento clinico que contenga tu
informacién personal podra ser revisado bajo ninguna circunstancia; tampoco te

contactaremos a ti y/o a tu padre para consultar sobre datos personales.

10. Personas de contacto

Si tuvieses alguna duda al respecto o sientes que tus derechos han sido vulnerados puedes
contactarte con la Dra. Victoria Godoy Vila, al teléfono 952515658 0 a su correo electrénico
vgodoy@insnsh.gob.pe, con el Comité de Etica del INSN-SB, al teléfono 2300600, anexo
4012, o al correo electronico comite_etica@insnsb.gob.pe, o con el Presidente del Comité
Institucional de Etica de la UPCH, Dr. Luis Saona Ugarte, al teléfono 01-319-0000, anexo

201355.
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PARTE II: CERTIFICADO DE ASENTIMIENTO

Datos del estudio para el que se otorga el asentimiento

Instituciones participantes: Instituto Nacional de Salud del Nifio San Borja/ Universidad
Peruana Cayetano Heredia.

Titulo del proyecto: “MicroRNAs en muestras de orina y saliva como biomarcadores de

enfermedad minima residual en leucemia linfoblastica aguda pediatrica”.

He leido, he sido informado y comprendo el contenido de la presente hoja de informacién, lo
que acredito con mi firma en prueba de mi asentimiento en todo lo que en ella se menciona.

He preguntado vy aclarado las posibles dudas al Dr./Dra/ Blgo.

Entiendo que mi participacién es voluntaria y gratuita y comprendo que puedo solicitar el
retiro de mi asentimiento en cualquier momento, sin tener que ofrecer explicaciones y sin que

esto repercuta en los cuidados médicos presentes y/o futuros que se me brinden.

Entiendo que una copia de esta ficha de asentimiento me sera entregada y:

] Acepto participar en esta investigacion.

"1 No acepto participar en esta investigacion.

Padre 0 apoderado

Lugar:
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Fecha:

Nombres y apellidos del padre o apoderado:

Firma del padre o apoderado:

Testigo

Lugar:

Fecha:

Nombres y apellidos del testigo:

Firma del testigo:

Persona que proporciona la informacion

Lugar:

Fecha:

Nombres y apellidos de la persona que proporciona la informacion:

Firma de la persona que proporciona la informacion:

Almacenamiento de muestras
7 Acepto que mis muestras sean almacenadas a fin de que puedan ser utilizadas en

investigaciones futuras relacionadas a la enfermedad en estudio (leucemia



-
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linfoblasticaaguda), otros tipos de cancer que afectan a nifios u infecciones provocadas
por microorganismos.

1 No acepto que mis muestras sean almacenadas a fin de que puedan ser utilizadas en
investigaciones futuras relacionadas a la enfermedad en estudio (leucemia

linfoblasticaaguda), otros tipos de cancer que afectan a nifios u infecciones provocadas

por microorganismos.
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ANEXO 3: CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PADRES

PARTE I: HOJA DE INFORMACION

Instituciones participantes: Instituto Nacional de Salud del Nifio San Borja/ Universidad
Peruana Cayetano Heredia.
Titulo del proyecto: “MicroRNAs en muestras de orina y saliva como biomarcadores de

enfermedad minima residual en leucemia linfoblastica aguda pediatrica”.

1. Descripcién general:

Soy del Instituto Nacional de Salud del Nifio San Borja y estoy realizando un trabajo de
investigacién que tiene como objetivo capturar ciertos elementos microscépicos en la orina

y la saliva que estan involucrados en el desarrollo de leucemia.

Antes de decidir si quiere que su nifio(a) participe o no, le rogamos lea detenidamente este
documento que incluye la informacion sobre esta investigacion. Puede formular todas las

preguntas que le surjan y solicitar la aclaracion sobre cualquier aspecto del mismo.

La participacion de su nifio(a) en este estudio es voluntaria. Aunque usted decidiera no

autorizar su participacion, su nifio(a) continuara recibiendo todos los cuidados médicos que

pudiera necesitar y la relacion con el equipo medico que lo atiende no se vera afectada.

2. Proposito del estudio
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Las leucemias son un grupo de enfermedades en las que nuestras células sanguineas no
funcionan de manera adecuada a consecuencia de ciertos cambios que ocurren en elementos
microscopicos que se encuentran dentro de las células y contienen informacion importante
para poder vivir. El tratamiento de la enfermedad se basa en el uso de farmacos que destruyen
las células sanguineas que no funcionan de manera adecuada. La medicion de la eficacia del
tratamiento se realiza en muestras de médula 6sea mediante pruebas de laboratorio. Estas
muestras se recolectan mediante métodos que ocasionan dolor e incomodad en el paciente,

sobre todo si se trata de nifos.

Por este motivo, el objetivo de este estudio es capturar ciertos elementos microscépicos en la
orinay saliva, encargados de dirigir o manejar procesos que estan asociados con la aparicién
de leucemia. Esto con el propdsito de que, en un futuro, estos elementos puedan ser utilizados
como herramientas para el seguimiento de la eficacia del tratamiento contra esta enfermedad,

de manera sencilla y sin dolor.

Su hijo(a) ha sido elegido para ser parte de este estudio debido a que su médico solicito

analisis clinicos para determinar si tiene leucemia.

3. Procedimientos del estudio

Le estamos solicitando su autorizacion para recolectar una muestra de orina y saliva de su
hijo(a), ya sea el dia de hoy o a los 15 dias de iniciado el tratamiento que le dé su médico,

dependiendo de los resultados que hayan sido obtenidos en los andlisis clinicos.
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La recoleccion de la muestra de saliva sera realizada empleando un hisopo de algodén, que
sera colocado debajo de la lengua durante aproximadamente 60 segundos; mientras que, la
recoleccion de la muestra de orina sera realizada empleando un frasco estéril 0 una bolsa
colectora de orina, dependiendo de la edad de su hijo. El volumen de orina y saliva a
recolectar serd equivalente a aproximadamente una cucharada y media (~20 ml) y una
cucharadita (~4 ml), respectivamente. La recoleccion de ambas muestras tomara

aproximadamente 5 minutos.

Las muestras de orina y saliva seran rotuladas con un co6digo numérico y almacenadas en una
congeladora a -70°C hasta 5 afios después de la toma de muestra, para posteriormente ser

eliminadas.

Adicionalmente, se realizara una revision de la historia clinica y/o informes médicos de su

hijo(a) a fin de extraer informacion de la edad, sexo, lugar de procedencia y datos clinicos.

4. Riesgos e inconvenientes para el participante

La recoleccion de las muestras de orina y saliva no le causara ningin dolor a su hijo(a).
Asimismo, la realizacion de este proceso no posee ningun riesgo. Sin embargo, es importante

tener en cuenta que los procedimientos podrian provocar incomodad y/o ansiedad.

5. Beneficios

Usted no recibird ningun beneficio directo por la participacion de su hijo(a) en este estudio.

Sin embargo, los datos recogidos en el mismo podran ayudar a encontrar una forma sencilla'y
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no dolorosa de realizar el seguimiento de la eficacia del tratamiento empleado para tratar la

leucemia infantil.

6. Costos e incentivos

No debera pagar nada por la participacion de su nifio(a) en el estudio. Igualmente, no recibira

ningun incentivo econdémico ni de otra indole.

7. Derechos del participante

Usted puede retirar su consentimiento en cualquier momento, sin necesidad de dar
explicaciones y sin que el tratamiento médico que recibe su nifio(a) o la relacion de éste/ésta

con el equipo médico que lo/la atiende se vea afectada.

8. Almacenamiento de las muestras

Si nos autoriza, las muestras de su hijo(a) podran ser almacenadas en una congeladora -70°C
ubicada en el laboratorio N° 6 de la Sub Unidad de Investigacion e Innovacion Tecnoldgica
con el proposito de que sean empleadas en investigaciones futuras, ya sea aplicadas o basicas,
relacionadas a la enfermedad en estudio (leucemia), otros tipos de cancer que afectan a nifios

u infecciones provocadas por microorganismos.

Antes de que estas investigaciones inicien, se solicitara la autorizacién de su hijo(a) y/o de
usted para utilizar las muestras recolectadas, y se procedera a la firma de un asentimiento o

consentimiento informado elaborado exclusivamente para este nuevo estudio.
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Las muestras que se recolecten en esta  investigacion seran almacenadas por un periodo de 5 afios;

culminado este periodo, éstas seran eliminadas.

9. Confidencialidad

El nombre de su hijo(a) permanecera en estricta reserva. Se empleara un cédigo numérico

para poder diferenciar las muestras y datos de su hijo(a) de los de otros participantes.

La informacidn recolectada y los resultados obtenidos no serdn mostrados a ninguna persona
ajena al estudio y seran guardados por los investigadores por un periodo de 5 afios, siendo
posteriormente eliminados. Los registros fisicos serdn guardados en una gabinete de la Sub
Unidad de Investigacion e Innovacion Tecnoldgica, bajo llave; mientras que, los registros

electronicos, en la computadora del investigador principal, con contrasefia.

Una vez que la investigacion culmine, los resultados obtenidos seran publicados en revistas
especializadas. Sin embargo, no se mostrard ninguna informacion que permita la

identificacion de ninguno de los individuos que participaron en este estudio.

Luego de que los datos obtenidos a partir de la historia clinica y/o los informes de laboratorio
de su hijo(a) sean transferidos y guardados en la computadora del investigador principal, y
de que se recolecten las muestras de orina y saliva, ningin documento clinico que contenga
informacion personal de su nifio(a) podra ser revisado, bajo ninguna circunstancia. Tampoco

lo contactaremos a él/ella o a usted para consultar sobre datos personales.

Insnyg
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10. Personas de contacto

Si tuviese alguna duda al respecto o siente que sus derechos o el de su hijo(a) han sido
vulnerados puede contactarse con la Dra. Victoria Godoy Vila, al teléfono 952515658 0 a su
correo electronico vgodoy@insnsb.gob.pe, con el Comité de Etica del INSN-SB, al teléfono
2300600, anexo 4012, o al correo electronico comite_etica@insnsb.gob.pe, o con el
Presidente del Comité Institucional de Etica de la UPCH, Dr. Luis Saona Ugarte, al teléfono

01-319-0000, anexo 201355.

PARTE II: CERTIFICADO DE CONSENTIMIENTO

Datos del estudio para el que se otorga el consentimiento

Instituciones participantes: Instituto Nacional de Salud del Nifio San Borja/ Universidad
Peruana Cayetano Heredia.

Titulo del proyecto: “MicroRNAs en muestras de orina y saliva como biomarcadores de

enfermedad minima residual en leucemia linfoblastica aguda pediatrica”.

He leido, he sido informado y comprendo el contenido de la presente hoja de informacion, lo
que acredito con mi firma en prueba de mi consentimiento en todo lo que en ella se menciona.

He preguntado vy aclarado las posibles dudas al Dr./Dra/ Blgo.



mailto:vgodoy@insnsb.gob.pe

e
f CAYETANO HEREDIA

v
AR

Entiendo que la participacion de mi hijo(a) es voluntaria y gratuita y comprendo que puedo
solicitar el retiro de mi consentimiento en cualquier momento, sin tener que ofrecer
explicaciones y sin que esto repercuta en los cuidados medicos presentes y/o futuros

brindados a mi hijo(a).

Entiendo que una copia de esta ficha de consentimiento me sera entregada y:

1 Doy mi consentimiento para que mi hijo(a) participe en esta investigacion.

"1 No doy mi consentimiento para que mi hijo(a) participe en esta investigacion.

Padre 0 apoderado

Lugar:

Fecha:

Nombres y apellidos del padre o apoderado:

Firma del padre o apoderado:

Testigo

Lugar:

Fecha:

Nombres y apellidos del testigo:

Firma del testigo:

Persona que proporciona la informacion
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Lugar:

Fecha:

Nombres y apellidos de la persona que proporciona la informacion:

Firma de la persona que proporciona la informacion:

Almacenamiento de muestras

1 Acepto que las muestras de mi hijo(a) sean almacenadas a fin de que puedan ser
utilizadas en investigaciones futuras relacionadas a la enfermedad en estudio
(leucemia linfoblastica aguda), otros tipos de cancer que afectan a nifios u infecciones
provocadas por microorganismos.

1 No acepto que las muestras de mi hijo(a) sean almacenadas a fin de que puedan ser
utilizadas en investigaciones futuras relacionadas a la enfermedad en estudio
(leucemia linfoblastica aguda), otros tipos de cancer que afectan a nifios u infecciones

provocadas por microorganismos.
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ANEXO 4: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

1. Cadigo:

2. Edad: afos

3. Sexo:

[l Masculino

[l Femenino

4. Lugar de procedencia:

5. Porcentaje de blastos en sangre periférica y/o médula 6sea al momento del diagnéstico:

%
6. Conteo de leucocitos al momento del diagnostico: cel/ ul
7. Conteo de neutréfilos al momento del diagnostico: cel/ ul
8. Conteo de plaquetas al momento del diagnostico: cel/ ul

9. Nivel de hemoglobina al momento del diagndstico: g/ di
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10. Aberracién cromosomica:

[J

[J

[J

Hipodiploidia
Hiperdiploidia baja
Hiperdiploidia alta
Cariotipo normal
Cariotipo complejo
Aberracion numerica
Aberracion estructural

Aberracién numérica mas aberracion estructural

11. Gen de fusion:

[

[

[J

BCR-ABL p190
BCR-ABL p210
TEL-AML1
E2A-PBX1

MLL-AF

12. Inmunofenotipo de LLA:

[J

[J

LLA tipo B

LLAtipo T

13. Respuesta a prednisona

[J

[

Positiva (< 1000 blastos/ul)

Negativa (> 1000 blastos/ul)
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14. Enfermedad minima residual en el dia 15 de la quimioterapia

"I EMR > 10%. Especificar (%):

1 EMR < 10%). Especificar (%):
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ANEXO 5: FORMULAS MATEMATICAS PARA EL CALCULO MANUAL DEL

TAMANO DE MUESTRA

1. Formula para el calculo del tamafio de muestra en base a un valor de “fold change”

(104)

1
G+ o?)

a 2
n=2(za——+zB) m

2
Donde:
Z,, =percentil superior a-ésimo de la distribucion normal estdndar, donde a es el error tipo I
zg=percentil superior B-ésimo de la distribucion normal estandar, donde a es el error tipo 11
A=fold change
p=profundidad de la cobertura

o=coeficiente de variacion para el gen, entre réplicas biologicas

2. Formula para el calculo del tamafio de muestra en base a un valor de AUC ROC (151)

[zaJ0.0792x (1 +%) + 25V
(0 —0.5)2

n=

Donde:

—A2

2
V@) = <0.0099xe 2 )X([SAZ + 8] +w

)
k
A=DY(0)x 1.414

®1=inversa de la distribucion acumulativa normal estandar
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k=ratio del numero de pacientes controles y pacientes con la enfermedad
0=AUC ROC conjeturada (bajo la hipotesis alternativa)
Z,~percentil superior a-ésimo de la distribucion normal estandar, donde a es el error tipo |

zB=percentil superior -ésimo de la distribucion normal estandar, donde a es el error tipo 11
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ANEXO 6: RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE PCA EN SALIVA

Edad e >1-<10afios ® >10afios

[ ]
34
S.
0.25 .
[ ]
—~ HR1
2 °
(o' SB&2
© 0.001 ()
- ng HR3
8 °
o
-0.25 1 324
HR6
[ ]
-0.50 1 826
-02 0.0 0.2

PC1 (64.11%)

Figura 31. PCA segun edad, en saliva
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v
AR

3
2
@

Sexo ¢ F e M

HR5
[ ]
HR4
#
0.25 1 R
[ ]
—_ HR1
X )
© SBR2
o A
- 0.00 [} ng
S Hgs
o
-0.25 1 524
HR6
[ ]
-0.50 1 526
-0.2 0.0 0.2

PC1 (64.11%)

Figura 32. PCA segun sexo, en saliva

F = femenino. M = masculino.
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A
o [
AR

Perfil citogenético e CC e CN e {922) e SR

[ ]
HR4
#
0.25 1 -
[ ]
—~ HR1
X ®
© SBB2
o J
- 0.00 [} ng
S Hgs
o
-0.25 1 524
HR6
-0.50 A1 526
-0.2 0.0 0.2

PC1 (64.11%)

Figura 33. PCA segun perfil citogenético, en saliva

CC: cariotipo complejo. CN: cariotipo normal. T(9;22): traslocacion 9;22. SR: sin resultado.
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Perfilmolecular @ N e SR e TEL-AML1

[ ]
$4
S.
0.25 1 R
[ ]
—_ HR1
X )
© SBR2
o A
- 0.00 ng
S Hgs
o
-0.25 1 824
HR6
[ ]
-0.50 1 526
-0.2 0.0 0.2

PC1 (64.11%)

Figura 34. PCA segun perfil molecular, en saliva

N: negativo para BCR-ABL, TEL-AML1, E2A-PBX1 y MLL-AF. SR: sin resultado.
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Respuesta a prednisona e Positva ® Negativa

o
HR4
sH®
0.25 1 . ¢
o
HR1
[}
SB&2
0.00 A1 ()
HR2
[ ] HR3
o
-0.25 1 524
HR6
[ ]
SR6
-0.50 1 : : : o
-0.2 0.0 0.2

PC1 (64.11%)

Figura 35. PCA segun respuesta a prednisona, en saliva
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ANEXO 7: RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE PCA EN ORINA

Edad e >1-<10afios ® >10afios

SR5

[ ]
HR5
0.4 4 )
HR1
[ ]
NS .
80 0.2 ng
~
Al
] sry
%L) 0.0 .22
SR32 824
-0.2 1 SR6
HR3 ®
HR4
-0.2 0.0 0.2

PC1 (70.17%)

Figura 36. PCA segun edad, en orina
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A
o [ &
AR

Sexo ©¢ F e M

SR5
[
HR5
044 ()
HR1
[
< oo
80 0.2 ng
~
Al
1 smy
%2 001 ‘o5
SH32 324
-0.24 SR6
HR3 [ ]
e HR4
-0.2 0.0 0.2

PC1 (70.17%)

Figura 37. PCA segun sexo, en orina

F = femenino. M = masculino.
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o [
AR

Perfil citogenético ® CC e CN e {922 e SR

SR5

[
HR5
044 ()
HR1
[
QI :
80 0.2 Hﬁ
~
Al
] sRy
8‘2 001 ‘&%
sR3, 824
-0.24 SR6
HR3 [ ]
HR4
[
-0.2 0.0 0.2

PC1 (70.17%)

Figura 38. PCA segun perfil citogenético, en orina
CC: cariotipo complejo. CN: cariotipo normal. t(9;22): traslocacién 9;22. SR: sin resultado.

Perfilmolecular @ N e SR e TEL-AML1

SR5

)
HR5
0.4 4 ()
HR1
2 oo
E’o 0.2 Hgﬁ
~
o\l
%_) 001 ‘o5
SR32 324
-0.2 1 SR6
HR3 ®
e HR4
)
-0.2 0.0 0.2

PC1 (70.17%)

Figura 39. PCA segun perfil molecular, en orina
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N: negativo para BCR-ABL, TEL-AML1, E2A-PBX1y MLL-AF. SR: sin resultado.

PC2 (7.6%)

0.4 1

0.2 1

0.01

-0.2 1

Respuesta a prednisona e Posiva ® Negativa

SR5

HR5

[
HR1
[
HR6
[
SRsR2
®e
SR3 SR4
2 )
SR6
HR3 [ ]
[
HR4
[
L] L] L]
-0.2 0.0 0.2

PC1 (70.17%)

Figura 40. PCA segun respuesta a la prednisona, en orina




