N

g"'a UNIVERSIDAD
-'-l»,, DE LA REPUBLICA
URUGUAY
FACULTAD DE
CIENCIAS

UDELAR | feien.edu.uy

Universidad de la Republica

Facultad de Ciencias

Tesina de Grado presentada para la obtencion del Titulo de Licenciatura en Bioquimica

Analisis de metilacion en promotores de genes
candidatos en pacientes con Leucemia mieloblastica

aguda de Uruguay

Autor: Florencia Salvarrey Baubeta

Tutora: Dra. Mdnica Cappetta Sapriza

Co-tutora: Dra. Silvana Pereyra Lepre

Laboratorio de Epidemiologia Genética
Departamento de Genética
Facultad de Medicina, UdelaR
Montevideo, Uruguay

Julio 2023



1. Agradecimientos

En primer lugar, quiero agradecerle profundamente a mi tutora de tesis Dra. Mdnica
Cappetta y co-tutora Dra. Silvana Pereyra, por todas sus ensefanzas, su confianza en mi y por el
apoyo en todo momento para poder terminar la tesis de grado. Especialmente quiero agradecerles
por sus palabras motivadoras cuando mas las necesité y por dejarme formar parte de su equipo de
trabajo e iniciarme en este maravilloso mundo de la investigacién. Gracias por su paciencia,

constancia y consejos tanto como estudiante como de la vida misma.

Agradezco sinceramente a los integrantes del Departamento de Genética de Facultad de
Medicina y especialmente a los companieros de la isla. Con ellos pude compartir muchos momentos
felices, salidas, congresos, reuniones y mas. Muchas gracias por todos esos momentos que formaron

parte de mi vida y bienvenidos todos los nuevos momentos que vendran.

Quiero agradecer enormemente a toda mi familia por su amor, apoyo, motivacién y palabras
de aliento durante todo el transcurso de mi carrera. Especialmente le agradezco a mi madre por
incentivarme a investigar y apoyar mi vocacion por la ciencia y la genética humana desde pequena.
Le agradezco también a mi padre por su aliento y confianza constante en mi para que terminara

esta tesis y la carrera.

Agradezco eternamente a mi pareja Andrés por su amor, respeto, apoyo incondicional y
motivacion contante. Por soportar mis horas de estrés y dias largos de estudio sin fines de semana.
Gracias por ser mi companero de vida y todos tus consejos, ambos sabemos que el mundo de la

ciencia no es facil, pero nos reconfortamos porque sabemos qué hacemos lo que nos gusta.

Muchas gracias a mis amigas, especialmente para Andy, Vero y Lore por su compresion
cuando no podia juntarnos, gracias por siempre estar ahi y todo su apoyo, son muy importantes

para mi.

A todos los mencionados mi mas sincero agradecimiento, sin ustedes no hubiera podido

lograrlo.



2

W NPE

. Indice

AGRADECIMIENTOS.....ccitiitiiiireiruniainsresiasiaseesresrastassssssassassssssessossasssssssssassassasssass 2
INDICE....cueotetetreeesessessessessessestestetseesessessessessassessasesstesssssssessessessessessessessassesassens 3
RESUMEN.....ciiiiiiiiiiieiieiieiresieniesiairesiosrasiesssesrasiastasssessossassassssssassassasssssssssassassassse 5
INTRODUCCION.......coeeuerrerrenresresteseeestesessessessessessessassssssssssssessessessessessessessssssnsssens 6
4.1. GENERALIDADES SOBRE LAM .....ciiiiiiinenniiiiiiiiinninneeiieisiinnnsaassssessinnnnsssssssssssssnessnsssssssssssnes 6
4.2, MARCADORES MOLECULARES ASOCIADOS A LAIM ....ccuuiiiiieeiiiiiineciinenesissnenessssnenessssnenssssssennnes 9
4.3. ALTERACIONES EPIGENETICAS EN LAIM ...ceuuiiiiiiniieiiiinieniennsiertennsseesenssssssensssssssnssssssnnsssssenns 10
4.4. ANTECEDENTES DE INVESTIGACION DE LAM EN URUGUAY ......uciiimnnierirnnnsereennsssrernsssssssnsssssenes 12
OBJETIVO GENERAL:......cieiieiiniiiiiiiiiinieieitesiaiiatesssestasiosssssssstsssassessssssassassssssnss 15
5.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS: 1evreuuesssnsssrrerrnnnnsssssssssmrmmsssssssssssssmmrsnsssssssssssmsssnsssssssssssssssnsnnssssses 15
METODOLOGIA: .....coverreerrernentenestsesseessessssesssssssesessessesesssssssessssessesssssssssessssassenes 16
6.1. FASE DE IMIUESTREO eeuuuuuiiiiinneranssssssssnimnesnssssssessssmmmsssssssssssssseesssssssssssssssssnsssssssssssssssnnnes 16
T O R ~JoY o] =Tl ToT o Mo [T Yy dF e [T SRR 16
6.2. FASE DE LABORATORIO ..uuciiiiieennenssssssssennesssnsssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssnnssssssssssssssnnnns 17
6.2.1. Tratamiento de las muestras de ADN con bisulfito de sodio. ......ccccceerviiiiierriiiinienns 17
6.2.2. Seleccidn de regiones promotoras y disefio de oligonucledtidos. .........ccccceeeeevreeenneen. 17
6.2.3. Amplificacién por PCR. Pruebas a diferentes temperaturas. .........cccceeeeevrieeeeccreeeeennen. 19
6.2.4. Electroforesis en gel de agarosa.......coccccecuieeieciiiececiee et e 20
6.2.5. Secuenciacién de las regiones amplificadas con Minlon..........cccceeeecieiieciieecccciiee e, 21
6.3. FASE DE ANALISIS BIOINFORMATICO ..uuuiieirnernnnessssssssnnesnnssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssnnnes 21



6.3.1.  ANnAlisis DIOINTOIMATICO c.ccvvunieiiieieeeeeee et e e e e e e r e e e e eeeeaans 21

7. RESULTADOS.....ccccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesssnsesssssssssssssssnssesssssssssssssssnnssssssssssssssssnnnsesssssssssns 23
7.1. AMPLIFICACION DE REGIONES PROMOTORAS DE LOS GENES CANDIDATOS v.euveeeeeeeecrererererereseseseses 23
7.2. AMPLIFICACION DE PROMOTORES EN MUESTRAS DE PACIENTES CON LAM Y CONTROLES SANOS....... 26
7.3. SECUENCIACION DE LOS PROMOTORES GENICOS «.veeeeeeecacesecsesesesesesesesesssssssssssssssssssssssssssssssss 26
7.4. METILACION DIFERENCIAL EN SITIOS CPG DE PACIENTES CON LAM ...cueuiniierrererececececececececasasans 27

T B L. GON KIT oot e e e e et s e esaeeasaasasaasnseassesnsanssasassnsssensnesnsensnesnsensnesnsenssnsenses 28
T 8.2 GON TET 2ot e e et et s e e s ee s aasasaasnseasaesnsanssasasansssensnesnsensnesnsensnesnsenssnsenses 30
T B.3.  GON PTEN et e e e et et e e e s e e as e s s e e s e saesnsanssasaanssnsansnesnsenssesnsensnesnsenssnsenses 32

8.  DISCUSION ....ooeeeeeeeeeeeeeeessseeeeeesseesasssssnssssssssssssssssssnsssssssssssssssssnnnssssssssssssssssnnnneesaes 34

9. CONCLUSIONES .......ccooueeeeeeessneeeesessnssssssssssessssssssssssssssnsssssssssnssssssssnnesssssssnnsssssssnnees 42

10. BIBLIOGRAFIA ......evveeeeeeeeereeeeeeessesesessssesssssssnsssssssssssssssssnssssssssnessssssssnsssssssnsssssssnns 43



3. Resumen

La leucemia mieloblastica aguda (LAM) es la leucemia aguda mas frecuente en adultos
mayores. En estudios gendmicos recientes se describieron alteraciones somadticas genéticas y
epigenéticas en genes candidatos recurrentes en pacientes con LMA con importancia clinica y
terapéutica. Actualmente, se utilizan marcadores citoldgicos, citogenéticos y moleculares para
definir el prondstico. No obstante, algunos de los pacientes presentan cariotipo normal al
diagnéstico sin otros marcadores prondsticos disponibles, lo que dificulta predecir su evolucién.

El objetivo de este trabajo fue detectar nuevos marcadores prondsticos epigenéticos en
pacientes con LAM de Uruguay. Para esto, evaluamos los niveles de metilacidon de los promotores
de los genes candidatos TET2, KIT, PTEN y RUNX1 en 17 muestras de ADN de pacientes con LAM al
debut de la enfermedad y 3 controles sanos. Se amplificaron los promotores génicos a partir de ADN
tratado con bisulfito de sodio y se secuenciaron utilizando la plataforma MinlON (Nanopore). Se
diseid un pipeline de andlisis bioinformatico para determinar los niveles de metilacion de cada CpG
en las regiones promotoras estudiadas, y se correlacionaron con los datos clinicos de los pacientes.
Los promotores estudiados se encuentran desmetilados en la mayoria de los individuos. Sin
embargo, detectamos sitios CpG especificos hipermetilados en los promotores de TET2 y KIT en
pacientes con una manifestacion extremadamente aguda de la enfermedad con evolucién
rapidamente desfavorable, en comparacion con el control. Estos resultados preliminares deben ser
validados en un muestreo mayor. Actualmente se estdn analizando otros promotores génicos con

el fin de ayudar la estratificacion clinica de los pacientes con LAM en Uruguay.

Palabras claves: leucemia, metilacién del ADN, promotores, biomarcadores



4. Introduccion

4.1. Generalidades sobre LAM

La leucemia mieloblastica aguda (en adelante LAM), es una afeccién maligna
hematopoyética que se caracteriza por la acumulacion de células bldsticas en la médula dsea y la
sangre (Verma et al., 2021). Se considera un grupo de enfermedades genéticamente heterogéneo,
presentando mutaciones somaticas y translocaciones cromosémicas funcionalmente distintas
(Akalin et al., 2012). La presencia de diversas alteraciones genéticas adquiridas en células de la linea
mieloide altera los mecanismos normales de diferenciacién, proliferacién y autorrenovacién celular.
Como consecuencia, en la médula 6sea se acumulan precursores mieloides inmaduros con
capacidad de replicacion que son incapaces de diferenciarse hacia células hematopoyéticas
maduras. De esta manera, el espacio medular es ocupado por células tumorales inmaduras que
impiden la hematopoyesis normal y provocan insuficiencia medular seguida de las consecuencias
clinicas derivadas de esto (Amor-Vigil & Hernandez-Miranda, 2019).

La LAM es una enfermedad de baja frecuencia a nivel mundial que corresponde al 1,0 % de
todos los canceres (NIH, 2023). En Uruguay, la Sociedad de Hematologia lleva un registro de los
nuevos casos cada afio. En 2018 y 2019 se diagnosticaron 92 casos nuevos de LAM en cada afio y en
2020 se diagnosticaron 123 casos nuevos. La incidencia en Uruguay se estima entre 2,7 a 3,8
/100.000 habitantes por afio (Boada, 2020). Esta cifra es similar a la incidencia de LAM en paises
desarrollados; por ejemplo, en Estados Unidos la incidencia de LAM es de 4,1 /100.000 habitantes
por afio segun los casos de 2016 a 2020 (NIH, 2023).

En cuanto a los rangos etarios, LAM suele tener una mayor prevalencia en los adultos
mayores de 60 anos, los cuales en general tienen un mal prondstico. Esta caracteristica también se
mantiene en Uruguay donde la mediana etaria entre 2018 y 2020 fue de 64 y 67 afios
respectivamente (Boada, 2020). Por este motivo, la edad es uno de los principales factores de riesgo
para desarrollar LAM con un pronéstico desfavorable. Segun el registro nacional de LAM en Uruguay
los pacientes menores de 65 afos tienen una mortalidad de 44,1 %, mientras que en los pacientes

mayores de 65 afos la tasa de mortalidad asciende a 91,4 % (Boada, 2020).
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Desde el punto de vista genético LAM se caracteriza por ser una enfermedad muy
heterogénea, de aparicién rapida, progresiva y frecuentemente quimiorresistente. Estas
caracteristicas hacen que sea fundamental la clasificacion y la estratificacion del riesgo en el
momento del diagndstico para tomar decisiones certeras sobre el tratamiento (Tazi et al., 2022).

El evento iniciador en las etapas mas tempranas del desarrollo de LAM ha sido un tema
ampliamente estudiado y controvertido. En un estudio con 1540 muestras de pacientes con LAM se
identificd al menos 1 mutacidn conductora en el 96 % y 2 o0 mds mutaciones conductoras en el 86 %
de las muestras (Papaemmanuil et al., 2016). Estas mutaciones impulsoras adquiridas
somaticamente, crean una ventaja de crecimiento para las células que las poseen. Ademas, el
microambiente que rodea a estas células puede influir en la competitividad jugando un rol
significativo en la proliferacién celular maligna. Se sabe que las mutaciones se acumulan linealmente
a lo largo de la vida de un individuo, mientras que la incidencia de cdncer aumenta
exponencialmente con la edad. Este aspecto podria ser particularmente relevante en pacientes de
edad avanzada, ya que los clones mutados pueden permanecer durante mas tiempo y desarrollar la
enfermedad sélo cuando el microambiente y el contexto celular se vuelve favorable (Zjablovskaja &
Florian, 2020).

Los genes involucrados en el desarrollo de LAM han sido ampliamente estudiados. Segun
The Cancer Genome Atlas Research (TCGA) Network, los genes con mutaciones asociadas a LAM se
pueden organizar segun su funcion biolégica en nueve categorias (ver Tabla 1) (Zjablovskaja &
Florian, 2020). Estas categorias muestran una importante diversidad de mecanismos celulares que
pueden verse afectados tanto en el desarrollo de LAM como durante su transcurso. En la mayoria
de los casos de esta enfermedad, ademas de las mutaciones impulsoras, existen varias alteraciones
genéticas y epigenéticas que surgen en simultaneo a lo largo de la evolucidon tumoral, contribuyendo
a la heterogeneidad de la enfermedad. Ademas, la falta de sintomas en etapas tempranas vy la
diversidad de las manifestaciones clinicas en los pacientes, hacen que su diagndstico y prondstico
sea particularmente complejo. Se ha planteado que LAM es el resultado de una combinacién entre
dos clases de mutaciones, las mutaciones de clase |, que otorgan ventajas de proliferacién y

supervivencia a la célula, y las mutaciones de clase Il que afectan los procesos de diferenciacion



celular y apoptosis. No obstante, algunas mutaciones encontradas recientemente que afectan a los

modificadores epigenéticos no se encuentran en ninguna de estas dos clases (Roussel et al., 2020).

Tabla 1: Genes involucrados en el desarrollo de LAM organizados segtn su funcion bioldgica.
Funcion biolégica relacionada Ejemplo de genes ‘

Genes de seializacién activados FLT3

Genes relacionados a la metilacion del ADN DNMT3A, TET2, IDH2

Genes modificadores de la cromatina genes de fusion MLL-X, ASXL1, KDM6A, EZH2
Gen que codifica la nucleofosmina NPM1

Genes del factor de transcripcién mieloide RUNX1, CEBPA

Fusiones de factores de transcripcion PML-RARA, RUNX1-RUNX1T1

Genes supresores de tumores TP53, WT1

Genes del complejo de espliceosoma U2AF1

Genes del complejo de cohesina SMCIA, SMC3, STAG2, RAD21

Hoy en dia en Uruguay se utilizan las recomendaciones de la Organizacién Mundial de la
Salud para estratificar a los pacientes segun la citomorfologia, inmunofenotipo, citogenética y
biologia molecular (mutaciones en genes FLT3, NPM1, c-KIT y CEBPA). La categorizaciéon de los
pacientes segun su citogenética se realiza en base a las translocaciones genéticas balanceadas mas
frecuentes: 1(8;21)(q22;922), inv(16)(p13.1;022) o t(16;16)(p13.1;922), t(15;17)(q22;912) vy
1(9;11)(p22;923) (Papaemmanuil et al., 2016).

La clasificacién gendmica actual de los pacientes se propuso en 2016 por Papaemmanuil et
al. (2016) en donde se identifican 11 clases moleculares, cada una con distintas caracteristicas
diagndsticas y resultados clinicos. Esta clasificacion ha sido revisada y actualizada recientemente en
Tazi et al. (2022), proponiendo 16 clases moleculares basadas en la citogenética y el estado
mutacional de 32 genes (Sargas et al., 2023).

La investigacion de LAM ha avanzado en gran medida en los ultimos afios, pero debido a su
gran heterogeneidad el estudio de esta enfermedad se va complejizando y es dificil mantener
actualizadas las recomendaciones de los organismos de salud para lograr una correcta clasificacién

de los pacientes. En el momento del debut de la enfermedad la clasificacion y la estratificacion segun



el riesgo son claves para decidir el tratamiento. Tradicionalmente se clasifica a los pacientes con
esta patologia en tres categorias de riesgo: favorable, intermedio y adverso.

La clasificacion de pacientes propuesta por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) sigue
dependiendo en gran medida de los hallazgos citogenéticos en el momento del diagndstico de LAM,
gue estdn presentes en menos del 50 % de los pacientes, por lo tanto, el resto de los pacientes con
LAM presentan un cariotipo normal (Tazi et al., 2022). Por este motivo, es importante la
caracterizacion de esta enfermedad a nivel gendmico. De acuerdo con esto, varios organismos
internacionales han revisado sus recomendaciones de estratificacién de pacientes priorizando las
anomalias genéticas para establecer el diagndstico, prondstico y la seleccién de tratamiento. Entre
ellos se encuentran la actualizacién de las recomendaciones de la OMS, la nueva clasificacion de
Consenso Internacional (ICC) y la estratificacion de riesgo de la European LeukemiaNet (ELN), todas

actualizadas en 2022 (Sargas et al., 2023).

4.2. Marcadores moleculares asociados a LAM

Aunqgue la LAM tiene una gran heterogeneidad genética, se han encontrado mutaciones
puntuales recurrentes que se han empleado en la estratificacién del riesgo durante las ultimas
décadas. Sin embargo, con el uso de la secuenciaciéon de préxima generacién (NGS), se han
descubierto nuevas mutaciones que tienen relevancia diagndstica y prondstica de gran importancia
para todos los pacientes con LAM, pero mas aun para los pacientes con cariotipo normal (Roussel
et al., 2020).

Actualmente se ha recomendado evaluar clinicamente en el debut de la enfermedad el
estado mutacional de los siguientes genes: ASXL1, BCOR, CEBPA, EZH2, FLT3, IDH1, IDH2, NPM1,
RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, ZRSR2 y TP53, por definir el diagndstico y el prondstico de los
pacientes (Sargas et al., 2023). Ademas, se han reportado ampliamente en la bibliografia,
mutaciones en otros genes asociados a LAM como ABL1, BRAF, CALR, CBL, TET2, CSF3R, DNMT3A,
ETV6, GATA2, HRAS, JAK2, KIT, KRAS, MPL, NRAS, PTPN11, SETBP1, WT1, BAALC, ERG, MN1 (Roussel
et al., 2020; Sargas et al., 2023). En el futuro, estos genes podrian utilizarse como marcadores

moleculares, incorporandolos al pool de analisis realizados en el debut de LAM. De todas formas, a
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pesar de la actualizacidn de criterios de estratificacion del riesgo, existe una alta mortalidad y tasa
de recaida, por lo que el resultado de la enfermedad sigue siendo variable principalmente para la
clase de riesgo intermedio, que es un grupo muy heterogéneo y menos conocido (Makkar et al.,
2023).

Como ya se ha descrito anteriormente, varias de las mutaciones encontradas en los genes
asociados a LAM, estan presentes en modificadores epigenéticos como TET2, DNMT3A, IDH, EZH?2,
entre otros. Las mutaciones en estos genes coexisten con otras alteraciones moleculares y se han
observado mayormente en los pacientes con riesgo intermedio (Amor-Vigil & Hernandez-Miranda,
2019). Por este motivo, el estudio de esta categoria de genes es de especial interés para intentar
estratificar a los pacientes de riesgo intermedio y asignarles un posible tratamiento. La
desregulacion de los modificadores epigenéticos afecta el patron de metilacion del ADN, la
hidroximetilacion del ADN y modificaciones de histonas como metilacién, acetilacién, fosforilacion,

etc. Como consecuencia estas mutaciones afectan una gran cantidad de funciones celulares.

4.3. Alteraciones epigenéticas en LAM

Las alteraciones epigenéticas se definen como cambios en la funcién de los genes que son
heredables a través de divisiones celulares pero que no son causados por cambios en la secuencia
del ADN. Las marcas epigenéticas desempenan un papel crucial en varios procesos moleculares
como la apertura, el cierre y la remodelacion de la arquitectura de la cromatina para la formacién
del estado de eucromatina o heterocromatina, que es responsable de la regulacién génica (Verma
et al.,, 2021).

Las modificaciones epigenéticas que se analizan principalmente en el contexto de la LAM
son la metilacién del ADN, la hidroximetilacidon del ADN, la acetilacion de histonas y la metilacion de
histonas y lisina (Zjablovskaja & Florian, 2020). Particularmente, la metilacién del ADN ocurre como
resultado de la transferencia de un grupo metilo al quinto carbono en el nucleétido de citosina por
parte de las ADN metiltransferasas (DNMT) (por ejemplo, DNMT3A), lo que lleva a la formacidn de
5-metilcitosina (5mC). Esto ocurre principalmente en el contexto de una citosina seguida de una

guanina en la secuencia de ADN (sitios CpG) (Zjablovskaja & Florian, 2020).
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El efecto de las modificaciones epigenéticas sobre la expresion génica depende del tipo de
modificacion y regidn génica involucrada. Por ejemplo, la metilacion del ADN tiene una funcién
principalmente represiva, ya que inhibe la asociacidon entre los factores de union al ADN y sus
regiones objetivo de ADN vy, al mismo tiempo, permite la unidén de complejos represores especificos
(Zjablovskaja & Florian, 2020).

Normalmente en el genoma de células normales de personas sanas, las secuencias CpG se
encuentran metiladas. Sin embargo, en las islas CpG y en sus regiones cercanas (dentro de los 2 kb)
estos sitios CpG se encuentran desmetilados (Nishiyama & Nakanishi, 2021). Muchas de estas
regiones desmetiladas del ADN se encuentran en potenciadores y en el 70 % de los promotores
cumpliendo funciones de regulacion de la expresidn génica (Duy et al., 2020). Aproximadamente un
90 % del genoma humano presenta regiones de CpG de baja densidad (1-3 CpG/100 pb) y el resto
del ADN presenta una densidad de =5 CpG/100 pb, en donde se incluyen las islas CpG. La metilacion
del ADN en los dinucledtidos CpG es el cambio epigenético mas frecuente en el cancer en general
donde se ha encontrado una hipometilacion de todo el genoma en regiones de baja densidad de
CpG y una hipermetilacion especifica en sitios dentro de las islas CpG. De esta forma, se cree que la
hipermetilacion del ADN lleva al silenciamiento de los genes supresores de tumores y los genes que
controlan la inestabilidad gendmica lo que promueve la tumorigénesis. Por otro lado, la
hipometilacién del ADN en todo el genoma causa una desregulacion de los retrotransposones
provocando inestabilidad cromosdmica y una posible sobreexpresion de oncogenes (Magi et al.,
2023).

Particularmente en LAM, las investigaciones han indicado que la metilacion del ADN no se
distribuye aleatoriamente en el genoma, sino que se organiza en patrones bien definidos. Se ha visto
gue los perfiles de 5mC permiten clasificar a los pacientes con LAM en subtipos bioldgicamente
definidos y con distintos resultados clinicos. En la mayoria de los casos, los subtipos de LAM
presentaron una firma de hipermetilacion muy marcada en comparacién con las células normales,
pero también se encontrd que algunos grupos presentaron un patron de hipometilacion (Figueroa

et al., 2010). Por este motivo, la evidencia de una correlacidon entre los factores epigenéticos, el
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subtipo citogenético molecular y el resultado en LAM hace que la metilacion del ADN sea un
marcador molecular interesante para el prondstico de esta enfermedad (Krali et al., 2021).

Por otro lado, asi como las mutaciones se acumulan a lo largo de la vida se ha descrito que
las alteraciones epigenéticas también aumentan con el envejecimiento. Estudios sobre los patrones
epigenéticos de pacientes con LAM de diferentes rangos de edades (jovenes y adultos mayores)
mostraron diferencias significativas entre ambos grupos. Un estado epigenético alterado puede
resultar en un perfil transcripcional alterado y en consecuencia un deterioro de las funciones de la
célula. De esta manera, las células envejecidas de pacientes con LAM pueden tener diferentes
alteraciones epigenéticas y comportamientos celulares diferentes en comparacion con las células
de pacientes jovenes, a pesar de presentar las mismas alteraciones genéticas (Zjablovskaja &

Florian, 2020).

4.4, Antecedentes de Investigacion de LAM en Uruguay

La gran mayoria de las investigaciones y estudios clinicos se realizan con pacientes de EEUU
y Europa, por lo tanto, los resultados estan sesgados a esas poblaciones y sus caracteristicas
genéticas y epigenéticas. En Uruguay se ha trabajado desde hace varios afios en el diagndstico y
estratificacién de pacientes con LAM en el Laboratorio de Técnicas Especializadas de la Asociacion
Espanola de Socorros Mutuos (AEPSM). Este grupo de investigacion desarrollé un andlisis de
mutaciones puntuales en los genes FLT3, NPM1, c-KIT y CEBPA mediante las técnicas de PCR, PCR-
RFLPs, ASO-PCR y secuenciacion. También se incorporaron la técnica de FISH para identificar
marcadores de valor prondstico como los reordenamientos de 11923, inv(16)/t(16;16) y t(15;17).
Todos estos estudios se encuentran disponibles actualmente para los pacientes al momento del
diagndstico (Uriarte, 2009).

El constante avance en la investigacion de LAM marca un desafio a la hora de realizar el
diagndstico y prondstico de esta patologia tanto en el momento del debut de la enfermedad como
durante su evolucién, pudiendo requerir una reclasificacion del riesgo. Por tal motivo, este grupo
de investigacion se propuso profundizar y actualizar el algoritmo de estratificacion de los pacientes

vigente en ese momento en Uruguay. A finales del afio 2015 se inicia el proyecto de investigacién
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titulado “Relevancia prondstica del perfil genético y epigenético integrado en Leucemia Mieloide
Aguda” (ANII ALI_2_2013_1_4204). Este proyecto conformd una alianza estratégica entre la AEPSM
y el Dpto. de Genética de la Facultad de Medicina de la UdelaR. Su objetivo fue el estudio de la
contribucién de mutaciones genéticas al fenotipo clinico y sobrevida global, utilizando técnicas
gendmicas como la secuenciacion masiva de nueva generacién en muestras de pacientes con LAM
del Uruguay. Ademas, se analizé el estado global de metilacién del ADN, asi como la deteccidn de
metilacion de promotores de genes asociados a LAM. Los resultados obtenidos en el proyecto de
investigacion en LAM de Uruguay proporcionan un importante punto de partida para determinar
caracteristicas clinicas, genéticas y epigenéticas de los pacientes propios de esta regién. De esta
manera, se pudieron obtener frecuencias de mutaciones presentes en el debut de la enfermedad
en nuestra poblacién, cuyos resultados completos se encuentran en vias de publicacién (Dell” Oca

et al., 2018; Elizondo, 2020). Este trabajo de tesis forma parte de este proyecto de investigacion.

Como se ha explicado anteriormente, es importante poder estratificar a los pacientes con
LAM en grupos prondsticos al momento del diagndstico. Para lograr una correcta clasificacion se
han estudiado una gran variedad de alteraciones citogenéticas y mutaciones en genes candidatos
para LAM que se usan actualmente. Sin embargo, aun hay una gran cantidad de pacientes que
presentan un cariotipo normal y un prondstico incierto. Por este motivo, desde hace varios anos se
han investigado nuevos marcadores moleculares que expliquen la gran heterogeneidad de esta
enfermedad, como por ejemplo las modificaciones epigenéticas. A diferencia de las mutaciones, las
modificaciones epigenéticas son potencialmente reversibles y podrian emplearse para desarrollar y
optimizar nuevos tratamientos. Por ejemplo, se ha estudiado el uso de agentes inhibidores de las
DNMTs para contrarrestar la hipermetilacion aberrante presente en las leucemias, con la intencién
de reactivar genes silenciados, por ejemplo, genes supresores de tumores. No obstante, este tipo
de drogas no estdn dirigidas a un blanco especifico, por lo que podrian tener consecuencias no
deseadas en el paciente. Por este motivo es necesario seguir investigando posibles marcadores
epigenéticos nuevos para poder explicar la complejidad de LAM y determinar qué grupos de

pacientes se beneficiarian de este tipo de tratamiento.
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En este trabajo presentamos el analisis de metilacidn de los promotores de genes candidatos
asociados a LAM, por una metodologia de secuenciacidon masiva dirigida. Analizamos una poblacidn
de pacientes sanos y con LAM de nuestro pais. La hipdtesis de nuestro trabajo es que existen
regiones de ADN con metilacion diferencial en los promotores de genes asociados a LAM. El estudio
de estos cambios epigenéticos podria sumarse al algoritmo de diagndstico de los pacientes con LAM
y ser utilizados como marcadores moleculares que permitan evaluar el prondstico y mejorar el

tratamiento de los pacientes.
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5. Objetivo general

Evaluar el estado de metilacién de promotores de genes candidatos asociados a LAM en

pacientes de la poblacién uruguaya.

5.1. Objetivos especificos

1. Puesta a punto de la amplificacion de los promotores de los genes TET2, PTEN, KITy RUNX1.

2. Detectar el estado de metilacién de los sitios CpG de los promotores seleccionados por
secuenciacion y herramientas bioinformaticas.

3. Comparar el estado de metilaciéon de los promotores génicos entre pacientes con LAM y
controles sanos.

4. Comparar el estado de metilacién de los promotores génicos entre pacientes con un

desarrollo severo de la enfermedad y el resto de los pacientes con LAM.
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6. Metodologia

ADN de sangre periférica
Las principales etapas que se llevaron a cabo para de 17 pacientes con LAMy
3 controles sanos

realizar este trabajo estdn clasificadas en tres fases:

Genes TET2, KIT,
PTEN y RUNX1

muestreo, laboratorio y analisis bioinformatico (ver Figura

1).

6.1. Fase de Muestreo

6.1.1. Poblacién de estudio:
Como parte del proyecto “Relevancia prondstica del

perfil genético y epigenético integrado en Leucemia

Mieloide Aguda” (cddigo: ALI_2 2013 _1 4204) se tomaron

muestras de ADN de sangre periférica de pacientes con LAM Basecalling / Debarcode

Filtrado de reads por

de Uruguay en el debut de la enfermedad y previo al inicio
calidad

de cualquier tratamiento. Se establecid como criterio de
Alineamiento (Bismark)

inclusion para ingresar al estudio, ser adultos con LAM vy
Andlisis de metilacion

tener un porcentaje de blastos mayor al 20%. Los pacientes (Bismark)

Filtrado por cobertura

involucrados pertenecen a varias instituciones médicas del .
X

pais. En este trabajo de tesis se trabajé con 17 muestras de

Fase de analisis bioinformatico l Fase de laboratorio | Muestreo

Analisis de sitios CpG y

pacientes con LAM y 3 controles sanos tomados al azar. gréficos en R

Figura 1: Esquema de las etapas de la
El proyecto cuenta con la aprobacion de los  metodologia, Fase muestreo, Fase de
laboratorio 'y Fase de andlisis

Comités de ética de la Facultad de Medicina y de la AEPSM . o
bioinformadtico.

(Exp. N9 070153-000194-15). Todas las personas

participantes fueron informadas de los alcances de los estudios y autorizaron, mediante la firma de
un consentimiento informado, la utilizacion de su muestra y datos clinicos para realizar los estudios
asociados a la tematica del proyecto. Todos los datos y muestras fueron tratados en forma

totalmente andnima y registrados con un cédigo que no identifica a la persona participante.
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6.2.Fase de Laboratorio

6.2.1. Tratamiento de las muestras de ADN con bisulfito de sodio.

El ADN previamente extraido de sangre periférica se tratd con bisulfito de sodio utilizando
el kit EZ-DNA Methylation Gold (Zymo Research). Se siguié el protocolo del proveedor con la
siguiente modificacidn durante la incubacién del ADN con el reactivo de conversion: un ciclo a 98 °C
por 5 minutos y tres ciclos de 98 °C por 5 minutos y 64°C por 50 minutos.

Se cuantificé la cantidad de ADN tratado utilizando Qubit 3.0 con el kit Qubit ssDNA Assay
(Invitrogen) siguiendo el protocolo del proveedor dado que el ADN tratado con bisulfito de sodio

tiene gran cantidad de mistmaches y por tanto es monocatenario en la mayoria de su extension.

6.2.2. Seleccion de regiones promotoras y disefio de oligonucledtidos.

Para este trabajo se seleccionaron 4 genes candidatos previamente asociados con LAM, de
un panel de 30 genes previamente secuenciados para detectar variantes génicas en los mismos
pacientes (Proyecto ALI_2 2013_1 4204): TET2, KIT, PTEN y RUNX1.

Las regiones promotoras de interés se visualizaron utilizando Genome Browser

(https://genome.ucsc.edu/) utilizando el genoma de referencia GRCh38/hg38. Dentro del

promotor, se seleccionaron aquellas regiones en donde se encuentran una mayor cantidad de sitios
de unidn a factores de transcripcidn y presencia de islas CpGs.

Para la amplificacion de dichas regiones, se disefiaron oligonucleétidos usando el software
Methyl Primer Express v1.0 (Applied Biosystems) y el software MethPrimer 2.0
(https://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi). Para el disefio de los
oligonucleétidos se tuvieron en cuenta los siguientes criterios para lograr una amplificacion efectiva:
1) tamafio de los oligonucledtidos dptimo entre 18 y 24 pares de bases (pb), 2) la temperatura de
hibridacién (annealing) debe ser entre 54°C y 62°C, 3) los oligonucledtidos no deben incluir sitios
CpG ni SNPs dentro de su secuencia y 4) se requiere que tengan como minimo 3 citosinas que no
estén en contexto CpG. Para lograr una mejor hibridacion, se optd preferiblemente por los
oligonucleétidos que tuvieran G o C en su extremo 3" y un menor contenido de bases Ay T en la

secuencia. Para el disefio y la eleccidn de los cebadores dptimos se siguieron los criterios publicados
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por Wojdacz et al. (2008) en donde detalla las caracteristicas y precauciones para lograr el mejor
rendimiento de la técnica.

Para amplificar con mayor sensibilidad la region de interés se disefiaron PCRs anidadas,
donde cada region es amplificada en dos rondas de amplificacién consecutivas. En la primera ronda
se amplifica la regién de interés usando el ADN como molde, y en la segunda se amplifica una regién
mas interna a la amplificada anteriormente, usando el producto de PCR como molde. La Tabla 2
presenta los oligonucledtidos disefiados en cada caso. El segundo juego de oligonucleétidos se
disefia dentro de la regién amplificada por el primer juego de oligonucledtidos. En el caso de RUNX1
se realizd un disefio de PCR semianidada, en donde uno de los cebadores de la primera ronda se
utiliza también para la segunda ronda.

El laboratorio cuenta con una amplia experiencia en el disefio de PCR de ADN tratado con
bisulfito, lograndose amplificar regiones de hasta de 1200 pb. Por este motivo, durante la eleccién
y diseiio de los oligonucledétidos para este trabajo, se buscé que el tamafio de los amplicones finales
fueran de aproximadamente 600 pb a 1000 pb para cada regidén. Siguiendo estrictamente todos los
criterios detallados anteriormente, se disefiaron 19 oligonucleétidos para realizar las
amplificaciones de las regiones promotoras seleccionadas (ver Tabla 2). Ademas, se verificd que
cada par de oligonucleétidos seleccionados (tanto para la primera como para la segunda ronda de
amplificacién) solo hibridaran en la regiéon de interés mediante la plataforma Bisearch
(http://bisearch.enzim.hu/?m=genompsearch), aceptandose hasta 3 bases no apareadas.

En la secuencia de cada oligonucledtido de la ronda 2 se adiciond una cola de bases, esta
secuencia es necesaria para realizar el marcado posterior con el barcoding durante la preparacién
de la libreria. La secuencia agregada en los oligonucledtidos directos es:
TTTCTGTTGGTGCTGATATTGC y en los reversos se les agregd la secuencia:
ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC.
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Tabla 2: Caracteristicas de los oligonucledtidos disefiados. Tm final es la temperatura dptima
utilizada en la reaccion de PCR. Se marca con (*) donde no se pudo obtener una Tm dptima para la
amplificacion de las regiones estudiadas.

. GGTTTTTGAGGGTAAGGTG - chra: 105146076 592
CCTCAACCTTACAACAATCC chra: 105146967
TET2 GGTGGTGGAGTGTAGATTAG chra: 105146224
CAAATCCTAAAAAACAACCATC > chra: 105146919 096
GTTTGGGGAGTATTTGGTAGG chra: 54657559
! CCCAACTCTAAACACAAAAAAC >8 chr4: 54658629 1074
KT , ATTTTAGGGGTGGAAAGGTG e chra: 54657679 gcg
AACCTACAAACAAATCCTCCC chra: 54658536
) TTAGGGTTAGGGTGTTGTGGT ,  chr21:34890043 080
RUNX1 TCCCCTAAAATCAAAAACCTACT chr21: 34891022
isla A 5 TTAGGGTTAGGGTGTTGTGGT ,  chr21:34890043 g36
AAAATTTCCCTTACCCAAAACTT chr21: 34890878
. TAAGGTTTTTGTTAGGGAGG . chr21:34886554 580
RUNX1 ACCAAAAACAAAACTTAACCTC chr21: 34887433
isla B , TAGTGGATATTTTTGGGGATAT ~  chr21: 34886588 25
CCCATCCTAAATCAAAAACC chr21: 34887346
GGAGTGGTATTAGTTTGGGG chr10: 87861986
oTEN TTACCTAAAAATTCCCCCTTC > chr10: 87862919 234
TGTGGGTGTTTGTGTAATTAG chr10: 87862075 200

58
TCAATCTTAACACAAAAAACAAC chrl10: 87862874

6.2.3. Amplificacion por PCR. Pruebas a diferentes temperaturas.

Se realizd la amplificacion por PCR de las regiones promotoras utilizando ADN tratado con
bisulfito de sodio. La primera reaccién de amplificacién por PCR (1ra ronda) se realizé en un volumen
final de 10 uL que contiene: 0,9 uL de buffer PCR 11X, 7,62 pL de H,0 miliQ, 0,12 pL de Tris base 1M,

0,06 uL de mezcla de Taqg polimerasa marca Bioline compuesto por High Taq pol (5 U/ uL) y Velocity
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(2U/ uL) en relacién 20:1, 0,3 pL de solucion de cebadores directo y reverso 10 uM cada unoy 1 pL
de ADN tratado con bisulfito con una concentracién de 50-100 ng.

El programa que se utilizé en la reaccion de Long PCR (Ronda 1) fue:

1 ciclo 96 °C por 5 min

35 ciclos 96 °C por 20 seg, Tm °C por 30 seg, 72°C por 2 min.

1 ciclo 72 °C por 1 min

15°C... o0

La segunda reaccién de amplificacion por PCR (2da ronda) se realizd en un volumen final de
20 pL que contiene: 1,8 plL de buffer PCR 11X, 16,53 pL de H,0 miliQ, 0,25 uL de Tris base 1M, 0,12
uL de mezcla de Taq polimerasa marca Bioline compuesto por High Taq pol (5 u/ pL) y Velocity (2U/
uL) en relacién 20:1, 0,8 uL de solucion de cebadores directo y reverso 10 uM cada uno y 0,5 uL de
producto de PCR de la 1ra ronda.

El programa que se utilizé en la reaccién de Long PCR (Ronda 2) fue:

1 ciclo 96 °C por 5 min

32 ciclos 96 °C por 20 seg, Tm °C por 30 seg, 72°C por 1:30 min

1 ciclo 72 °C por 1 min

15°C... o0

Se llevaron a cabo varias pruebas a diferentes temperaturas con el fin de optimizar la
reaccion de amplificacion para cada promotor. Estas pruebas se realizaron con las temperaturas de
hibridacién tedricas calculadas (Tm = 2AT + 4GC) de cada juego de oligonucledtidos. Se buscé un
equilibrio entre estas temperaturas de hibridacion y la resoluciéon e intensidad de la banda

observada en la electroforesis.

6.2.4. Electroforesis en gel de agarosa.

Los productos amplificados fueron visualizados en electroforesis en gel de agarosa al 1 % con
buffer TBE 0,5X tefiido con SYBER Safe (Invitrogen). Se utilizé un marcador de peso molecular (MPM)
de 100 pb HyperLadder™ (Bioline).
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6.2.5. Secuenciacion de las regiones amplificadas con Minlon

Para este trabajo se realizaron dos instancias de secuenciacién. En cada una de ellas se
realizd un pool con los productos de PCR de cada uno de los pacientes estudiados. Luego siguiendo
el protocolo de Nanopore PCR Barcoding Kit (SQK-PBK0O04) version: PBK_9073_v1_revkK_14Aug2019
se construyeron las librerias y se realizé la secuenciacidn de las regiones promotoras seleccionadas.
Para ambas secuenciaciones se utilizaron celdas del tipo FLO-MIN106D (R9.4.1) de 512 poros de

Nanopore, corridas en un dispositivo MinlON (Oxford Nanopore).

6.3. Fase de analisis bioinformatico

6.3.1. Andlisis bioinformatico

Para el andlisis de los resultados de la secuenciacion se realizdé un asignado de bases y
debarcoding separando cada uno de los 12 barcode utilizados en cada secuenciacién con el software
MinKnow (Nanopore). Luego se realizé un filtrado de los reads obtenidos por calidad con el software

Nanofilt (https://github.com/wdecoster/nanofilt) estableciendo como filtro tener un indice de

calidad mayor que 8.
El alineamiento de las secuencias filtradas se realizé con el software Bismark version 0.22.3

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/bismark/) utilizando como genoma de

referencia un genoma humano version hg38. Los pardmetros utilizados en Bismark fueron ajustados
para secuencias largas. Se logré un mapeo de hasta 90% por muestra. Se extrajo informacion de
metilacion para cada citosina con la funcidn “bismark_methylation_extractor”, que genera un
archivo de cobertura, que contiene el porcentaje de citosinas metiladas (% 5mdC/5mdC+ dC), 5-
metil-2’-deoxicitidina. Esta es una cuantificacion relativa de citosinas metiladas entre conteos de
reads con citosinas metiladas y no metiladas.

En el laboratorio se disend previamente un cédigo en R para el andlisis de los sitios CpGs
secuenciados (Pereyra et al., 2020). En este cddigo usa como insumo la tabla con los datos de CpGs
metiladas y no metiladas obtenidos del procesamiento anterior de las secuencias. Luego se realiza

un filtrado por sitios CpG quedandonos con los sitios que tengan igual o mas de 30 reads de
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cobertura. Este valor esta calculado considerando la suma entre secuencias con CpG metiladas y no
metiladas. Estos datos los manipulamos utilizando el paquete GenomicRanges (Lawrence et al.,
2013) de Bioconductor, con el genoma de referencia utilizado en este trabajo (hg38). Aplicando el
paquete GenomicRanges y rtracklayer (Lawrence et al., 2009) realizamos un filtrado de los sitios
CpG por posiciones de las regiones promotoras de interés obtenidas de Genome Browser. De esta
forma excluimos las secuencias inespecificas de los analisis posteriores. Luego se obtuvo una tabla
para cada gen con los sitios CpG y los niveles de metilacion correspondientes para cada paciente y
los controles sanos. Las tablas finales permitieron visualizar los resultados en representaciones
graficas realizadas en Rstudio con el paquete ggplot2 (Wickham, 2016). Para cada regién promotora
se realizaron graficas de porcentaje de metilacion (%5mC/5mC+C) en funcién de la posicidn relativa
al sitio de inicio de la transcripcién (tss, obtenido de Genome Browser). Los sitios CpGs se
categorizaron por pacientes con LAM y controles sanos. En algunos casos los pacientes se
clasificaron como pacientes con LAM y pacientes con LAM severos, estos Ultimos definidos como

aquellos que fallecieron dentro de los primeros 45 dias post diagndstico.
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7. Resultados

7.1. Amplificacion de regiones promotoras de los genes candidatos

Se logré poner a punto la amplificacion de las regiones dentro de los promotores de TET2,
KIT y PTEN realizando diferentes pruebas de PCR. En la Figura 2 se puede observar un esquema a
escala de las regiones seleccionadas. Ademas, se destacan las regiones que se obtendrdn como
resultado de la segunda ronda de amplificacion con sus respectivas ubicaciones. Para lograr la
amplificacién de las regiones de interés se probaron varias temperaturas de hibridacion
comenzando por las Tm calculadas de los oligonucledtidos disefados, tanto para la primera como
para la segunda ronda de amplificacidon. De esta forma, se lograron identificar las temperaturas
Optimas (o Tm finales, Tabla 1) para lograr la amplificacién de manera adecuada. En el caso de
RUNX1, no se obtuvo una amplificacion adecuada para su posterior secuenciacidon en ninguna de las
dos regiones seleccionadas. Para la isla A se probd para la primera ronda con 56°C, 58°C, 60°C, 61°C
y 62°C vy en la segunda ronda con 56°C a 59°C, pero con ninguna de estas combinaciones de Tm se
obtuvo un resultado adecuado para la secuenciacién. Para laisla B, se probd desde 52°C a 56°C para
la primera ronda y desde 52°C a 55°C para la segunda, pero tampoco se logré una amplificacion
adecuada. A pesar de realizar varios intentos con diferentes combinaciones de temperaturas en
ninguna de las dos islas de RUNX1 se logré una amplificacién adecuada para la posterior
secuenciacion.

En el caso de la amplificacién de la regién promotora de TET2, se probaron tres
combinaciones de temperaturas, 54 °C, 55 °Cy 56 °C para la primera ronda de amplificacion y 57 °C
para la segunda ronda de amplificacién. Como resultado en la electroforesis en gel de agarosa (ver
Figura 3A), se obtuvieron bandas del tamafio esperado en todos los carriles (aproximadamente 700
pb, ver Tabla 1). Esto significa, que estas combinaciones de temperaturas son éptimas para realizar
la amplificacion. Por lo tanto, se logrd poner a punto eficientemente la amplificacion de la region
promotora de TET2.

Para la regiéon promotora de KIT también se logré una amplificacion satisfactoria de las

regiones buscadas. Sin embargo, para este gen, con las diferentes combinaciones de temperaturas
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se obtienen diferentes intensidades de banda. En la Figura 3B, carriles 2 y 3, podemos observar uno
de los resultados de la amplificacion de la regién promotora de KIT. En el carril 2 se utiliz6 58 °C para
ambas rondas de amplificacion. En el carril 3 se utilizd 58 °C en la primer ronda y 57 °C en la segunda
ronda. En ambos casos se obtuvieron bandas del tamafio esperado, sin embargo, como se puede
apreciar, la combinacion de temperaturas utilizadas para el carril 2 resultd ser mas apropiada ya que

se logré una mejor intensidad de la banda.

1 kb} | hg38
105,146,000| 105,146,500| 105,147,000|
TET2 Reglén amplificada | |TET2 R
CiG Islands ilslands < 300 Bases are Light Green)
1 kb} { hg38
54,657,500) 54,658,000| ~ 54,658,500]
KIT |Regi6n amplificada | KITi ]
CpG Islands (Islands < 300 Bases are Light Green
1 kb | hg38
87,862,000 | 87.862.500 | 87,863,000 | 87,863,500 |
PTEN [ PTEN mm—m
slands < 300 Bases are Light Green)
Scale 1 kb} | hg38
chr21: 34,890,000| 34,890,500| 34,891,000| 34,891,500| 34,4
RUNX1 Regién amplificada® GENCODE V38 (6 items filtered out)
IslaA | RUNX1 << 1 ‘ <
CpG Islands (Islands < 300 Bases are Light Green)
coc: 313 I
Scale 1 kb | hg38
chr21: 34,886,500| 34,887,000| 34,887,500| 34,888,000|
RUNX1 Regié lificada % l—GEN.CQ,[[)E V38 (9 items filtered out)
e R RUDRUDIOD
CpG Islands (Islands < 300 Bases are Light Green)
CpG: 53 e

Figura 2: Esquemas del disefio de oligonucledtidos a escala para cada una de las regiones estudiadas.
El recuadro rojo muestra la region final amplificada sobre la secuencia de ADN. Para RUNX1 isla A'y
B la region amplificada corresponde a la region final evaluada ya que no se logro la amplificacion (*).
Imdgenes tomadas y adaptadas de Genome Browser (https://genome.ucsc.edu).
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También se logré poner a punto la amplificacion de la regidn de interés para el gen PTEN. En
los carriles 4 y 5 (Figura 3B) se encuentran los resultados de una prueba de temperatura de esta
region. En el carril 4 se utilizé 57 °C para la primera ronda y 58 °C para la segunda ronda de
amplificacién. En el carril 5 se utilizé 57 °C para ambas rondas de amplificacion. Como podemos ver
en el gel, se obtuvieron bandas en el entorno de 800 pb, para ambas condiciones de amplificacién.
Este tamaio de bandas coincide con el tamafio esperado del amplicén (Tabla 1). Sin embargo, la
combinacion de temperaturas utilizada en el carril 4 dio como resultado una banda mas intensa que
en el carril 5. Por este motivo, para la regidn de PTEN, seleccionamos la combinacién de

temperaturas utilizadas en el carril 4.

A | Carril 2 3 4 B | Carril 2 3 4 5
Gen TET2 TET2 TET2 Gen KIT KIT PTEN PTEN
Primera 54°C 55 oc 56 °C Primera 58 °C 58 °C 57 °C 57 °C
ronda ronda
Segunda oo .c 57°C  57°C segunda  co.c giec  sgec  57°C
ronda ronda

700 pb
500 pb

Figura 3: Optimizacion de la amplificacion de los promotores de genes candidatos. Cada carril
corresponde a una combinacion de diferentes temperaturas detalladas en la tabla superior. A)
Amplificacion de TET2 (696 pb) en los carriles 2, 3 y 4. B) Amplificacion de KIT (858 pb) en los carriles
2y 3. Ampilificacién de PTEN (800 pb) en los carriles 4 y 5. El MPM utilizado en ambos geles presenta
bandas cada 100 pb y bandas mds intensas en los 500 y 1000 pb.
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7.2. Amplificacion de promotores en muestras de pacientes con LAM vy

controles sanos.
Se lograron amplificar 17 muestras de pacientes con LAM para TET2, 19 muestras para KITy
12 muestras para PTEN. Ademads, se amplificaron 3 controles sanos. El tamano de las bandas
obtenidas en los geles de electroforesis se corresponde con el tamafio esperado de amplificacion
para las regiones estudiadas. Ademas, podemos observar que las muestras de pacientes y controles
amplificaron con una gran eficiencia y especificidad ya que se observan muy pocas bandas

inespecificas.

7.3. Secuenciacion de los promotores génicos

Se realizaron dos secuenciaciones para este trabajo utilizando muestras de pacientes
diferentes en cada una de ellas. Todas las muestras que se lograron amplificar fueron secuenciadas.
Se visualizaron y ubicaron los reads mapeados al genoma de referencia utilizando el programa IGV

version 2.8.6. En la Figura 4 se pueden observar algunas de las secuencias obtenidas para una
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Figura 4: Secuencias obtenidas de un control sano (superior) y dos pacientes con LAM (inferiores) para la
region promotora de KIT, visualizado en IGV. En rojo se pueden observar las citosinas metiladas, marcadas
con tridngulo negro.
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muestra de control sano y dos pacientes con LAM mapeadas en la region estudiada del promotor
de KIT. En rojo se marcan las citosinas metiladas, que se encuentran en los pacientes con LAM y no
se encuentran en el control sano.

Todo el conjunto de datos obtenidos a partir de dos secuenciaciones independientes fue
procesado con bismark_methylation _extractor para obtener los resultados de metilacion de los
sitios CpG. Luego del filtrado de lecturas por cobertura (30X) y por posicion gendmica se
encontraron 3.168 sitios CpGs entre todos los individuos evaluados en las tres regiones promotoras.
Con este conjunto de resultados se procedid a los siguientes analisis. Luego de la separacién del
conjunto de sitios CpGs por gen, se procedié a eliminar los sitios CpGs que no estuvieran
representados en todos los individuos evaluados para cada region. De esta forma, en total se
obtuvieron datos sobre los niveles de metilacién de 2257 sitios CpGs en total, que corresponden a
183 sitios CpG Unicos. Mas precisamente, se obtuvieron datos de niveles de metilacién para 53 sitios
CpGs para la region promotora de KIT para 14 pacientes con LAM y un control sano. Para la region
promotora de TET2 se obtuvo el nivel de metilacién de 69 sitios CpGs en 14 pacientes con LAM y un
control sano y para la regidon promotora de PTEN se obtuvo el nivel de metilacién para 61 sitios CpGs

en 9 pacientes con LAM.

7.4. Metilacion diferencial en sitios CpG de pacientes con LAM

Se represento graficamente el porcentaje de metilacion (% 5m dC/5m dC+ dC) en funcién de
la posicidn relativa al TSS para cada gen. El andlisis de metilacidon diferencial se realizé mediante la
comparacion de las representaciones graficas obtenidas en cada caso. En este estudio no se pudo
realizar un analisis estadistico debido a que no se obtuvieron suficientes resultados para los

controles sanos y se necesitaria analizar una mayor cantidad de muestras de pacientes con LAM.
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7.4.1. GenKIT

La isla CpG estudiada para KIT tiene un tamafio de 1888 pb y el TSS se ubica dentro de esta
isla CpG. Con respecto al TSS la isla se ubica desde la posicion -714 hasta la posicidon 1173. Como se
puede observar en la representaciéon grafica para KIT (Figura 5), luego del procesamiento
bioinformatico se obtuvieron datos de metilacidn para una extensién de aproximadamente 400 pb
dentro de la isla CpG que incluye al TSS.

Las muestras secuenciadas para la regiéon promotora del gen KIT (Figura 5), fueron
categorizadas en tres clases: control sano, pacientes con LAM y pacientes con LAM severos. Como
se habia mencionado anteriormente, los pacientes con LAM severos son aquellos que fallecieron
como maximo 45 dias luego del diagndstico.

Comparando de forma visual los niveles de metilacion entre estas tres categorias de
pacientes se pueden observar sitios CpG especificos hipermetilados aislados en los pacientes con
LAM severos, en comparacion con el control sano y los restantes pacientes con LAM. Los pacientes
con LAM severos son LAM3*, LAM6*, LAM7* y LAM10* (marcados con asterisco en la Figura 5). Los
sitios hipermetilados en estos pacientes severos se ubican en una regién de 271 pb
aproximadamente de extensién y presentan un porcentaje de metilacidon por encima del 50 %
superando en algunos casos el 80 % de los sitios CpG metilados. Sin embargo, en el control sanoy
en el resto de los pacientes con LAM los niveles de metilaciédn no superan el 20% de los sitios CpG
metilados en estas ubicaciones.

Particularmente el paciente LAM10* presenta tres sitios especificos hipermetilados con un
nivel de metilacién que supera el 80 %, el paciente LAM3* presenta dos sitios CpG que superan el
50 % de metilacidn y el paciente LAM7* tiene un sitio CpG especifico hipermetilado con un nivel de

mas del 85 % de las CpGs metiladas.
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7.4.2. GenTET2

La isla CpG estudiada para TET2 tiene un tamaio de 772 pb y el TSS se ubica dentro de esta
isla CpG. Con respecto al TSS, la isla se ubica desde la posicidn -253 hasta la posiciéon 518. Como se
puede observar en la representacién grafica para TET2 (Figura 6) los datos obtenidos se distribuyen
alo largo de laisla CpG desde la posicidn -16 hasta +583 con respecto al TSS.

El andlisis de la metilacidn diferencial de la regién promotora de TET2 (Figura 6) muestra la
existencia de sitios CpGs especificos hipermetilados aislados en los pacientes con LAM en
comparacion con el control sano. Los pacientes LAM3*, LAM4 y LAMS8 presentan sitios
hipermetilados con un porcentaje de metilacion en el entorno del 40% al 60%. Los pacientes LAM2,
LAMS5, LAM6* y LAM11 muestran entre un 10% y 30% de metilacién en sitios CpGs especificos
aislados. En cambio, en el control sano todos estos sitios CpGs presentan un porcentaje de
metilacion entre 0% y 5% aproximadamente. Como se puede observar, los pacientes severos no
pueden diferenciarse del resto de los pacientes con LAM evaluados en este trabajo. Por lo tanto, no
se visualizé metilacion diferencial entre los pacientes con LAM y los pacientes con LAM severos para
esta region promotora. Asimismo, se pueden observar pacientes con LAM severos (LAM7* vy
LAM15%*) que no mostraron sitios hipermetilados en esta regidn. Por este motivo, los pacientes solo
se agruparon en una categoria sin discriminar entre pacientes con LAM severos y pacientes con

LAM.
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7.4.3. Gen PTEN

La isla CpG estudiada para PTEN tiene un tamafio de 824 pb y el TSS se ubica fuera de esta
isla CpG. Con respecto al TSS la isla se ubica desde la posicidn -1609 hasta la posicion -786. Como se
puede observar en la representacion grafica para PTEN (Figura 7) los datos obtenidos se distribuyen
a lo largo de gran parte de la isla CpG.

En este caso los pacientes se agrupan solo en una categoria (pacientes con LAM) ya que los
datos sobre metilacion de los sitios CpG tanto de los controles sanos como de los pacientes con LAM
severos fueron filtrados durante el procesamiento bioinformatico de las secuencias.

Como resultado del andlisis de metilaciéon de la region estudiada para PTEN podemos ver
gue se encuentra mayormente hipometilada para pacientes con LAM. La metilaciéon en general no
llega a 5% en la mayoria de los sitios, sin embargo, en dos sitios especificos la metilacién alcanza un
15% de las CpGs (LAM1 y LAMS5) y 40 % solo en un sitio CpG (LAM17). Cada uno de estos casos se
trata de pacientes diferentes. Por otra parte, podemos observar que el paciente LAM5 tiene varios

sitios con un nivel de metilacién del 10%.
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Figura 7: Nivel de metilacion de los sitios CpG ubicados en la region promotora del gen PTEN. Solo se
obtuvieron resultados para pacientes con LAM, no se logro obtener resultados para controles sanos. En verde
se marca la extension de la isla CpG.
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Como se describio, se logrd poner a punto la amplificacién de tres regiones promotoras de
los genes KIT, TET2 y PTEN, candidatos para LAM. Para el gen RUNX1, no se lograron resultados con
una eficiencia suficiente como para poder realizar la secuenciacion. Ademads, se analizaron
graficamente los niveles de metilacién diferencial para cada uno de los promotores génicos. Se pudo
visualizar metilacion diferencial entre los pacientes con LAM y los controles sanos, asi como sitios

especificos hipermetilados aislados presentes solo en pacientes con LAM severos.
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8. Discusion

En este trabajo se puso a punto una técnica para analizar los niveles de metilacién de
regiones de promotores de genes candidatos para LAM, como lo son KIT, TET2 y PTEN. La metilacién
de los sitios CpGs se detectd utilizando secuenciacidn de amplicones de ADN tratado con bisulfito
de sodio. El bisulfito de sodio deamina los residuos de citosina no metilada y la convierte en uracilos
mientras que no afecta a los residuos de 5-metilcitosina. Por lo tanto, durante la reaccién de PCR
las citosinas no metiladas se amplifican como timinas y las citosinas metiladas son mantenidas en la
secuencia (J.Clark et al.,, 1994). De esta forma, mediante secuenciacién de los amplicones
resultantes se puede diferenciar a las 5-metilcitosinas de las citosinas no metiladas. El disefio de los
cebadores para lograr amplificar las regiones promotoras en ADN tratado con bisulfito de sodio es
considerablemente mds complejo en comparacion a una PCR estdndar. Por un lado, el disefio de los
cebadores debe tener en cuenta las modificaciones introducidas por el bisulfito de sodio y, por otro
lado, las regiones promotoras y las islas CpGs tienen una gran cantidad de secuencias repetidas que
dificultan la amplificacion. Ademas, el tratamiento del ADN con bisulfito de sodio tiene algunas
desventajas ya que introduce roturas en el ADN dando como resultado una fragmentacién aleatoria
del ADN que representa el principal obstaculo de esta técnica. De hecho, los amplicones mas
grandes obtenidos y secuenciados a partir de ADN desaminado tratado con bisulfito de sodio no
superan los 1500 pb de longitud (Yang et al., 2015). Sin embargo, el laboratorio de Epidemiologia
genética de la Facultad de Medicina tiene una amplia experiencia con esta técnica y ha logrado
secuenciar grandes regiones de hasta 1200 pb utilizando ADN tratado con bisulfito de sodio
(Cappetta et al., 2021; Pereyra et al., 2020).

Luego de examinar las regiones promotoras de los genes KIT, TET2 y PTEN, y teniendo en
cuenta los criterios descritos anteriormente, se lograron disefar cebadores funcionales para
amplificar parte de las islas CpGs que se localizan en las regiones promotoras de estos genes. Es
importante resaltar que el disefo de estos oligonucledtidos funcionales representé un gran desafio
dentro de la puesta a punto de la técnica, sin embargo, con un analisis detallado y minucioso se

alcanzo este objetivo con éxito.
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Para RUNX1 se encontraron dos islas CpGs, una de 3237 pb (isla A) y otra de 520 pb (isla B).
En ambos casos el disefio de cebadores fue meticuloso debido a la gran cantidad de secuencias
repetidas y SNPs presentes en estas ubicaciones. Incluso para la amplificacion de la isla A debimos
optar por una amplificacién semi-anidada para poder evitar las zonas de repetidos que podrian
ocasionar un desprendimiento de la polimerasa durante la PCR. Aunque se tomaron en cuenta todas
las posibles variables y se hicieron varias pruebas de combinaciones de temperaturas, no se logré
una eficiencia suficiente de la amplificacidon de ninguna de las dos regiones de interés para RUNX1
como para poder realizar la secuenciacién. Sin embargo, en los demads genes estudiados si se logré
obtener eficientemente productos de PCR del tamano esperado para secuenciar. Por lo tanto, se
logré de forma exitosa poner a punto la técnica para la amplificacion eficiente de las regiones
promotoras seleccionadas para 3 de los 4 genes seleccionados para este trabajo.

El gen KIT es un oncogén que codifica para un receptor de tirosina quinasa transmembrana
de clase lll. Este gen tiene una funcién importante en los procesos de proliferacidn, supervivencia,
adhesion y quimiotaxis celular. Ademas, la expresion de KIT se ha encontrado en los blastos de 70
% de los pacientes con LAM (Nabil et al., 2023) y se ha reportado que en el 4% al 5% de todos los
casos de LAM este gen se encuentra mutado (Amor-Vigil & Hernandez-Miranda, 2019). En este
trabajo de tesis, el analisis de metilacidn diferencial en una regidén del promotor se realizd por medio
de la visualizacion de las representaciones graficas de los resultados obtenidos para los pacientes
con LAM en comparacién con los controles. Este analisis muestra que en el caso de KIT existen varios
sitios CpGs hipermetilados aislados en los pacientes con LAM severos a diferencia de los restantes
pacientes con LAM y los controles sanos. Estos 6 sitios CpGs hipermetilados aislados se ubican en
una extension de 271 pb que van desde la posicion -122 hasta la posicidn 149 con respecto al TSS.
Esta zona esta incluida dentro de la isla CpG y presenta una gran cantidad de sitios de union a
factores de trascripcion tanto en médula como en sangre, segln se muestra en Genome Browser.
Sin embargo, en la bibliografia reciente, se han encontrado evidencias de que KIT se encuentra
sobreexpresado en los pacientes con LAM en comparacién con los casos control (Nabil et al., 2023).
Ademads, se ha reportado la sobreexpresidon de KIT en otros tipos de cancer, incluidos los tumores

del estroma gastrointestinal, el cdncer de pulmén de células pequefias y no pequeiias y melanoma.
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Nabil et al. (2023) encontraron que el aumento en la expresidon de KIT fue un factor de mal
prondstico para los pacientes con LAM, ya que su regulacidn positiva se asocié significativamente
con una tasa de sobrevida mas corta. Asimismo, encontraron una menor expresion de KIT en
pacientes con factores prondsticos de bajo riesgo. También se asocid significativamente la
sobreexpresion de KIT y la presencia de LAM con t(8;21) y/o inv-16 (Nabil et al., 2023).

Los cambios en el nivel de metilacién pueden ser el resultado de mutaciones que causan la
pérdida o la ganancia de funcién en las enzimas involucradas en este mecanismo. Entre estas
enzimas se encuentran las ADN metiltransferasas, que son fundamentales para una hematopoyesis
normal. En particular la DNMT3A y la DNMT3B estdn involucradas en la metilacién de novo
permitiendo la diferenciacion de las células madre hematopoyéticas (Kalinkova et al., 2023). Se ha
encontrado que un 25 % de pacientes con LAM tienen mutaciones en DNMT3A, de las cuales, la
mutacion mas frecuente es DNMT3A res# que reduce su actividad de metilacion del ADN (Spencer et
al., 2017). Es de amplio conocimiento que en lineas generales la hipermetilacién de las islas CpGs de
las regiones promotoras estd asociada con el silenciamiento de los genes en el cancer. Sin embargo,
en Spencer et al (2017), un estudio especifico para la mutacién DNMT3A res2v se encontrd que la
expresion de la mayoria de los genes estudiados para LAM no se correlacionaba con el nivel de
metilacion de las islas CpGs. Es decir que los eventos de hipermetilacién encontrados en genes
asociados a LAM en las islas CpG no se asociaron con la represién o silenciamiento génico en
pacientes con esta mutacion. Ellos plantean en este estudio que la hipermetilacién de las islas CpG
por DNMT3A pueden ser un vestigio de una marca molecular que intentd restringir la proliferaciéon
y la autorrenovaciéon anormal de células. En las células en donde esta presente la mutacién de
DNMT3A este proceso se ve alterado, por lo tanto, puede contribuir a la iniciacion de la leucemia al
aumentar la cantidad de células afectadas que podrian tener una mutacién iniciadora de LAM. Estos
hallazgos sugieren que los fenotipos de expresién en LAM pueden surgir a través de vias comunes
o convergentes y enfatizan la relacion compleja e impredecible entre la metilacién y la expresion
génica en las células primarias (Spencer et al.,, 2017). Ademads, es importante destacar que las
mutaciones de DNMT3A en pacientes con LAM se asocian con una supervivencia general (SG) mas

corta lo que representa una herramienta prondstica y predictiva prometedora (Kalinkova et al.,
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2023). El analisis de metilacion en las islas CpG de Spencer et al. (2017), no proporciona datos para
las regiones estudiadas en este trabajo. Sin embargo, es interesante tener presente la diversidad de
mecanismos involucrados en las marcas epigenéticas, asi como los diferentes resultados que
pueden ocasionar. Sumado a esto, la gran heterogeneidad genética y epigenética de LAM
complejizan aln mas el estudio de estas patologias. Por lo tanto, la hipermetilacién de sitios
especificos en islas CpGs podria tener una gran variedad de consecuencias a nivel molecular tanto
en la regulacion de la expresién particular de ese gen como en todo el genoma, por ejemplo, al
afectar el promotor de una metilasa de ADN.

Como parte de los objetivos del proyecto de investigacion de Uriarte et al. (2014) se
propusieron evaluar la presencia de mutaciones somaticas en genes asociados a LAM en pacientes
de la poblacién uruguaya. La mayoria de los pacientes con LAM incluidos en este trabajo de tesis
presentaron mutaciones en genes asociados a cancer (datos no publicados; comunicacion personal
Cappetta M). Solo 6 de los 17 pacientes no presentaron mutaciones en ninguno de los genes
evaluados. El resto de los pacientes presentaron mutaciones categorizadas como patogénicas y
probablemente patogénicas. De los 10 pacientes con LAM que presentaron sitios especificos
hipermetilados en alguna de las regiones promotoras evaluadas, 7 presentaron mutaciones
clasificadas como patogénicas o probablemente patogénicas y de éstos, 4 pacientes tienen
mutaciones en DNMT3A. Como mencionamos anteriormente el estudio en conjunto de los datos de
mutaciones y metilacién en promotores de genes asociados a LAM es fundamental para poder
definir una nueva clasificacion de los pacientes con LAM seguln su prondstico y de esta forma,
evaluar el mejor tratamiento que se adapte a su categoria.

En el caso de los genes TET (TET1, TET2 y TET3), éstos codifican para enzimas que participan
en la traslocacion diez — once (ten-eleven) y cumplen funciones como reguladores de la
desmetilacion del ADN. Las enzimas TET oxidan a la 5mC convirtiéndola en 5-hidroximetilcitosina
(5hmC), 5-formilcitosina (5fC) y 5-carboxilcitosina (5caC) (Duy et al., 2020). Por lo tanto, estas
enzimas eliminan las marcas de metilacién del ADN y desempefan un papel fundamental en Ila
diferenciacién hematopoyética (Kalinkova et al., 2023). En particular el gen TET2 tiene una funcién

como supresor de tumores, ya que se ha visto que las mutaciones en este gen estan asociadas con

37



un aumento de la metilaciéon de CpGs en varios tipos de cancer (Joshi et al., 2022; Nishiyama &
Nakanishi, 2021). De esta manera, la eliminacidon de TET2 en las células hematopoyéticas reduce
5hmC principalmente en los potenciadores, lo que conduce a la regulacion negativa de los genes
supresores de tumores, y por lo tanto afecta a multiples capas del epigenoma (Duy et al., 2020).

Se ha reportado ampliamente en la bibliografia que TET2 es uno de los genes mds mutados
en LAM y en otros tipos de leucemias (Kalinkova et al., 2023). Las mutaciones sin sentido y de cambio
de marco de lectura causan un fenotipo de pérdida de funcion y el deterioro de la actividad catalitica
de la enzima que resulta en niveles bajos de 5ShmC. Ademas, se ha reportado que la presencia de las
mutaciones en TET2 tienen diferentes frecuencias en adultos menores a 70 afios (8% - 12%) en
comparacion con ancianos mayores a 75 afios (42%) (Zjablovskaja & Florian, 2020). Como podemos
ver, la expresion de TET2 es importante para el correcto mantenimiento del epigenoma: los
pacientes con baja expresion de TET2 tienen una supervivencia general notablemente mas corta
tanto en LAM con citogenética normal como anormal. Como parte de los resultados encontrados
en este trabajo de tesis, el andlisis de metilacion diferencial de la regién promotora estudiada para
TET2 muestra hipermetilacidn en sitios especificos aislados tanto en los pacientes con LAM severos,
quienes fallecieron dentro de los primeros 45 dias post diagndstico, como en el resto de los
pacientes. Estos sitios especificos hipermetilados presentaron un nivel de metilacion entre 50 % y
60 % en los pacientes con LAM. Es importante resaltar que en el control sano estos sitios no se
encuentran metilados lo que concuerda con la bibliografia en donde se menciona que TET2 se
expresa con normalidad en las células normales de sujetos sanos (Joshi et al., 2022). A su vez, la
region promotora estudiada presenta una importante variedad de sitios de unién a factores de
trascripcidn, asi como también presenta elementos reguladores asociados y una alta expresién en
sangre (visto en Genome Browser). Por otra parte, el estudio de los niveles de metilacién en
modificadores epigenéticos es muy importante, ya que afecta la expresién de los genes en todo el
genoma. Asimismo, las modificaciones epigenéticas son reversibles, lo que representa una gran
ventaja frente a las mutaciones, ya que se pueden utilizar como diana para el desarrollo de terapias

epigenéticas.
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Por otra parte, el gen PTEN también es un supresor tumoral que actua principalmente como
una fosfatasa que desfosforila el fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfatos (PIP3). Ademds, se ha
demostrado que tiene importantes funciones como supresor de tumores en el nicleo mediando la
proliferacion celular, promoviendo la estabilizacidon del genoma, regulando la reparaciéon de ADN y
la sensibilidad al estrés genotdxico (Morotti et al., 2015). Como es de esperarse, al ser un gen
involucrado en tantas funciones vitales para la célula, PTEN tiene una red de regulacion
particularmente compleja. La fosfatasa estd controlada por modificaciones postraduccionales y el
nivel de expresidon de PTEN esta regulado por varios miARN, vinculados en la patogénesis del cancer.
Especificamente en LAM se ha visto que existe una expresién aberrante de los miARN reguladores
de PTEN, lo que conduce a una inactivacion de PTEN (Morotti et al., 2015).

En este trabajo de tesis se analizo el nivel de metilacién de una de las islas CpG ubicada en
la regidon promotora de PTEN. De esta forma se pudo visualizar que en lineas generales hay un bajo
nivel de metilacidon en esta regidn (<5%) en los pacientes con LAM. Sin embargo, para varios sitios
CpGs estudiados se encontrd un nivel de metilacion superior que se encuentra entre 10% y 15%.
Solo para uno de los pacientes (LAM17) se encontrd un sitio CpG especifico que muestra un 40% de
metilacion. Lamentablemente no obtuvimos datos de metilacion del control sano y de los pacientes
con LAM severos. Por este motivo no pudimos visualizar si existian diferencias en los niveles de
metilacion entre el control, los pacientes con LAM severos y el resto de los pacientes. A pesar de
esto, es interesante destacar que se ha reportado en la bibliografia que existe una regulacién a la
baja de PTEN mediante una metilacion diferencial significativa en sitios CpGs dentro de las islas
préximas al inicio de este gen (Lee et al., 2022). Concretamente, en el estudio de Lee et al. (2022)
se encontrd en la regidon reguladora de PTEN, sitios CpGs especificos significativamente
hipermetilados, en lineas celulares de LAM resistentes a agentes hipometilantes, en comparacién
con lineas celulares no resistentes. También analizaron estos sitios CpGs en muestras de pacientes
encontrando niveles de metilacion significativamente mas altos en pacientes LAM resistentes a
agentes hipometilantes en comparacién con pacientes LAM sensibles. La media de los niveles de
metilacidn que se reportan para los pacientes que responden a la terapia se encuentran entre 5%y

10 % mientras que en los pacientes resistentes se encuentra entre 15% y 20 %. Aunque los sitios
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CpGs estudiados en la investigacion de Lee et al. (2022) estan ubicados a unos 380 pb de la region
seleccionada para este trabajo de tesis, podemos decir que los niveles de metilacidn reportados en
ambos trabajos concuerdan parcialmente (entre 5% y 20% para algunos casos). Siendo que el uso
de agentes hipometilantes puede tener varios efectos secundarios no deseados a nivel de todo el
genoma, la existencia de metilacién diferencial entre pacientes resistentes a los agentes
hipometilantes en comparacidn con pacientes que responden ante el uso de este tratamiento seria
muy importante para poder categorizar correctamente a los pacientes con LAM. De este modo, se
podria seleccionar a los pacientes con LAM que efectivamente se puedan beneficiar de este
tratamiento de los pacientes que son resistentes y que solo sufririan los efectos secundarios.

Las diferentes estrategias terapéuticas son un area de investigacion emergente y se estan
centrando en revertir los patrones aberrantes de metilacion de ADN en las neoplasias malignas
hematoldgicas. Hallazgos recientes sugieren que el enfoque basado en la metilacién del ADN
sensibiliza otros tratamientos contra el cancer y puede mejorar los resultados clinicos obtenidos
para pacientes con cadncer hematoldgico (Kalinkova et al., 2023).

La investigacion en cdncer actualmente tiene como objetivo encontrar nuevos
biomarcadores para lograr un diagndstico preciso junto con nuevos tratamientos mas eficientes. Un
diagndstico temprano y una correcta estratificaciéon de los pacientes son claves para mejorar el
pronéstico, los resultados del tratamiento y la supervivencia de los pacientes con neoplasias
malignas hematopoyéticas, entre ellas LAM. Las nuevas tecnologias de secuenciacién y las
herramientas bioinformaticas se estdn implementando ampliamente para ayudar a dilucidar el
impacto tanto de la genética como la epigenética en el desarrollo y la progresion del cancer. Entre
los mecanismos epigenéticos mas estudiados se encuentra la metilacién del ADN. Sabemos que LAM
es una enfermedad heterogénea y compleja, pero en el futuro, una estratificacién de los pacientes
con LAM basada en la metilacidn del ADN podria conducir a un tratamiento mas personalizado,
implicando mejores resultados para los pacientes y menores costos destinados a la salud. La
reversibilidad de los cambios en los patrones de metilacién del ADN es una gran ventaja que podria
tener grandes implicaciones clinicas. Sin embargo, los factores adversos asociados con los

inhibidores de la metilacion del ADN justifican mas investigacion.
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Es necesario resaltar que en este trabajo de tesis logramos implementar el analisis de
metilacidn para regiones promotoras de los genes KIT, TET2 y PTEN, asociados a LAM en pacientes
de Uruguay. Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis no han podido ser evaluados
estadisticamente, debido a la cantidad de muestras analizadas de pacientes con LAM y controles
sanos. Por este motivo, serd necesario analizar estas regiones promotoras en una mayor cantidad
de pacientes y controles para poder validar estos resultados estadisticamente. Actualmente, las
técnicas puestas a punto durante este trabajo ya se estdn implementando en un muestreo mayor
de pacientes con LAM de Uruguay que permitira obtener conclusiones estadisticas. De esta manera
y dependiendo de los resultados obtenidos, el andlisis de metilacién de regiones promotoras podria
complementar el algoritmo de diagndstico que se utiliza actualmente para clasificar a los pacientes
de LAM en Uruguay. Por otro lado, la técnica disefiada en este trabajo de tesis podria ser
potencialmente relevante en otras investigaciones, ya que los genes seleccionados para este trabajo
estan implicados en una gran diversidad de patologias y diferentes tipos de canceres. Por esta razén,
el andlisis de metilacién diferencial de estas regiones promotoras resulta potencialmente util para
otras investigaciones tanto en cancer como en patologias en donde estos genes también estén

involucrados.
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9. Conclusiones

Como conclusién principal se logré analizar el estado de metilacion de las regiones

promotoras seleccionadas de los genes KIT, TET2 y PTEN asociados a LAM en pacientes de Uruguay.

Se puso a punto de forma eficiente la amplificacion de las regiones promotoras de los genes
KIT, TET2 y PTEN. Ademas, se evalud el estado de metilacién de los sitios CpGs dentro de las regiones
seleccionadas mediante secuenciacidon y el uso de herramientas bioinformaticas, pudiendo

comparar el nivel de metilacidn entre los controles, pacientes con LAM y pacientes con LAM severos.

Mediante el andlisis de metilacién diferencial en la regiéon promotora del gen KIT se hallaron
sitios CpGs especificos hipermetilados aislados en los pacientes con LAM severos en comparaciéon

con el control sano y el resto de los pacientes con LAM.

Por otro lado, en la region promotora del gen TET2 el analisis de metilacion diferencial
muestra sitios CpGs hipermetilados especificos en los pacientes con LAM en comparaciéon con
control sano. Ademads, se observd que no existen diferencias entre los niveles de metilacién de los

pacientes con LAM severos y los pacientes con LAM para el gen TET2.

Para el gen PTEN, se observd una hipometilacién con un nivel de metilacion similar al

descrito en la bibliografia para los pacientes con LAM.
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