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RESUMEN

La leucemia aguda linfoblastica (LAL) es la neoplasia maligna mas comun
en la poblacion infantil; representa del 30 al 40% de todos los casos de cancer pediatrico.
En México, esta patologia no solo es la principal causa de muerte por padecimientos
oncologicos en los nifios de 15 afios; ademas, estudios que se han realizado muestran que a
partir del segundo afio de vida es el principal cancer y esto se mantiene hasta la
adolescencia. El grupo etario més afectado es el de 10 a 14 afios, con el 51.5% de todos los
casos de leucemia, seguido por el grupo de 5 a 9 afios con el 18.4%. Por su etiologia es una
entidad multifactorial, donde los eventos patogénicos precisos que conducen a su desarrollo
se desconocen en la mayoria de los casos. De hecho, menos de un 5% de ellos se asocian a
casos hereditarios 0 como resultado de sindromes genéticos. A la fecha, diversos estudios
sefialan que polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en genes involucrados en la
proliferacion, diferenciacion y apoptosis de células hematopoyéticas confieren riesgo para
desarrollar LAL y otras neoplasias hematologicas. En un estudio caso-control analizamos
nifios con LAL provenientes de Mérida Yucatan y de la Ciudad de México para conocer si
SNPs en los genes ARID5B, PIP4K2A, ASS1 y miR146a se asocian a esta enfermedad.
Como casos se incluyeron 111 nifios de Mérida Yucatan y 93 nifios de la Ciudad de México
y como controles, 204 adultos de Yucatan, 115 nifios y 343 adultos de la Ciudad de
México. Mediante sondas TagMan genotipificamos cinco SNPs distribuidos en ARID5B
(rs10821936 y rs7089424), PIP4AK2A (rs7088318), ASS1 (rs928518) y miR146a
(rs2910164). Al comparar las frecuencias genotipicas y alélicas entre casos y controles
encontramos que la distribucion de los alelos para los dos SNPs de ARID5B mostraron
significancia estadistica. El rs10821936 se observéd en 127 (56.1%) controles pediatricos
(OR=2.59; IC 95%:1.69-3.96, p=0.0000052) y en 288 (47.3%) adultos sanos (OR = 2.24;
IC 95%: 1.56-3.21, p=0.0000054). Mientras tanto, el rs7089424 se observo en 319 (50.1%)
de los controles pediatricos (OR = 2.28; IC 95%: 1.50-3.48, p=0.000067) y en 317 (49.9%)
adultos sanos (OR=1.96; IC 95%: 1.38-2.80, p= 0.00012). El anélisis evidencio que el
genotipo CC (rs10821936), confiere un mayor riesgo de LAL (OR= 5.35; IC 95%: 2.40-
11.95, p= 0.00002) cuando se compard con los controles pediatricos; y se obtuvo un OR de
4.10 (IC 95%=2.06-8.18, p= 0.00003) cuando se compard con adultos sanos. Ademas, el
rs7089424 CC se asocié con un OR de 4.49 (IC 95%: 2.00-10.08, p=0.00018) para LAL
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infantil cuando se compar0 con controles pediatricos; mientras que, al compararlo con
adultos sanos el OR fue de 3.34 (IC 95%: 1.67-6.67, p= 0.00040). Por otra parte, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre casos y controles para los alelos
de ASS1, PIP4K2A y miR146a en ninguna de las poblaciones evaluadas. En conclusion, los
datos sugieren que SNPs en ASS1, PIP4K2A y miR146a no parecen jugar un papel en la
susceptibilidad a LAL, mientras que los alelos de ARID5B estan asociados con la
susceptibilidad a LAL entre los grupos étnicos de México que fueron evaluados. Sin
embargo, se requieren mas estudios que incluyan un mayor nimero de casos y controles,
asi como estudios en donde se detalle la etnicidad para investigar si las asociaciones

observadas son validas.

Palabras clave: leucemia, polimorfismos, nifios, ARID5B, etiologia.



ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common cancer in children
representing 30 to 40% of all cases approximately. In Mexico, this disease is the second
cause of death in population aged less than 15 years. The etiology seems to be multicausal,
and precise pathogenic events that lead to its development are unknown in most cases. In
fact, less than 5% of causes are associated with some genetic syndromes. To date, several
studies indicate that single nucleotide polymorphisms (SNP) in genes involved in the
proliferation, differentiation and apoptosis of hematopoietic cells confer a high risk to
develop ALL. In the present case-control study, we analyzed children with ALL from
Merida Yucatan and Mexico City to know if SNPs in the ARID5B, PIP4K2A, ASS1 and
miR146a genes are associated with the development of this disease. The cases included
were 111 children from Mérida Yucatan and 93 children from Mexico City. Controls were
204 healthy adults from Yucatdn, and 115 children and 343 healthy adults from Mexico
City. Using TagMan probes we genotyped five SNPs distributed in ARID5B (rs10821936
and rs7089424), PIP4K2A (rs7088318), ASS1 (rs928518) and miR146a (rs2910164). When
comparing the genotypic and allelic frequencies between cases and controls we found that
the distribution of the alleles for the two SNPs of ARID5B showed statistical significance.
The rs10821936 was observed in 127 (56.1%) pediatric controls (OR = 2.59, 95% CI: 1.69-
3.96, p = 0.0000052) and in 288 (47.3%) healthy adults (OR = 2.24, 95% CI: 1.56-3.21 , p
= 0.0000054). Meanwhile, rs7089424 was observed in 319 (50.1%) of the pediatric
controls (OR = 2.28, 95% CI: 1.50-3.48, p = 0.000067) and in 317 (49.9%) healthy adults
(OR =1.96, 95% CI: 1.38-2.80, p = 0.00012). The analysis showed that the CC genotype
(rs10821936), confers a higher risk of ALL (OR = 5.35, 95% CI: 2.40-11.95, p = 0.00002)
when compared with pediatric controls; and an OR of 4.10 (95% CI: 2.06-8.18, p =
0.00003) was obtained when compared with healthy adults. In addition, rs7089424 CC was
associated with an OR of 4.49 (95% CI: 2.00-10.08, p = 0.00018) for childhood ALL when
compared with pediatric controls; whereas, when compared with healthy adults, the OR
was 3.34 (95% CI: 1.67-6.67, p = 0.00040). On the other hand, no statistically significant
differences were observed between cases and controls for ASS1, PIP4K2A and miR146a

allelles in any of the evaluated populations. In conclusion, present study results suggest that



SNPs in ASS1, PIP4K2A and miR146a do not seem to play a role in ALL susceptibility,
whereas alleles of ARID5B are associated with ALL susceptibility among the ethnic
Mexican groups that were assessed in present research. However, more studies are required
that include a greater number of cases and controls, as well as detailed studies of ethnicity

in order to investigate whether the associations observed are valid.



INTRODUCCION

Se estima que en el mundo existen 12 millones de personas diagnosticadas con
cancer, de los cuales el 3% (360 000) son nifios. Asi mismo, el cancer es la segunda causa
de muerte en menores de 20 afios a nivel mundial. Cada afio, mas de 160 000 menores de
20 afios son diagnosticados con cancer en paises desarrollados. Ain maés, tres de cada
cuatro nifios sobreviven al menos 5 afios después de iniciar su tratamiento, a diferencia de
los paises en vias de desarrollo en los cuales mas de la mitad (60%) mueren. En México

aproximadamente cada afio, 7 000 nifios adquieren la enfermedad. !

En México, del 2007 a 2008, se observé que los canceres mas frecuentes fueron la
leucemia, el linfoma, los tumores del sistema nervioso central (SCN) y los sarcomas de
partes blandas como el rabdimiosarcoma.? En cuanto a la clasificacion de las leucemias, el
tipo més comun fue la linfoide con el 81.3% de los casos. Por grupo etario, el de 10 a 14
afios fue el mas afectado con el 51.5% de los casos de leucemia, seguido del grupo de 5a9

afios con el 18.4%, todos ellos pertenecientes al de tipo Linfoide.3

ANTECEDENTES HISTORICOS

El primer informe de leucemia se atribuye a Velpeau en 1827, quien describié a la
enfermedad como una proliferacion de células blancas en la sangre. Sin embargo, el
término Leucemia fue acufiado por Virchow en 1847 definiéndolo como dos afecciones:
“esplénica y linfatica”. En 1891 Ehrlich introdujo métodos para su distincion como tincién
citoguimica y conteo de células blancas. En 1913 las leucemias se clasificaron en agudas y
cronicas, mieloides y linfoides. En 1917 se reconocid el aumento de su prevalencia entre
nifios de uno a cinco afos de edad y en ese mismo periodo se inicio el intento médico para
tratarla de forma paliativa con quimicos. El primer antineoplasico en emplearse fue la
aminopterina, antimetabolito del acido félico que podia acelerar el crecimiento de las

células leucémicas con buenos resultados, incluso remision de los sintomas de hasta siete



meses. En 1949 se sintetizaron antimetabolitos que intervienen con la sintesis de purina y

pirimidina, y se introdujeron la 6-mercaptopurina y alopurinol a la practica clinica. 3

FUNDAMENTO TEORICO

La Leucemia es el término que se utiliza para definir a un grupo de enfermedades
malignas de la sangre. Se caracteriza por tener una proliferacion clonal, autonoma y
anormal de las células que dan origen a las células normales de la sangre (comportamiento
tumoral en general). Lo anterior implica que una célula temprana sufre un cambio genético
que hace que se produzca sin control una clona anormal de si misma. Esta replicacion es
desordenada y ocupan paulatinamente el espacio de la médula 6sea normal, provocando
anemia progresiva, sangrado anormal y predisposicion a las infecciones. Por otro lado,
cuando las células anormales invaden otros tejidos, se produce falla del funcionamiento del

érgano que se ocupa.®

MANIFESTACIONES CLINICAS

En términos bioldgicos y clinicos la leucemia es un cancer muy diverso, por lo que
las manifestaciones clinicas son variables. Los sintomas pueden aparecer de manera
insidiosa 0 aguda, los cuales son un reflejo de la insuficiencia de la medula ésea y del grado
de afectacion extramedular. Algunos pacientes sufren infecciones potencialmente letales o
epistaxis durante el curso de la enfermedad o al diagnostico. En otros casos, la leucemia es
asintomatica y se detecta durante un examen fisico de rutina. Sin embargo, la mayor parte
de los pacientes presentan sintomas de pocos dias de evolucion o de algunos meses como
palidez, fatiga y letargia. Las principales manifestaciones de la leucemia en los nifios son
astenia y adinamia debidas a anemia. Del 33 al 43% tiene sangrado por trombocitopenia y
25% refiere dolor articular u 6seo debido a la infiltracién leucémica del periostio, hueso o
articulacion. Los sintomas menos comunes son cefalea, vomito, alteraciones de las

funciones mentales, oliguria y anuria. Los signos que se observan en piel y también las



mucosas son petequias y esquimosis, el higado, el bazo y los ganglios linfaticos son los
sitios extramedulares méas afectados y el grado de organomegalia (17% con hepatomegalia;
44% con esplenomegalia y 15% con linfadenopatia. 47

Generalmente al momento del diagnostico se detecta anemia, trombocitopenia y
anormalidades en el recuento leucocitario, las cuales oscilan entre 0.1 a 1,600 x10%L y en
algunos casos se observa granulocitopenia absoluta. Aproximadamente dos terceras partes
de los pacientes tienen recuentos leucocitarios de <25 x 10%/L. Casi todas las células de la
sangre se identifican como blastos. Los niveles de hemoglobina oscilan entre 1y 2 g/dL y
los recuentos plaquetarios suelen ser bajos con una mediana de 50 x 10%L. Otras
complicaciones clinicas incluyen la insuficiencia renal aguda secundaria a infiltracion
leucémica, una alteracion que eleva las concentraciones séricas de creatinina, acido Urico,
urea y fosfatos. La insuficiencia hepatica por infiltracién leucémica ocurre en 10% a 20%

de los casos, pero es leve y tienen manifestacion clinica, lo que modifica el pronéstico.®

CLASIFICACION

La leucemia es una enfermedad heterogénea con subtipos que difieren notablemente
en sus caracteristicas celulares y moleculares, asi como su respuesta a la terapia y posterior
riesgo de recaida. La clasificacion de la leucemia desempefia un papel importante en la
determinacion de las opciones de tratamiento y en el pronéstico (perspectiva) de un nifio.’

Se siguen identificando dos grupos principales de acuerdo a la célula progenitora
que las origina, linfoblasticas y mieloblasticas y con base a su evolucién en crénicas y
agudas, siendo mucho mas frecuentes las linfoblasticas agudas. Estas Gltimas, a su vez
tienen dos variantes determinadas por la linea celular que predomina; asi la leucemia aguda
linfoblastica (LAL) es de células B (80% de los casos) y de células T (20%). Desde el
punto de vista de la morfologia de las células, se han realizado maultiples clasificaciones,
pero sélo la del grupo de trabajo Franco-Britanico-Americano (FAB) tiene una aceptacion

universal (Tabla 1).



Tabla 1. Clasificacion morfoldgica de la LAL de acuerdo con la FAB.

Caracteristica L1 L2 L3
Tamafio celular Pequefio Grande Grande
Cromatina nuclear Fina Fina Fina

Forma del nucleo Regular puede tener | Irregular puede tener | Regular, oval o

hendiduras hendiduras redondo

Nucleo Indistinguible Grande, prominente Grande
prominente
Citoplasma Escaso Abundante Abundante

La expresion de los antigenos de superficie de membrana o de los componentes
citoplasmaticos también han permitido identificar y clasificar a las enfermedades
linfoproliferativas segun su origen celular y su estadio de diferenciacion (Tabla 2): asi en

general, las LAL se pueden clasificar en:

I. Pre-B: Linfoblastos con morfologia L1, segun la FAB. Estas células son positivas
tanto para las inmunoglobulinas citoplasmaticas (clg) como para CD19, CD22,
HLA-DR, CD10. Aproximadamente el 80% de casos pediatricos con LAL
tienen este inmunofenotipo: pre-B temprana, pre-B comin y pre-B tardia.

Il. Células B: Los linfoblastos con este fenotipo tienen una morfologia caracteristica,
designada por la FAB como L3 y son positivas para las inmuglobulinas de
superficie (slg). Este subtipo de leucemia esta presente en el 3% de los casos de
LAL infantil. En estos pacientes, pueden observarse tumores extramedulares y
maés del 90% de los casos presentan cadenas pesadas p de las inmuglobulinas
(lgs) en la superficie celular. Alrededor de las dos terceras partes de ellos,
también expresan cadena ligera « y el resto cadena ligera A. Las LAL de celulas

B parecen representar linfomas de Burkitt avanzados en fase leucémica.



I11. Células T: Este subtipo de LAL, se identifica por la expresion de antigenos de
superficie asociados a las células T. Generalmente se presentan en los varones y
en grupos de edad avanzada y se caracterizan por la gran masa de células
leucémicas asociado al desarrollo de infiltracion al mediastino.

IV. Pre-B transicionales: Los linfoblastos expresan tanto cadenas pesadas de Igs

citoplasmicas como de superficie y proteinas de cadena ligera.!’

Tabla 2. Clasificacion inmunolodgica de la LAL Infantil

Tipo de LAL CD19 | CD10 | CD2 Igc Igs CD5
Pre-B Temprana + - - - - -
“Comun” + + - - - -
Pre-B tardia + + - + - -
Cel-B + + - +/- + -
Cel-T - +/- + - - +
Pre-B transicionales + + - + + -




LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA

La LAL aparece predominate durante la infancia y representa cerca de 77% de todas
las leucemias en nifios. Mientras que en la poblacion adulta las LAL solo representa el
15%. En México los estudios que se han realizado muestran que, a partir del segundo afio
de vida, la LAL es el principal cancer y esto se mantiene hasta la adolescencia. Ademas, la
LAL tiene un impacto importante sobre la mortalidad en nifios mexicanos, ya que es la
principal causa de muerte infantil por padecimientos oncoldgicos.

La LAL se ha venido incrementando durante los ultimos afios, asi mientras que para
1982 en la Ciudad de México se reportaba una incidencia de 7 casos por millon, para el afio
2000 la incidencia reportada fue de 44 casos por millén. La incidencia de la LAL en la
Ciudad de México es una de las mas altas a nivel mundial, situacion que es consistente con
las poblaciones hispanas que viven en Estados Unidos de Ameérica, donde los nifios
hispanos de los Angeles, La Florida y Texas tienen una mayor incidencia de LAL que sus

otros grupos étnicos.

EPIDEMIOLOGIA DE LA LAL EN EL GRUPO ETNICO MAYA Y EN NINOS DE
LA CIUDAD DE MEXICO

En poblacion Maya, la incidencia de LAL se ha reportado en 35.8 casos por millon de nifios
menores de 15 afios para el periodo de 1998-2000."" Lo anterior, es concordante con la
incidencia reportada para este subtipo de LAL en paises desarrollados. No asi, en la Ciudad
de México, en donde no sblo se ha reportado una mayor frecuencia de LAL sino ademas la
relacién de nifios clasificados clinicamente como “alto riesgo” se encuentran en una
relacion de uno a uno con los nifios clasificados como de riesgo estandar. En la poblacion
que atiende los EUA la proporcion es de 1 a 4. El inmunofenotipo pre B, esta presente en
alrededor del 70% de todas las LAL en nifios mexicanos, con una frecuencia elevada del
inmunofenotipo T, con cerca del 23%. El pico de edad de aparicion de las LAL pre B,
temprana esta entre los 2 y 4 afios, pero vuelve a tener un pico entre los 6 y 8 afos, eso

reportado en otras poblaciones.?
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Por otro lado, aunque no existen datos de supervivencia o del pronostico de la
enfermedad en nifios del grupo étnico Maya, si se cuenta con datos del pronostico de nifios
con LAL atendidos en hospitales publicos de la Ciudad de México. Se ha reportado que la
mortalidad temprana durante el primer mes del tratamiento es elevada (5-15%) en
comparacion con la reportada para paises desarrollados que es de menos del 1%. Ademas,
durante el primer afio de tratamiento, fallecen el 13% y recaen el 17% de los nifios de la
Ciudad de México, lo cual es tres veces mayor a lo reportado para paises desarrollados para
el mismo tiempo de seguimiento. Por lo que es imprescindible identificar aquellos factores
de riesgo para desarrollar la enfermedad, asi como para identificar los factores asociados a
un peor prondstico en dicha poblacién. 12

A nivel mundial, la frecuencia, la distribucion por edades, y los subtipos de LAL
muestran diferencias geograficas notables que podrian reflejar la variabilidad en la
susceptibilidad genética, los factores ambientales 0 ambos. Numerosos defectos genéticos
constitucionales (por ejemplo, la trisomia 21, inmunodeficiencia congénita y ataxia
telangiectasia) se han relacionado con un mayor riesgo de LAL en nifios; sin embargo, en la
mayoria de los casos de LAL carecen de una explicacion causal plausible. Una hipotesis es
que las leucemias infantiles con la consecuencia de la respuesta inmunoldgica anormal ante
una infeccién coman, tal vez precedido por un evento mutacional iniciado en el Utero. Por
ultimo, los hermanos de los nifios con LAL tienen de dos a cuatro veces mas de riesgo para
padecer LAL que los nifios en la poblacién general, y el riesgo es mucho mayor entre los

gemelos monocigoticos, especialmente durante los primeros afios de vida.!?

CITOGENETICA Y BIOLOGIiA MOLECULAR DE LA LAL

Una comprensién limitada de la leucemia y el fenotipo neoplésico de progenitores
linfoides transformados ha sido un gran obstaculo para el desarrollo de la terapia segura
para los nifios con LAL. Los estudios de isoenzimas, marcadores inmunolégicos y otras
expresiones del fenotipo celular proporcionan pistas valiosas a la etiologia de la LAL, pero
no son tan Utiles para entender los mecanismos de transformacion o de mantenimiento del

estado maligno leucémico.'4
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Los anélisis genéticos han revelado que algunas alteraciones cromosémicas de tipo
estructural, numérico o una combinacion de ambos estan asociados a la transformacion
maligna (Fig. 1). En més del 90% de los nifios con LAL se han identificado anormalidades
citogenéticas clonales, que pueden ser de dos tipos:

I.- Cambios numéricos:

Los cambios numeéricos involucran ganancia (Hiperdiploidia baja con 47-50
cromosomas 0 hiperdiploidia alta mayor a 50 cromosomas) o perdida de cromosomas
(hipodiploidia o cariotipos cercanos al nimero haploide). En LAL cerca del 25% al 30% de
los casos presentan hiperdiploidia alta; es decir mas de 50 cromosomas por célula
leucémica.

I1.- Cambios estructurales:

Los cambios estructurales incluyen translocaciones (t) (ruptura y fusién de
segmentos, delecciones (del) (se pierde una parte de un brazo de un cromosoma), 0
inserciones (un segmento de un cromosoma se intercala dentro del mismo cromosoma). En

mas del 75% de los pacientes con LAL se observan translocaciones cromosémicas. !
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Figura.1 Alteraciones cromosomicas en leucemia. A) Alteraciones numéricas: ganancia (1)
0 pérdida (2) de cromosomas, B) Alteraciones estructurales: rearreglos y pérdida de

material genético de un cromosoma (1-4) (Jiménez, 2002).
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LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA: UNA ENTIDAD COMPLEJA

La LAL es una entidad compleja porque en su desarrollo participan mdaltiples
factores ambientales y factores genéticos de riesgo.

Dentro de los factores ambientales la exposicion a radiaciones ionizantes o a
farmacos quimioterapéuticos especificos han sido los mas estudiados. Sin embargo,
factores como el peso al nacer, la ocupacion de los padres, la historia reproductiva materna,
el uso de vitamina prenatal, la exposicion a los pesticidas o disolventes, y la exposicion a
los niveles altos de campos magnéticos residenciales, de frecuencia industrial también son
considerados como importantes factores de riesgo para la LAL infantil. '3 Por otro lado, se
ha dado importancia al papel de los virus la etiologia de las leucemias debido a que la
mayoria de los casos se producen en un periodo de la vida en el cual el sistema inmune esta
en desarrollo y podria ser mas susceptible a los efectos oncogénicos de determinados
agentes virales. Hasta el momento, el virus de Ebstein-Barr, en la LAL-L3, y los HTLV |y
I1, en algunos casos de leucemias del adulto, han sido los Unicos con una clara asociacion.”

Dentro de los factores genéticos descritos como elementos que confieren riesgo a
LAL, se encuentran los genes que tienen una participacion relevante en la hematopoyesis,
el sistema inmune, la proliferacion, diferenciacion celular y apoptosis. Estos genes se
conocen como genes candidato y su estudio ha contribuido enormemente para incrementar
el entendimiento de los procesos patogénicos involucrados en el desarrollo de ésta y otras
neoplasias hematoldgicas. Actualmente se sabe que variaciones en la secuencia de estos y
otros genes, denominados polimorfismos, confieren riesgo para padecer la enfermedad o se
asocian a la respuesta al tratamiento. Existen varios tipos de polimorfismos, pero los mas
comunes son las variaciones en la secuencia del DNA de un solo nucleétido o SNP (del
Inglés: Single Nucleotide Polymorphism) y son los principales blanco de estudio en
proyectos dirigidos a conocer las bases genéticas de las enfermedades complejas como la
LAL.

En el estudio de las bases genéticas de la LAL existen diferentes abordajes, entre los
cuales se incluyen los analisis de ligamiento y los estudios de asociacion, estos Gltimos de

eleccion para el analisis de las entidades comunes.
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ESTUDIOS DE ASOCIACION

Los estudios de asociacion evallan la co-ocurrencia de un marcador con la
enfermedad en individuos no relacionados. Estos estudios son utilizados ampliamente en el
abordaje de las entidades complejas porque son menos costosos, es mas facil obtener
muestras de individuos no relacionados y se pueden detectar genes con un efecto pequefio
en la enfermedad. En los estudios de asociacion existen dos principales tipos de disefio: a)
casos y controles y b) estudios basados en familias (trios: padres y paciente).

a) Los estudios de casos y controles comparan las frecuencias de una variante
alélica o polimorfismo especifico entre el grupo de pacientes y la poblacion de controles
sanos. La predominancia o disminucién del alelo en alguna de las poblaciones de estudio
sugiere que esta variante es causal, se encuentra cercana al alelo involucrado con la
enfermedad, se asocia a la gravedad o a la respuesta al tratamiento.

b) El andlisis de la asociacion basada en familias (TDT), se realiza en trios, con el
objeto de obtener tanto casos como controles dentro de la misma familia. Sin embargo, la
principal limitante de esta estrategia es la disponibilidad del nimero de trios que permita

obtener un poder estadistico adecuado (>80%).1°

POLIMORFISMOS

Los estudios de asociacion son la estrategia de eleccion para la identificacion de
factores genéticos asociados al desarrollo de entidades complejas como la LAL.

Estos estudios analizan principalmente polimorfismos. A diferencia de las
mutaciones, los polimorfismos se encuentran en una frecuencia mayor al 1% en la
poblacién general. Los polimorfismos genéticos son variantes del genoma que aparecen por
mutaciones en algunos individuos, se transmiten a la descendencia y adquieren cierta
frecuencia en la poblacién tras maltiples generaciones. Los polimorfismos son la base de la
evolucion y los que se consolidan, bien pueden ser silentes o proporcionar ventajas a los
individuos, aunque también pueden contribuir a causar enfermedades (mutacion). Se
conocen muchas enfermedades determinadas genéticamente por mutaciones o variantes

denominadas de “alta penetrancia” ya que los portadores de la variante suelen manifestar
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las enfermedades con una alta probabilidad. Estas variantes suelen ser de baja frecuencia
(<1%) en la poblacion general.'® En la actualidad muchos investigadores centran sus
trabajos en identificar genes con polimorfismos frecuentes en una poblacion y que influyen
en el riesgo de padecer una enfermedad, pero con baja probabilidad (son los Ilamados
“polimorfismos de baja penetrancia’). También se les denomina variantes que confieren
susceptibilidad genética a la enfermedad, pero no es determinante en el desarrollo de ésta.
Los polimorfismos mas frecuentes son los SNP. Otros polimorfismos son repeticiones en un
numero variable de una secuencia corta (en tindem). En otras ocasiones, los polimorfismos
se deben a deleciones o inserciones de secuencias cortas de nucleoétidos. Los polimorfismos
pueden provocar un cambio de aminoacido en la proteina y con ello modificar su actividad
o funcién. También pueden ocurrir en zonas del promotor (modulan el proceso de
transcripcion del ADN en ARN) de un gen y modificar su expresion.

Los SNPs, son los polimorfismos mas abundantes de variacion en el genoma
humano, se estima que hay una por cada 300 pares de bases, constituyendo mas del 90% de
todos los polimorfismos humanos. La mayoria de los SNPs solo tienen dos alternativas
(bialélicos) y ocurren en el DNA no codificante. Dado que son muy abundantes, los SNPs
son los polimorfismos mas utilizados en los estudios de asociacion genética, para conocer a
los genes relacionados con el desarrollo de enfermedades en las que estan implicados
multiples genes, como es el caso de la LAL.!”

GENES ASOCIADOS A LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA

Los diversos estudios de asociacion realizados en diferentes poblaciones han
mostrado que mas de un centenar de genes podrian estar asociados a LAL. De hecho se ha
demostrado que los polimorfismos de baja penetrancia en genes que participan en la
reparacion del DNA, en la respuesta a xenobiéticos, en el sistema inmune, genes
reguladores, etc., predisponen al desarrollo de la enfermedad.!®1® Otros estudios apuntan a
que los genes que participan el metabolismo de los hidrocarburos o con un papel potencial
en la respuesta inmune e innata y adaptativa del hospedero pueden tener relevancia en la

etiologia del LAL.32021 En el primer grupo se encuentran los citocromos CYP1Al,
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CYP2D6, CYP2E1 y CYP3AS5, asi como XRCC1, GSTP1, GSTT1, CYP2EL, NAT2 y
NQO1, los cuales también se han asociado a riesgo alto de recaidas tempranas, toxicidad a
la quimioterapia, menor resistencia a agentes antineoplasicos y menor sobrevida.??*123 En
el segundo grupo estan IL12A, HLA-DP, HLA-DOA, IL12A, CD28, FCGR2, GATA3, STAT4
y STATS6, entre otros.>* Por otro lado, Yang JJ y colaboradores realizaron un estudio de
asociacion del genoma completo (GWAS) en dos ensayos clinicos prospectivos de nifios
con LAL tratados con regimenes de (MP). Observaron dos loci del genoma asociados a
respuesta a MP, TPMT y NUDT15. TPMT es una enzima citosolica responsable de la
metilacion (inactivacion) de MP y NUDT15 es un mecanismo de salvaguardia en células de
mamifero para minimizar el dafio del ADN Yy evitar la posterior reparacion y la apoptosis.
Yang JJ y colaboradores observaron que la variante rs1142345 en TPMT correlaciona con
toxicidad hematologica y la variante rs116855232 en NUDT15 se describe como otro locus

asociado con la intolerancia a MP y toxicidad excesiva.?

Cabe mencionar que algunos de los genes que han sido mas replicados como
asociados al riesgo a LAL, incluyen a los genes ARID5B (del inglés: AT rich interactive
domain 5B (MRF1-like), ASS1 (Del inglés: Argininosuccinate synthase 1), PIP4K2A (del
inglés: Phosphatidylinositol-5-phosphate 4-kinase, type 1, alpha) y miR146a (del inglés:
microRNA 146a).
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ARIDSB

El gen ARID5B se localiza en el brazo largo del cromosoma 10, en la region g21.2,
tienen una longitud de 195.70 kb, esta constituido por 10 exones y genera 2 transcritos (Fig.
2).26 Codifica para un miembro de la familia de proteinas con un dominio de rico en AT de
unién a ADN. La proteina codificada forma un complejo de desmetilasas de histonas
H3K9me2 y regula la transcripcion de genes diana implicados en la adipogénesis y
desarrollo de higado. Este gen también juega un papel en el crecimiento celular y la
diferenciacion de progenitores de linfocitos B. Diversas evidencias indican que ARID5B
tiene un papel en el desarrollo de linfocitos B, y se ha observado una sobreexpresion de este
gen en neoplasias hematoldgicas, como leucemia promielocitica aguda y la leucemia aguda
megacarioblastica. Sin embargo, el papel de ARID5B en la LAL infantil sigue siendo
desconocido. Este gen tiene 5,439 variantes de las cuales 4,509 estan localizadas en
intrones destacando el hecho de que todos los SNPs situados en el intrén 3 que exhiben un
alto desequilibrio de ligamiento (LD) se asocia al riesgo de LAL. Los mas ampliamente
estudiados son rs10821936, rs7089424, 728
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Figura 2. Gen ARID5B: a) Localizacion cromosomica; b) Estructura del gen. El

color azul representa regiones no traducibles y en rojo las regiones traducibles.
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ASS1

El gen ASS1 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 9, dentro de la banda
90.34.11-9934.12 y alberga 16 exones (Fig. 3). Para este gen se ha descrito entre 10 y 14
copias homologas que se pueden considerar como pseudogenes dispersos por todo el
genoma humano. Sin embargo, la secuencia en el cromosoma 9 parece ser la Unica base
para una proteina funcional. Dos transcritos diferentes resultan de corte y empalme
alternativo en el exon 2, dependiendo del drgano de expresion. EI gen se extiende por 63 kb
y tiene un marco de lectura abierto de 1259 kb. Produce una proteina homotetramerica
compuesta de mondémeros de 45 kD. La enzima se describe generalmente como una
molécula de tres dominios: un dominio de union a nucleo6tidos que contiene una secuencia

de consenso pirofosfatasa ATP, el dominio sintetasa y un dominio de oligomerizacion C-

terminal.??
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Figura 3. Gen ASS1: a) Localizacion cromosémica; b) Estructura del gen.
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PIP4K2A

PIP4K2A se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 10 en la regién
pl12.2, tiene una longitud de 179.00 kb, alberga 10 exones y genera 8 transcritos. 3 Este
gen es precursor de segundos mensajeros de las vias de transduccion de sefial fosfoinositol,
se cree que esta implicado en la regulacion de la secrecion, la proliferacion celular, la
diferenciacion, y la motilidad celular. La proteina codificada por este gen es un miembro de
la familia de enzimas capaces de catalizar la fosforilacion de la fosfatidilinositol-5-fosfato
en el cuarto hidroxilo del anillo de myo-inositol para formar -fosfatidilinositol 5,4-
bifosfato. La secuencia de aminoacidos de esta enzima no muestra homologia con otras

quinasas, pero la proteina recombinante sugiere que tiene actividad quinasa.®!
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Figura 4. Gen PIP4K2A: a) Localizacion Cromosomica; b) Estructura del Gen.
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miR146a

El gen del microRNA 146a (miR-146a) se encuentra localizado en el brazo largo del
cromosoma 5 en la region g34.3 Se ha propuesto que este miRNA tiene un papel
oncogenico ya que se sobreexpresa en LAL pediatrica, leucemia mieloide aguda (LMA) y

canceres solidos como mama, pancreas y prostata.33 34

Figura 5. Gen miR146a. Localizacion cromosomica
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JUSTIFICACION

A pesar de los grandes avances en el conocimiento y tratamiento de las leucemias,
todavia un porcentaje considerable de nifios muere por esta enfermedad o por los efectos
secundarios de la terapia. Por lo tanto, la leucemia sigue siendo la principal causa de muerte
por padecimientos oncoldgicos en pediatria y aun méas se reporta una tendencia ascendente
en la incidencia y en la tasa de mortalidad de esta neoplasia en nifios mexicanos de 0 a 14
anos.

En la Ciudad de México no solo se ha reportado una mayor frecuencia de LAL sino
ademas la relacion de nifios clasificados clinicamente como de alto riesgo es de uno a uno
con los nifios clasificados como de riesgo estandar a diferencia de lo que se observa en
otras poblaciones, donde existe una relacion de 1 paciente de alto riesgo por 3 de riesgo
estandar.

Se ha reportado que el componente caracteristico de una poblacion puede explicar
porque existen diferencias en la prevalencia, gravedad y respuesta al tratamiento entre las
poblaciones. Por lo tanto, se propone que su conocimiento no s6lo puede llevar al
entendimiento de los mecanismos etiopatogénicos de la enfermedad; sino que ademas
puede sentar las bases para el desarrollo de estrategias de diagnosticos méas oportunos y de
medicamentos mas especificos y con menos efectos colaterales. Asi esta tesis pretende
conocer si polimorfismos en genes candidato son factores de riesgo para padecer LAL en

nifnos mexicanos.
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OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL

Conocer si SNPs en los genes ARID5B, ASS1, PIP4K2A y miR146a se asocian a la
susceptibilidad para padecer leucemia aguda linfobl&stica en nifios mexicanos.

OBJETIVOS PARTICULARES

Conocer las frecuencias de SNPs en ARID5B, ASS1, PIP4K2A y miR146a en dos grupos

étnicos de México.

Determinar si SNPs en los genes evaluados confieren riesgo o proteccion para LAL en

nifilos mayas y mestizos.

Determinar si existen diferencias inter-étnicas en la asociacion de los SNPs estudiados y
LAL.
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METODOLOGIA.

ESTRATEGIA GENERAL
Estudio de asociacion caso-control, prospectivo, observacional, descriptivo y comparativo.

Seleccion de controles

Seleccion de casos

Obtencion de médula dsea Obtencion de sangre periférica

Extraccion de DNA Genomico

Cuantificacion e Integridad de DNA

Genotipificacion:
Técnica 5 exonucleasa usando sondas TagMan

Validacion de resultados por secuenciacion automatica

Analisis de datos:
Finneti
Haploview
Chi cuadrada
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POBLACION DE ESTUDIO

En un estudio de asociacién de casos y controles se incluyeron 866 individuos no
vinculados, de los cuales 204 pacientes pediatricos con diagnostico LAL, 111 fueron
incluidos en la Unidad Médica de Alta Especialidad (UMAE) -IMSS, Mérida, Yucatan
(hospital de tercer nivel), 93 reclutados de varias instituciones de la Ciudad de México. Se
incluyeron 662 individuos sanos no relacionados del banco de ADN del Laboratorio de
Inmunogendmica y Enfermedades Metabdlicas, (INMEGEN).

POBLACION OBJETIVO.

CRITERIOS DE INCLUSION

A Casos: Individuos de 1 a 17 afios con diagnostico clinico de LAL sin tratamiento

antileucémico.

A Controles: Individuos sanos, sin antecedentes de LAL y otras enfermedades

crénicas.

CRITERIOS DE EXCLUSION

A Casos: Pacientes con trasplante de médula 6sea por otra causa y aquellos con

diagnostico de cualquier otra enfermedad crénica concomitante.

A Controles: Individuos que presentaban diabetes, enfermedades autoinmunes o

inflamatorias.
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ANALISIS MOLECULAR

Obtencion de muestras

En el grupo de los controles, se tomd muestra de sangre periférica (5 ml), previa
obtencion de consentimiento bajo informacion del padre o tutor del nifio. Las muestras
fueron tomadas por los investigadores participantes del grupo de laboratorio de
Inmunogenomica y Enfermedades Metabolicas, (INMEGEN).

En el grupo de los casos (nifios con leucemia), las muestras correspondieron a
médula Osea tomada al momento de la confirmacion diagndstica por
hematologos/oncologos pediatras previo consentimiento informado de los padres vy
asentimiento informado en los nifios mayores a 8 afios. Los datos clinicos fueron
proporcionados por el Grupo Mexicano Interinstitucional para la Identificacion de las
Causas de la Leucemia Infantil quienes llevan a cabo estudios multicéntricos de gendémica y
supervivencia en nifios atendidos en Hospitales Publicos de México.

Las muestras fueron colocadas en tubos Falcon de 15 ml y se centrifugaron a 3500

rpm durante 15 minutos para separar a los linfocitos.

Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN, se utilizé el Kit QIAgen Blood (QIAGEN, GmbH d-
40724, Hilden). Se hizo la separacion de los leucocitos centrifugando los tubos vacutainer a
3,000 rpm durante 15 min, posteriormente se separ6 la capa de leucocitos y se transfirio a
un tubo Falcén de 15 ml. Las celulas fueron lavadas con 12 ml de solucion de lisis de
eritrocitos y centrifugadas a 3,000 rpm por 10 min para obtener el boton de leucocitos. A
partir de los leucocitos se realizd la extraccion de ADN genomico, para lo cual se
adicionaron 3 ml de solucién de lisis celular al tubo que contenia el boton de células
blancas y se agitaron vigorosamente en el vortex durante 1 min hasta eliminar los
agregados celulares. Posteriormente, a este mismo tubo se le agrego 1 ml de solucion para
precipitar proteinas, se agité vigorosamente en el vortex durante 1 min y se transfirid
cuidadosamente a un tubo limpio, al cual se agregaron 5 ml de isopropanol para precipitar

el ADN. Las hebras de ADN se hicieron evidentes después de agitar el tubo por inversion

26



por lo menos 6 veces. Finalmente con una pipeta Pasteur se extrajo el ADN y se diluyo en
500 ul de Buffer TE (TEKNOVA).

Cuantificacion y evaluacion de la integridad de ADN

La cuantificacion del ADN se realizé en un espectrofotometro (nanodrop) a una
longitud de onda de 260 nm. El sistema arrojo la concentracion en ng/ul, tomando en
cuenta el valor de DO260 (densidad optica a 260 nm) y la constante para ADN (0.05). La
evaluacion de integridad del ADN se realiz6 mediante electroforesis en geles de agarosa al
1%. En el gel se cargaron 5 ul de ADN con 5 ul de mix (Biotium-Acarreador). La
electroforesis se corrié a 100 volts durante 30 minutos en Buffer de TBE al 1X y finalmente
se observo en un transluminador con luz UV la integridad del ADN se consider6 adecuada

cuando se observé una banda de alto peso molecular.

Genotipificacion

Se incluyeron cinco SNPs distribuidos en los genes ARID5B (rs928518,
rs10821936, ASS1 (rs928518), PIP4K2A (rs70883118) y miRNA146a (rs2910164).

La genotipificacion de los polimorfismos se realizd6 empleando la metodologia 5°
exonucleasa usando sondas Tagman (Applied Biosystem Foster City, CA, USA). Para la
preparacion de las placas se realizaron diluciones de las muestras de ADN a 6ug/ul. En
placas de 96 pozos se adicionaron 5ul de cada dilucion, por lo que cada pozo tuvo una
concentracion final de 30ng por muestra. Las placas se dejaron liofiolizar a temperatura
ambiente por un dia.

Las reacciones de PCR punto final se utlizaron 2.5ul de Master mix establecido por
el proveedor Applied Biosystems, 0.08ul de sonda y 2.4ul de agua para cada muestra. Se

realizd el mix de reaccion para 96 muestras con las muestras que se observan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Mezcla de la reaccion para PCR punto final.

\Volumen
Reactivos 1x 96x
H-O grado molecular 2.42ul 232.3ul
Universal PCR Master 2.50ul 240.0ul
Mix
Sonda 0.08ul 7.7ul
Volumen final S5ul 480ul

Posteriormente con ayuda de una pipeta multicanal se dispensaran 5ul de la mezcla
reaccion en cada pozo de una placa previamente etiquetada, la placa fue sellada con una
cubierta optica y se centrifugar por unos segundos. Finalmente se colocé un pad sobre la
placa y se lleva a un termociclador GeneAmp PCR System 9700. Cuyas condiciones se

observan en la Figura 6.
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Figura 6. Condiciones de termociclador para PCR punto final.

Para cada ensayo de discriminacion alélica se disefiaron 2 sondas especificas
marcadas en el extremo 5 con fluorocromos diferentes, VIC para el alelo 1 y FAM para el
alelo 2. Ademas, ambas sondas contenian en el extremo 3" un “quencher” (TAMRA) el cual
mientras la sonda permanecia intacta, inhibia la emisién de fluorescencia. Durante la
reaccion de PCR, los primers hibridan con una secuencia especifica del templado de ADN.

Si este contiene la secuencia polimdrfica, la sonda Tagman también hibrida con su
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secuencia homologa. Durante la PCR, la AmpliTaq Gold, que tiene actividad tanto de ADN

polimerasa como de exonucleasa 5°-3°, es capaz de digerir la sonda marcada durante la

amplificacion y liberar el colorante fluorescente de la accion del “quencher”, de tal manera

que dadas las condiciones de astringencia utilizadas durante la reaccion, solo la sonda

especifica para el polimorfismo presente es capaz de hibridar.353¢ Esto nos permite

diferenciar un alelo del otro con base en el tipo de fluorescencia emitida (Fig. 7).
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Figura 7. Mecanismo de discriminacion alélica por sondas Tagman.

Al concluir la reaccion de PCR se cuantifica la fluorescencia obtenida (Fig. 8)

LEYENDA

Flostocroms Vic*
Floseocromo FAN®
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. La lectura

de fluorescencia para la determinacion de los genotipos se llevd a cabo en el equipo de
tiempo real 7900HT Fast Real-Time PCR System.
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Figura 8.- Gréafica de discriminacion alélica.

ANALISIS DE SECUENCIACION AUTOMATICA

La validacion de los genotipos fue realizada mediante secuenciacion automatica. En
la secuenciacion de los SNP se utilizé el kit Bit Dye Terminator v3. Las condiciones de
amplificacion fueron: 50 ng de ADN gendmico, 2.5 pmoles de cada primer, 2 Mb de cada
dNTP, 1 U de AmpliTag Gold ADN Polimerasa, 1.5 mM de MgCI2 y 1X de buffer (Applied
Biosystem Foster City, CA USA).

Los métodos de secuenciacion de DNA se desarrollaron a finales de los afios 1970 y
revolucionaron de forma significativa el mundo de la Genética Molecular. EI método de
Sanger y cols (1977), esta basado en una secuencia que incluye la muestra de DNA a
secuenciar, un cebador (sentido o antisentido), DNA polimerasa, deoxinucledtidos (dNTPs)
y terminadores dideoxinucleétidos (ddNTPs) acoplados cada uno de ellos a un fluorocromo
caracteristico. Aunque los terminadores se incorporan a la nueva cadena de la misma forma
que se incorporan los nucleétidos convencionales, los terminadores carecen del grupo 3’-
OH necesario para la elongacion de la cadena. Por esta razon, cuando se incorpora un
terminador a la nueva cadena creciente de DNA, la ausencia del grupo hidroxilo evita la

formacion del puente fosfodiester con el siguiente nucledtido y la elongacion de la cadena
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se termina en ese punto, generando fragmentos de tamafio variable marcados cada uno de
ellos con un fluorocromo distinto.3” Estos fragmentos se separan en un gel de
poliacrilamida y la sefial emitida se traduce en un pico caracteristico en el electroferograma.
(Fig. 9).
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Figura 9. Secuenciacion automética del DNA.

ANALISIS ESTADISTICO

La significancia estadistica de las diferencias en la distribucion de alelos y
genotipos fue evaluada mediante la prueba de X? incluida en el programa Epi Info v.6.02
(CDC Atlanta USA). Los valores de p< 0.05 fueron considerados como significativos. La
evaluacion de equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE por sus siglas en inglés) se realiz6 a
través del programa FINNETI (http://ihg2.helmholtz-muechen.de/cgi-bin/hw/hwal).

Asi mismo, el programa Haploview 3.32 permitio la generacion y andlisis de haplotipos
(http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/contact.php) y solo se tomaron en cuenta los

haplotipos que se presentaron en <1%.
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RESULTADOS
POBLACION ANALIZADA

En este trabajo de investigacion se incluyeron un total de 866 individuos no

relacionados: 204 pacientes con diagndstico clinico LAL. De estos 113 (55.4%) fueron

del género masculino y 91 (44.6%) femeninos. La poblacion control estuvo conformada

por 662 individuos sanos: 276 (41.7%) masculinos y 386 (58.3%) femeninos. Ciento

once casos y 204 controles procedieron de Mérida Yucatan, por su parte 93 casos

(LAL) y 458 controles (nifios y adultos) fueron reclutados de la Ciudad de México.

Todos los pacientes eran <16 afios de edad en el inicio de la enfermedad, con una media
(= DE) de 5,7 £ 2,8, (maya: 5,7 + 2,8 y mestiza: 8,7 * 2,46 afios (Tabla 4).

Tabla 4. Poblacion analizada.

MAYAS MESTIZOS
Controles
Género Casos Controles Casos Nifios Adultos
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Masculino 62 (56) 45 (22) 51 (55) 60 (52) 171 (50)
Femenino 49 (44) 159 (77) 42 (45) ~ 55(48) 172 (50)
Total 111 (100) 204 (100) 93 (100) 115(100) 343 (100)

*Creacion propia
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GEN ARIDSB

La distribucion de los genotipos de los rs10821936 (T/C) y rs7089424 (T/G) de
ARID5B se encontraron en HWE. El andlisis comparativo en las frecuencias alélicas y
genotipicas entre casos y controles en poblacién maya, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas para ninguna de las dos variantes analizadas (rs10821936: p
=0.73) y (rs7089424: p = 0.77) (Tabla 5).

Tabla 5. Andlisis de asociacion entre polimorfismos en el gen ARID5B y leucemia aguda
linfoblastica en poblacion maya.

Mayas
ID SNP Genotipos/ Casos Controles
Alelos n% n% P
T 18 (16.6) 24 (12.3) 0.11
cT 37 (33.9) 90 (45.9)
(10821936 cc 54 (49.5) 82 (41.8)
T 73 (33.5) 138 (35,2)
C 145 (66.5) 254 (64,8) 0.73
rs7089424 T 17 (15.4) 23 (11.7) 0.19
GT 39 (35.4) 90 (45.9)
GG 54 (49.2) 83 (42.3)
T 73 (33.2) 136 (34.7)
G 147 (66.8) 256 (65.3) 0.77

En poblacion mestiza, comparando las frecuencias alélicas y genotipicas de ambas
variantes entre nifios LAL vs nifios sanos se encontré que el MAF fue mayor en casos que
en controles (rs10821936 127(56.1%) vs 61(33.2%), rs70899424 124(53.9%) vs
63(33.8%)), respectivamente. Asi para el rs10821936 se observo un OR= 2.59 (IC= 1.69-
3.96, P= 0.0000052) y el rs70899424 fue de OR= 2.28 (IC= 1.50-3.48, P= 0.000067. El

analisis comparativo entre nifios afectados vs adultos sanos mostré un OR=2.24 (IC=1.56-
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3.21), P= 0.0000054 para rs10821936 y OR= 1.96 (IC=1.38-2.80), P= 0.00012 para la

variante rs7089424, respectivamente.

El analisis evidencid que el genotipo CC (rs10821936), confiere un mayor riesgo de LAL
(OR= 5.35; IC 95%: 2.40-11.95, p= 0.00002) cuando se comparGé con los controles
pediatricos; y se obtuvo un OR de 4.10 (1C=2.06-8.18, p= 0.00003) cuando se comparo6 con
adultos sanos. Mientras tanto, para el GG del rs7089424 OR fue de = 4.49 [2.00-10.08], P=
0.00018 y de OR= 3.34 [1.67-6.67], P=0.00040, comparando nifios LAL vs nifios sanos o

adultos sanos, respectivamente. Es decir, observamos que si presentan el genotipo

homocigoto para el alelo menor, el riesgo para desarrollar LAL es mayor (Tabla 6).

Tabla 6. Andlisis de asociacion entre polimorfismos en el gen ARID5B y leucemia aguda

linfoblastica en poblacion mestiza.

Mestizos
ID SNP Genotipos/ Casos Controles OR [IC 95%], P valué
Alelos n% Niiios Adultos vs Niios vs Adultos
TT 13 (14.1) 38 (33.6) 91 (29.9) 0.000068 0.000041
rs10821936 CT 35(3.0) 51 (45.1) 138 (45.4)
CcC 44 (47.9) 24 (21.3) 75 (24.7)
T 61 (33.2) 127 (56.1) 320 (52.7) 2.59[1.69- 2.24[1.56-
C 123 (66.8) 99 (43.9) 288 (47.3) 3.96]0.0000052 3.21]0.0000054
5.35[2.40- 4.10[2.06-
CCvsTT 11.95]0.00002 8.18]0.00003
rs7089424 TT 13 (13.9) 34 (29.5) 84 (26.4) 0.00035 0.00050
GT 37 (39.7) 56 (48.6) 151 (47.5)
GG 43 (46.4) 25 (21.7) 83 (26.1)
T 63 (33.8) 124 (53.9) 319 (50.1) 2.28[1.50- 1.96[1.38-
G 123 (66.2) 106 (46.1) 317 (49.9) 3.48]0.000067 2.80]0.00012
4.49[2.00- 3.34[1.67-
TTvs GG 10.08]0.00018 6.67]10.00040
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GEN ASS1Y PIP4K2A

Al comparar la frecuencias alélicas y genotipicas de casos vs los controles para la
variante rs928518 (G/T) del gen ASS1 en poblacién maya no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (P= 0.78), (tabla 7). Después de analizar a la poblacion
mestiza comparando nifios afectados vs nifios sanos (P=0.22) y adultos sanos (P=0.99),
para la variante rs928518, observamos gque no hay asociacion con LAL (Tabla 8). De la
misma forma el SNP rs7088318 de PIP4K2A no observo diferencias estadisticamente
significativas en su distribucion entre casos y controles mayas (P= 0.99), (Tabla 7). El
comportamiento fue similar en la poblacidn mestiza: nifios afectados vs nifios sanos
(P=0.13) y nifios afectados vs adultos sanos (P=0.41), (Tabla 8).

Tabla 7. Analisis de asociacion entre polimorfismos en el gen ASS1, PIP4K2A y leucemia

aguda linfoblastica en poblacion maya.

Mayas
ID SNP Genotipos/ Casos Controles
Alelos n% n% P
39 (35.8) 85 (42.9)
T 62 (56.8) 90 (45.5) 0.13
15928518 TG 8 (7.4) 23 (11.6)
GG
140 (64.3) 260 (65.7)
T 78 (35.7) 136 (34.3) 0.78
G
AA 83 (76.8) 147 (77.3) 0.99
AC 22 (20.4) 38 (20)
157088318 cc 3 (28) 5(2.7)
A 188 (87.1) 332 (87.3) 0.99
C 28 (12.9) 48 (12.7)
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Tabla 8. Analisis de asociacion entre polimorfismos en el gen ASS1, PIP4K2A y leucemia

aguda linfoblastica en poblacion mestiza.

Mestizos
ID SNP Genotipos/ Casos Controles n% P
Alelos n% - .
Nifos Adultos vs Niiios vs Adultos
TT 32 (34.7) 34 (29.8) 114 (35.9) 0.36 0.85
TG 44 (47.9) 51 (44.7) 142 (44.7)
rs928518 GG 16 (17.4) 29 (25.5) 61 (19.4)
T 108 (58.7) 119 (52.2) 370 (58.3)
G 76 (41.3) 109 (47.8) 264 (41.7) 0.22 0.99
AA 68 (73.1) 69 (62.1) 209 (68.2) 0.24 0.64
AC 23 (24.7) 38 (34.2) 89 (28.9)
rs7088318 CcC 2 (2.2) 4(3.7) 9(2.9)
A 159 (85.4) 176 (79.2) 507 (82.6)
C 27 (14.6) 46 (20.8) 107 (17.4) 0.13 0.41
GEN miR146a

Al comparar la frecuencias alélicas y genotipicas de casos vs controles para la

variante rs2910164 (G/C) del gen miR146a en poblacion maya no se observa un valor

estadisticamente significativo (P= 0.70), (Tabla 9). Después analizamos las frecuencias de

la poblacién mestiza de nifios afectados vs nifios sanos (P=0.97) y adultos sanos (P=0.38),
observamos que no hay asociacion con LAL del SNP rs2910164 (G/C) estudiado en

ninguna de las poblaciones estudiadas maya o mestizos (Tabla 10).
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Tabla 9. Analisis de asociacion entre polimorfismos en el gen miR146a y leucemia aguda

linfoblastica en poblacion maya.

Mayas

ID SNP Genotipos/ Casos Controles
Alelos n% n% P
cc 40 (363) 81 (43.3) 0.22

GC 60 (545) 83 (44.4)

(52910164 GG 10 (9.2) 23 (12.3)
C 140 (636) 245 (65.5) 0.70

G 80 (36.4) 129 (34.5)

Tabla 10. Analisis de asociacién entre polimorfismos en el gen miR146A y leucemia aguda

linfoblastica en poblacion mestiza.

Mestizos
ID SNP Genotipos/ Casos Controles n% P
0,
Alelos n% Nifios Adultos vs Nifios  vs Adultos
CcC 45 (48.3) 59 (53.1) 154 (47.5) 0.17 0.20
GC 41 (44.1) 37 (33.3) 124 (38.3)
rs2910164 GG 7 (7.6) 15 (13.6) 46 (14.2)
C 131 (70.4) 155 (69.8) 432 (66.7)
G 55 (29.6) 67 (30.2) 216 (33.3) 0.97 0.38

37



DISCUSION

La leucemia es una neoplasia maligna del sistema hematopoyético y es el tipo de
cancer mas comun en la poblacién infantil, dado que representa méas de una tercera parte de
todos los casos de cancer en los nifios.3® A pesar de que esta patologia es una de las
enfermedades malignas en donde se han logrado grandes avances en el disefio de nuevas
estrategias de tratamiento, sigue siendo la principal causa de mortalidad en los nifios
menores de 15 afios, particularmente en los paises de desarrollo. >3 Ademas; en México
hay un aumento en la incidencia de este tipo de cancer y en la tasa de mortalidad de los
nifios con leucemia.*’ Estos datos son realmente preocupantes y mas aln cuando se sabe
que los tratamientos antileucémicos aumentan las probabilidades de desarrollar neoplasias
secundarias y con ello la incidencia del cancer en general. Por lo tanto, es necesario el uso
de metodologias méas sensibles, eficientes y de bajo costo, que permitan establecer un
diagnostico mas certero y oportuno con la finalidad de disefiar mejores esquemas de
tratamiento.

Por décadas la morfologia, la tincion citoquimica y los marcadores
intracitoplasmicos y de superficie han mostrado ser estandares muy valiosos para definir a
la leucemia de acuerdo con la clasificacion FAB y el inmunofenotipo; la genética molecular
ha aportado una gran cantidad de informacion que no s6lo ha permitido conocer mas acerca
de la fisiopatologia de esta neoplasia, sino que ha arrojado una cascada de informacion con
considerables implicaciones terapéuticas. Los eventos patogénicos precisos que conducen
al desarrollo de la leucemia aguda linfoblastica se desconoce.!® #! Solo un (<5%) de los
casos se asocian a herencia, predisponente sindromes genéticos, a factores ambientales.
Desafortunadamente, incluso cuando todos los factores de riesgo conocidos y potenciales
para la leucemia aguda en la infancia son considerados, una explicacion etioldgica plausible
para mas del 90% de los casos de leucemia infantil sigue sin conocerse. 13

Con base en los estudios anteriores, en este trabajo se evalu6 la asociacién de SNPs
de varios genes que se han reportado con asociacion al desarrollo de LAL infantil en dos
grupos étnicos de México, mayas de Mérida Yucatan y mestizos de la Ciudad de México.
Se evalu6 la asociacion entre SNPs en los genes ARID5B (rs928518, rs10821936), ASS1
(rs928518), PIP4K2A (rs70883118) y miRNA146a (rs2910164) y LAL. Se compararon

nifios con LAL Yy sujetos sanos provenientes de Mérida Yucatan y de la Ciudad de México.
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Nuestros resultados mostraron que los SNPs ARID5B (rs928518, rs10821936) confieren
riesgo para LAL en poblacién mestiza pero no en poblacion Maya. Cabe mencionar que
ARID5B, es el gen mas altamente replicado en los estudios de asociacion con LAL para un
dominio de interaccion rico en AT y juega un papel relevante en el crecimiento celular y la
diferenciacion de progenitores de linfocitos B. Ademas, se ha sugerido que podria tener un
papel en la regulacién transcripcional. A la fecha se ha descrito que los SNPs en este gen
que estan asociados con LAL, estdn situados en el intron 3 y exhiben un alto desequilibrio
de ligamiento, pero hasta el momento se desconoce su funcion. Las evidencias que apoyan
la participacion de ARID5B en la definicion de linaje de células B se ha observado en
ratones Knockout, quienes muestran un retraso en su crecimiento, disminucion de la
celularidad de la médula 6sea y el numero de progenitores de células B. El analisis
comparativo entre nifios afectados con controles también mostré que los homocigotos para
los genotipos de riesgo de las variantes rs10821936 y rs7089424 tienen un mayor riesgo
para LAL. Asi, nuestros resultados confirman que el polimorfismo rs10821936 y
rs7089424 situado en el intrén de ARID5B juega un papel importante en el desarrollo de la
LAL infantil. Teniendo en cuenta que los intrones pueden regular la expresion génica
mediante la regulacion de la tasa de transcripcion o afectando a la longitud del producto, es
necesario determinar como este polimorfismo contribuye al desarrollo de LAL. 2627

Por otra parte tambien comparamos las frecuencias de los genes ASS1, PIP4K2A y
miR146a en casos y controles tanto de la poblacién maya como mestiza, sin embargo, estos
polimorfismos no se asociaron al riesgo para LAL en ninguna de las poblaciones
analizadas. La expresion de PIP4K2A se ha vinculado a la metéstasis en el cancer de mama
y es necesario para la proliferacion o la supervivencia de células de cancer colorrectal
positivo a mutaciones en -KRAS, y el crecimiento tumoral en ratones nulos TP53.
Por otro lado, varios estudios han sugerido el papel de miR146a en el riesgo de céancer,
incluyendo susceptibilidad a LAL. De hecho, se ha informado que el gen miR146a se
sobreexpresa en neoplasias hematoldgicas como LAL pediatrica y la leucemia mieloide
aguda. Este polimorfismo afecta la cantidad de pre y madura expresion miR146a y la
especificidad de madura hsa-miR-146a en la unidn a sus objetivos. Aungue otros estudios
han mostrado que polimorfismos en este gen se asocian al desarrollo de LAL, en nuestros

datos indican que este gen no confiere riesgo a LAL en nifios mexicanos.
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Las diferencias en la frecuencia de las mutaciones o polimorfismos, asi como el
efecto diferencial en el riesgo a padecer LAL entre los distintos grupos étnicos pueden ser
el reflejo de la heterogeneidad genética en los factores de susceptibilidad entre los distintos
grupos étnicos. Sin embargo, se requiere del analisis de una muestra mas grande, otras
poblaciones, otros genes y otros SNPs para el estudio y entendimiento de las enfermedades
complejas, como la leucemia. Ademas, nuestros hallazgos reflejan la necesidad de realizar
estudios que permitan detectar las combinaciones genéticas que constituyen factores de
riesgo para ésta y otras patologias comunes.

En conclusion, sugerimos que ASS1, PIPK42A y miR146a analizamos SNPs que no
parecen jugar un papel en la susceptibilidad a LAL en los nifios de México, mientras que
polimorfismos en ARID5B parecen tener un efecto diferencial en la susceptibilidad a LAL
entre los grupos étnicos de México. Sin embargo se requieren mas estudios de asociacion
con grandes muestras de casos y controles y estudios detallados etnicidad para investigar si

las asociaciones son validas.

40



CONCLUSIONES

Los polimorfismos en el gen ARID5B confieren riesgo para desarrollar LAL en poblacion
mestiza pero no en poblacion maya.

Los polimorfismos en los genes ASS1, PIP4K2A y miR146a no se asociaron con el
desarrollo de LAL.

Se observaron diferencias significativas entre poblacién Maya y Mestiza en la distribucion
de polimorfismos en los genes ASS1, ARID5B y PIP4K2A, pero no para el SNPs en
miR146a.

Este estudio contribuye al conocimiento de los factores genéticos asociados con el riesgo

para padecer LAL en nifios mexicanos.
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