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RESUMEN

La incidencia de Leucemia aumentd gradualmente, sin embargo, los mecanismos biol6gicos exactos
de la leucemia no han sido totalmente clarificados. Los andlisis de genes candidatos y estudios de
asociacion del genoma han identificado la presencia de susceptibilidad genética a esta enfermedad.
Estudios recientes han demostrado que los polimorfismos de un s6lo nucledtido, rs1801131 y
rs1801133 del gen MTHRF, rs25487 del gen XRCC1, rs7089424 y rs 10740055 del gen ARID5B,
rs4132601 del gen IKZF1 y rs2239633 del gen CEBPE, se encuentran asociados con el riesgo de
desarrollar Lecemia en nifios, por lo que la presente tesis tuvo como objetivo determinar los
polimorfismos genéticos que se asocian al desarrollo de Leucemia en nifios del Estado de Chiapas.
Se realizé un estudio de caso control, el cual incluyé 46 nifios diagnosticados con Leucemiay tratados
en el Hospital de Especialidades Pediatricas del Centro Regional de Alta Especialidad y el Hospital
Regional de Tapachula y 105 controles. Los polimorfismos analizados fueron: rs1801131 y
rs1801133 del gen MTHRF, rs25487 del gen XRCC1, rs7089424 y rs10740055 del gen ARID5B,
rs4132601 del gen IKZF1 y rs2239633 del gen CEBPE, por PCR en Tiempo Real. Los datos fueron
analizados mediante el programa estadistico SPSS version 21. Nuestros resultados muestran
asociaciones significativas en 2 de los SNP’s analizados MTHRF rs1801131 (OR=5.76 p=0.002 y
CEBPE rs 2239633 (OR=1.33 p=1e-04). En conclusion, nuestro estudio aporta evidencias que las
variantes rs1801131 (MTHRF) y rs2239633 (CEBPE) estan asociados con Leucemia en nifios del
Estado de Chiapas.

Palabras clave: Leucemia infantil, Polimorfismos genéticos, asociacion, susceptibilidad genética,
riesgo.
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INTRODUCCION

El céancer es un problema importante de salud publica en todo el mundo (Siegel, Miller y
Jemal, 2016), y en paises desarrollados, es la segunda causa de muerte, después de los
accidentes, en menores de 15 afios (Sayeed, Barnes, Cairns, Finlayson y Ali, 2013; Murphy,
Xu y Kochanek, 2013; Howlader et al., 2013).

Las neoplasias malignas hematoldgicas incluyen un grupo diverso de Leucemias y
Linfomas, que surgen en las células de los sistemas inmunoldgico y linfatico,

respectivamente (Batista, Birmann y Epstein, 2017).

La Leucemia es el cancer pediatrico mas coman, con una de las tasas de mortalidad
mas altas en todo el mundo (Lins et al., 2017; Bernard, Abdelsamad, Johnson, Chapman,
Parvathaneni, 2017). A nivel mundial, aproximadamente, se diagnostican 48 casos por

millén, en nifios menores de 15 afios (Lins et al., 2017).

La etiologia de la Leucemia infantil es una pregunta importante
epidemiolégicamente y de salud pablica (Amitay y Keinan, 2015). Generalmente, se
considera que la causalidad es multifactorial y que la interaccién entre las exposiciones
exogenas 0 enddgenas y la susceptibilidad genética, juega un papel importante en la etiologia
de la Leucemia (Ma et al., 2015).

Las variantes polimérficas o polimorfismos, se han relacionado con el riesgo de
desarrollar LLA (Hunger y Mullighan, 2015; Trevifio et al., 2009; Papaemmanuil et al., 2009;
Sherborne et al., 2010; Xu et al., 2013).

Para investigar la base genética de la susceptibilidad a LLA, se han realizado
diversos estudios de polimorfismos de varios genes en la leucemogeénesis, cuyos hallazgos
no han sido consistentes (Pui, Carroll, Meshinchi y Arceci, 2010). Estos analisis se basaron
en los polimorfismos de un solo nucledtido involucrados en el riesgo de desarrollar LLA-B,
siguiendo dos estrategias: estudios de genes candidatos y estudios de asociacion del genoma

completo (GWAS, por sus siglas en inglés) (Schiffman, 2016).

12



La investigacion de polimorfismos de un solo nucle6tido dentro de genes
candidatos, revela que el riesgo de Leucemia puede atribuirse a polimorfismos en los genes
implicados en la reparacion del ADN, en el metabolismo del folato, el metabolismo
xenobiotico, en el sistema inmune y el desarrollo de células B (Schiffman, 2016). Algunos
genes candidatos que parecen sugerir una asociacion con el riesgo de LLA incluyen MTHFR
(metabolismo del folato) y XRCC1 G28152A (reparacion del DNA) (Schiffman, 2016).

Los estudios de asociacién de genoma completo, identificaron SNP’s en los genes
asociados con la regulacion del crecimiento, hematopoyesis y desarrollo de linfocitos:
ARID5B, IKZF1, CEBPE y CDKN2A, que influyen en el riesgo de desarrollar LLA
(Schiffman, 2016; Gutiérrez, Martin y Garcia, 2017).

13



I. MARCO REFERENCIAL
1.1. Leucemia infantil

En la mayoria de los paises, la Leucemia es la forma mas comunmente diagnosticada de

cancer en la infancia, que representa alrededor del 31% de todos los canceres, en menores de

15 afios (Figura 1) (Hsu et al., 2015).

1 Leukasmia

2 Bfain lumours 1
4§ Soft lissue sarcomas

4 Meunblasima

5 Epithelislcancers <
& MorHodgkin's phomea
7 Wilms” lurmour

8 Hodgkin's disease

& Germ Cell lurmours

10 Relinoblestoma

11 Oskosaroms 3
12 Ewing's sarcomea 4
13 Other funspecified 5 & T
14 Liver cancers

15 Histincyiosis X = 12300

Figura 1. Estadistica de Leucemia infantil.
Fuente: Bernard et al., 2017

La Leucemia comprende un grupo de enfermedades hematoldgicas neoplésicas
caracterizada por la proliferacion clonal de una célula hematopoyética inmadura (blasto),
resultante de alteraciones genéticas adquiridas, que pierde la capacidad normal de

diferenciacion e interfiere con la hematopoyesis normal (Figura 2) (Medina, 2016).

Las células inmaduras infiltran la médula 6sea e invaden los tejidos y érganos. Los
mas frecuente son el sistema nervioso central, los ganglios linfaticos, el bazo, el higado y los

testiculos en los hombres (Swerdlov, Campo y Harris; 2008).

@ A/m@ch @

Myeloid stem cell Lymphoid stem cell

o

Myeloblast Lymphoblast

WA
,Q\

Q Eoumoph.[i@-ﬁ Y /3
@y .9 9 @
Red blood & B lymphocyte 3% Natural
od Noutrophil

e o

cells Tlymphocyte killer cell

4 |
Platelets White blood cells

Figura 2. Desarrollo normal de células sanguineas.
http://www.cancer.gov/cancertopics/pdg/treatment/childALL/Patient/pagel NCI

Dependiendo la estirpe celular afectada, se subdividen en Leucemia Linfoide,

Mieloide o de estirpe Indiferenciada (Medina, 2016; Mckenzie, 2005).
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En general, la Leucemia se clasifica en dos amplios grupos con base en la agresividad de la
enfermedad: Aguda, se caracteriza por la proliferacion progresiva no regulada, y
acumulacion de precursores hematopoyéticos inmaduros, malignos, en la medula dsea y
Cronica, tiene mas frecuentemente un inicio insidioso, la médula exhibe una acumulacion

de elementos linfociticos o mielociticos diferenciados (Medina, 2016; Mckenzie, 2005).

La Leucemia infantil es universal, con los mismos mecanismos moleculares en nifios
de diferentes origenes genéticos y ambientales. También es regional, y los factores que
influyen en su ocurrencia y resultado pueden verse afectados por circunstancias étnicas,

ambientales, geograficas y sociales (Medina, 2016).

La Leucemia en menores de 15 afios es un problema particular, debido a la gravedad
de la enfermedad, la poblacion vulnerable y la corta latencia de la enfermedad (Elise et al.,
2017).

1.2. Caracteristicas clinicas

Las manifestaciones clinicas iniciales de la Leucemia en el nifio son muy diversas
y reflejan, principalmente, el resultado del fracaso de la funcién medular y de la infiltracion

blastica en 6rganos y tejidos extramedulares (Pérez y Gomez, 2009).

Mas del 50% de los nifios con Leucemia, presentan anemia, debilidad, sensacién
de frio, hepatoesplenomegalia, palidez, fiebre 0 hematomas en el diagndstico. Los sintomas
abdominales més frecuentes son: anorexia, pérdida de peso, dolor y distension abdominal.
Dentro de los sintomas musculoesqueléticos se destacan, dolor en las articulaciones y cojera
(Clarke et al., 2016).

Aunque algunos de los sintomas asociados con la Leucemia infantil pueden ser sintomas

de otras enfermedades, un médico debe examinar los sintomas para que la enfermedad sea

tratada correctamente (Bernard et al., 2017).
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1.3. Epidemiologia

En menores de 15 afios, del total de casos de Leucemias, el 80%, son Leucemia Linfoblastica
Aguda (LLA), también llamada linfocitica o linfoide; alrededor del 17% son Leucemia
Mieloide Aguda (LMA, también denominada mielocitica, mielogénica o no linfoblastica) y
los restantes, 2-3% son esencialmente Leucemia Miel6gena Cronica positiva en cromosomas

Filadelfia y Leucemia Mielomonocitica juvenil (Gowda et al., 2015; Gloeckler et al., 1999).

La LLA es mas comun que la leucemia mieloide aguda. Teshnizi et al, demostraron
en un estudio que mas del 83% de los pacientes con leucemia tienen LLA (Teshnizi y
Ayatollahi, 2015; Hosseini Teshnizi y Taghi Ayatollahi, 2017).

La LLA, se clasifica segin el progenitor linfoide afectado: LLA-B y LLA-T
(Genesca, Ribera y Ribera, 2014). La LLA-B, representa la mayoria de los casos de LLA
(80% a 85%) (Archer et al., 2017).

La incidencia de la Leucemia infantil difiere con respecto a subtipo, edad, género,

raza/etnia y region geografica (Giddings, Whitehead, Metayer y Miller, 2016).

Los nifios menores de 5 afios tienen un riesgo mas alto de desarrollar LLA que los
nifios de 5 a 19 afos. Para la LMA, los picos de incidencia se presentan en la infancia (Figura
3) (Giddings et al., 2016).

T —y
o o M
o o o

n 3]
[=] (=]
T

.
o

Incidence rate per million

012345678 910111213141516171819
Age (years)
— Total — ALL — AML Other

Figura 3. Tasas de incidencia de Leucemia infantil por edad de diagnéstico
Fuente: Reaman y Smith (2014).
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En relacion al género, los hombres tienen un mayor riesgo de desarrollar LLA que las
mujeres. Para la LMA, los hombres tienen un riesgo ligeramente mayor de desarrollar la
enfermedad que las mujeres (Figura 4) (Giddings et al., 2016).

45 ALL AML

0-14 years 15-19 years 0-14 years 15-19 years
m Males m Females

Figura 4. Tasas de incidencia de Leucemia infantil por género
Fuente: Reaman y Smith (2014).

Las tasas de incidencia mas altas de LLA infantil, se han observado en Costa Rica,
Ecuador y la Ciudad de México, y en nifios hispanos en los Estados Unidos, y las tasas de
incidencia mas bajas se han observado en Africa y entre los nifios afroamericanos en los
Estados Unidos. Las tasas de incidencia més altas de LMA infantil, se han observado en

Filipinas y Corea, y la incidencia mas baja se observa en Africa (Giddings et al., 2016).

La incidencia mundial de la LLA varia sustancialmente no solo en las distintas
regiones geograficas, sino también segln las etnias y las razas, con una tasa de 14.8 casos
por millén para los negros, 35,6 para los blancos y 40,9 para los hispanos, respectivamente;
en parte debido a las variaciones genéticas relacionadas con la ascendencia (Lim, Bhatia,
Robison y Yang, 2014).

A diferencia de las tasas de incidencia de la LLA, en la LMA no hay variacion
segun la raza. Segun el grupo étnico, se tiene evidencia que las tasas de LLA maés altas para
las personas de etnicidad hispano latina, que aquellos que no tienen este origen étnico (Figura
5) (Reaman y Smith, 2014).
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Figura 5. Tasas de incidencia de Leucemia infantil diagnosticada de 0-14 afios por raza/etnia
Fuente: Reaman y Smith (2014).

En México, seglin estimaciones recientes, de los casos de cancer que se registran anualmente
en menores de 18 afios, entre 2600 y 3120 casos, el 25% de estos corresponden a LLA
(Jiménez, Hidalgo y Ramirez, 2017).

Segun el Seguro Médico Popular, del 2007 al 2015, se registraron 24,039 nuevos
casos de cancer infantil (Figura 6). En 2015, la tasa de incidencia mas alta se observo para la
leucemia, la cual mostré una tasa de 89.5 por poblacion total menor de 18 afios en 1,000,000
por afio. La frecuencia del 59% para la leucemia es comparable a la tasa del 41% para
linfomas y tumores solidos de ese mismo afio, lo cual muestra la enorme carga que en México

se tiene, en el tratamiento de canceres infantiles (Rivera et al., 2017)

4,000

) 3419 Total patients

3,000
- /

2017 o~ 2038 | gukemia patients

81 Lymphoma and solid
tumor patients

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
years

Figura 6. Nuevos pacientes con cancer infantil de 2007 a 2015 en México
Fuente: Rivera et al (2017)
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1.4. Etiologia

A diferencia de la mayoria de los canceres pediatricos, existe un elevado nimero
de informacion cientifica, a nivel internacional, relacionado con el papel de varios elementos
de riesgo medioambientales internos y externos en la etiologia de la Leucemia infantil
(Metayer, Dahl, Wiemels, y Miller, 2016).

No obstante, los mecanismos bioldgicos exactos no se han aclarado completamente
(Inaba, Greaves y Mullighan, 2013).

La etiologia de la Leucemia infantil es una pregunta importante epidemiolégica y

de salud publica (Amitay y Keinan, 2015).

La leucemogénesis parece ser el resultado de factores genéticos y ambientales, que
ocurren antes y durante el embarazo, pero también después del parto y méas adelante en la

vida (Cantarella, Ragusa, Giammanco y Tosi, 2017).

El papel de la nutricion también esta ganando importancia, como micronutrientes
son capaces de interferir con la estabilidad genémica. (Cantarella et al., 2017). El acido félico
y sus derivados, conocidos como folatos, son esenciales para numerosas funciones
corporales, particularmente por su papel en la metilacion y sintesis del ADN que ayuda a la
division celular rapida y requerimientos de crecimiento asociados con el embarazo y la

primera infancia (Lautner et al., 2013).

El metabolismo del folato disfuncional, es un elemento importante en la etiologia
de la LLA (Li, Ye, Liang, Zhou y Yang, 2015).

Asi también, se han identificado varios factores ambientales relacionados con el
riesgo de desarrollar LLA, incluida la exposicion a la radiacion, ciertos productos quimicos

o infecciones en el primer afio de vida (Han et al., 2010) (Cantarella et al., 2017).

Se ha revelado la hip6tesis de que el inicio de LLA ocurre en el Utero o durante la

primera infancia (Kaatsch, 2010).

19



Sin embargo, como se ha comentado anteriormente, la etiologia y el desarrollo exactos de la
LLA infantil siguen siendo poco conocidos. No obstante, es ampliamente reconocido que las
variaciones genéticas, las infecciones y los factores ambientales desempefian un papel
importante en el desarrollo de la LLA (Belson, Kingsley y Holmes, 2007; Guo et al., 2014;
Ma, Sui, Wang y Li, 2014).

Generalmente, se considera que la causalidad es multifactorial y que la interaccion
entre las exposiciones exdgenas o endogenas y la susceptibilidad genética juega un papel

importante en la etiologia de la Leucemia (Ma et al., 2015).

1.4.1. Factores genéticos

El componente genético esta respaldado por el alto riesgo de desarrollar LLA en
algunas enfermedades congeénitas, como el sindrome de Down o el sindrome de Li-Fraumeni
y de otros trastornos hereditarios del sistema inmunoldgico como el sindrome de Bloom, el
sindrome de Wiskott-Aldrich o el sindrome ataxia telangiectasia (Hsu et al., 2015; Gutiérrez
etal., 2017).

Otras alteraciones geneticas que se han relacionado con el riesgo de desarrollar
LLA son las variantes polimérficas o polimorfismos (Figura 7) (Hunger y Mullighan, 2015;
Trevifio et al., 2009; Papaemmanuil et al., 2009; Sherborne et al., 2010; Xu et al., 2013).

Common variants
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Figura 7. Propuesta de adquisicion secuencial de alteraciones genéticas
que contribuyen a la LLA.
Fuente: Hunger y Mullighan (2015).
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Un polimorfismo genético se define cuando un gen tiene multiples alelos y donde al menos
dos de ellos tienen frecuencias mayores al 1% entre la poblacion (Caratachea, 2007).

Los polimorfismos de un solo nucleétido (Single Nucleotide Polymorphisms,
SNP’s por sus siglas en inglés), son un tipo de polimorfismo que implica la variacién de un
solo par de bases y pueden afectar directamente la estructura o expresion de la proteina
(Figura 8) (Echebarria, 2016).

‘:'-:0;;”" i3intacinasqoocaasqeccatiaintaciagiicaagcocataiality
LAl o goccatataintacicsagoocaaaqeccatisioaciagiicaancocataialiiy

Figura 8. Ejemplo de un SNP, 2 cromosomas de un individuo con el genotipo G/A.
Fuente: Echebarria (2016).

Los SNP’s son la forma mas simple de la variacion del ADN entre los individuos,
se estima que existen aproximadamente 10 millones de SNP’s distribuidos en todo el
genoma, con una frecuencia media de 1 cada 300 pb (Echebarria, 2016). Las caracteristicas

mas importantes de los SNP’s se describen en la Tabla 1 (Ramirez y Jiménez, 2017).

Tabla 1. Caracteristicas de los polimorfismos de un solo nucleétido.

Caracloristicas Descripcion

Distribscicn Un SNP se ancuentra en promadio cada 250 pb; se han reportado cerca de 11 milones

Ubicacian Hegiones inlergénicas (o exiragénicas) e inlrapénicas; en esla regidn se encuenlran gencs
codificantes de proteinas y no codificantes

Nomero de alelos Generalmenle son bialélicas, aungue pueden ser triabéhicas ¥ letraalélicas

Electo biokiglco Meutras y uncionales

Evaluacion de los SNP Faciimante genatipificados mediante tecnologlas automatizadas

Usos en salud Idenlificacidn de ndividuos genélicamente suscepliblos para desarrollar enfermedades

multifactoriales, gravedad, actividad y respuesta a medicamentos

La caracterizacion y deteccion de las diferencias de distribucién de SNP’s en
diferentes poblaciones ayudara a identificar genes de susceptibilidad humana relacionados

con algunas enfermedades (Li, Liao, Zhang y Chen, 2014).

Los SNP’s estan distribuidos a lo largo de todo nuestro genoma, tanto en regiones

génicas como en regiones extragénicas. La ubicacion del SNP dentro de un gen, explica su
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funcién. Estos efectos potencialmente funcionales incluyen cambios en las secuencias
exonicas, empalme alternativo, cambios en sitios de union del factor de transcripcién, que
podrian llevar cambios en el patron de metilacion, o sitios de microARN (miARN),
implicados en la regulacion negativa de la expresion génica en el nivel post-transcripcional
(Figura 9) (Camino, 2016).

En el caso de SNP’s localizados en genes que codifican proteinas, el cambio de alelo
puede afectar a la secuencia de la proteina (cambio de aminoacido, cambio en la pauta de
lectura, proteina truncada) o a su regulacion (si estan localizados en el promotor, sitios CpG,
region UTR) (Echebarria, 2016).

Potenciadores
aguas arriba
Potenciador
e"m"‘(’:: I s silenclay‘:uxo’m'm
empalme (GT) de splicing (SES)
Sitios de unién
de factores de INTRON INTRON

transcripcion

TATA Potenciador

aguas arriba (1SE) SenalPoliA
Silenciador intrénico
ss Aceptor de de splicing (ISS)
empalme (AG)

Regi6n promotora

Figura 9. SNP’s en regiones reguladoras
Fuente: Echebarria (2016).

Para investigar la base genética de la susceptibilidad a LLA, se han realizado
diversos estudios de polimorfismos de varios genes en la leucemogeénesis, cuyos hallazgos
no han sido consistentes (Pui, Carroll, Meshinchi y Arceci, 2010).

Estos analisis se basaron en los SNP’s involucrados en el riesgo de desarrollar LLA-
B, siguiendo dos estrategias: estudios de genes candidatos y estudios de asociacion del

genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés) (Schiffman, 2016).

Los genes candidatos son aquellos que codifican enzimas relacionadas con el

metabolismo de carcindgenos identificados (Pei et al., 2015).

La investigacion de SNP’s dentro de genes candidatos, revela que el riesgo de

Leucemia puede atribuirse a polimorfismos en los genes implicados en la reparacion del
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ADN, en el metabolismo del folato, el metabolismo xenobidtico, en el sistema inmune y el
desarrollo de células B (Schiffman, 2016).

Algunos genes candidatos que parecen sugerir una asociacion con el riesgo de LLA
incluyen MTHFR (metabolismo del folato) y XRCC1 G28152A (reparacion del DNA)
(Schiffman, 2016).

Los estudios de asociacién de genoma completo, identificaron SNP’s en los genes
asociados con la regulacion del crecimiento, hematopoyesis y desarrollo de linfocitos:
ARID5B, IKZF1, CEBPE y CDKN2A, que influyen en el riesgo de desarrollar LLA. Sin
embargo, las variantes de riesgo de estos SNP’s no se validaron en todas las poblaciones, lo
que sugiere que algunos de los loci podrian ser especificos de la poblacién (Schiffman, 2016;
Gutiérrez et al., 2017).

Ademas, estos genes se encuentran frecuentemente implicados en la LLA mediante
alteraciones adquiridas, lo cual apoya su papel en la predisposicién a este tipo de leucemia
(Trevifio et al., 2009, Papaemmanuil et al., 2009).

A continuacion, se describen los genes y SNP’s que se seleccionaron para el presente trabajo

de tesis:

1.4.2. Gen MTHFR

El gen Metilen Tetrahidrofolato Reductasa (MTHFR, por sus siglas en inglés), se
encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 1p36.3 (Tirado, Madera y Gonzalez,
2016) y esta formado por 13 exones (Figura 10).

Figura 10. Estructura del gen MTHFR
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4524

La importancia de este gen estriba en que la proteina que codifica es la 5, 10
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metilentetrahidrofolato-reductasa (MTHFR), una enzima con la funcion de generar la forma
activa del folato, 5 metilen-tetrahidrofolato, fuente basica de carbono para la remetilacion de
homocisteina a metionina (Figura 11) (Gervasini y Vagace, 2012; Tirado et al., 2016).

n-mry Folate

Dmydmrum

‘rHF Methionine —+ SAM>
Homocysteine +— SAH '.
5,10~ momylem THF

+
DNA
synlhulo methylation
S-W\elh)d THF

(Circulating folate)

dUMP

dTMP

Figura 11. Ciclo metab6lico del Folato
https://www.selfhacked.com/blog/need-know-mthfr-genespolymorphisms-

La enzima MTHFR es fundamental en la homeostasis y metabolismo del folato
intracelular (Li et al., 2015; Yang, Hu y Xu, 2012).

El folato participa en la regulacién genética indispensable para la multiplicacién
celular y diferenciacion durante la embriogénesis (Figura 12). La importancia del folato
consiste en que es un donador de carbonos, que interviene en la biosintesis de las purinas y
pirimidinas; asi como en la remetilacién de la homocisteina, que produce grupos metilo para
la metilacion de ADN, proteinas, y lipidos (Tirado et al., 2016).

( NG, N'OMetenil-THE Wy \ _il‘ .Es""’f‘oﬂ
yenéﬂcu

NS, o DNA
Metileno-
THF >
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Dinidrofotiso +
Roquendo
THE )'\ C:O 5""’0‘:“" In Muttpticacion
(Tetrahidrofolato) \ e [

Folato ingerido en |a dieta

Figura 12. Importancia del folato como regulador de la expresion genética.
Fuente: Tirado et al (2016)

La metilacion del ADN se encarga de impedir que los factores de transcripcion se

unan al ADN para activar la expresion de los genes; es por este mecanismo que el
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posicionamiento del grupo metilo en el ADN, modifica la expresion de los genes (Figura 13)
(Cantarella et al., 2017).

METHYLATED
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Q # o
GENE

UNMETHYLATED i

Figura 13. La metilacidn puede modificar la expresién de genes.
Fuente: Cantarella et al., (2017).

Una alteracién en la actividad de la MTHFR puede provocar una disminucion de los
niveles de folato y por consiguiente alterar la sintesis de acidos nucleicos (Tirado et al.,
2016), asi tambien, la escasa disponibilidad como fuente de los grupos metilo, puede influir
en la capacidad de mantener el correcto patron de metilacion, causando principalmente

hipometilacion de ADN gendmico (Cantarella et al., 2017).

Por lo tanto, la leucemogeénesis podria ser reducida por la hipometilacion del ADN en
los tejidos locales y por la disminuida actividad enzimatica de la MTHFR en la médula 6sea
donde la leucemogénesis activa ocurre en los portadores de polimorfismos de la MTHFR
(Lien, Young, Gau y Shiao, 2017).

Es razonable que las neoplasias que proliferan rapidamente tienen un requerimiento
mas alto de sintesis de ADN y podrian ser méas susceptibles a la deficiencia de folato y al
dafo resultante en el ADN (Tirado et al., 2016).

Un Bajo contenido de folato y deficiencia de MTHFR, indujo la formacién de tumores

intestinales en un modelo de ratones BALB/c (Tirado et al., 2016).

Son 2, los polimorfismos que se han descrito en este gen, C677T (rs1801133) y
A1298C (rs1801131), los cuales podrian determinar su actividad enzimatica (Tirado et al.,
2016).

La variante A1298C ejerce menos efecto sobre la disminucion de la actividad

enzimatica de la MTHFR, en comparacién con la variante C677T (Liu et al., 2013). El
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genotipo C/C de la variante A1298C aun puede realizar 60% de ésta (Leclerc, Sibani y Rozen,
2004); que no es una disminucién significativa comparada con el genotipo T677T que
representa el 30% de actividad de la enzima (Liu et al., 2013).

El efecto del polimorfismo en el locus 1298 es menos pronunciado que el del locus

677. La actividad enzimatica se reduce aun mas en el estado heterocigoto (677CT y 1298AC)

que en cualquiera de las dos mutaciones solas (Moulik, Kumar y Agrawal, 2017).

1.4.2.1 rs1801131 (A>C)

Este SNP se localiza en el exdn 7 (Figura 14), induce un cambio de Adenina por Citosina,

esto genera la sustitucion de Alanina por Glutamato, en el codén 429 (Yang et al., 2012).

rs 1801131

—a—a—8H—0—OHHHE— 0 -

Figura 14. Localizacion gendémica del SNP rs1801131
Fuente: Elaboracion propia.

No obstante, algunos datos sugieren que el SNP A1298C del gen MTHFR juega un
papel en el aumento del riesgo de Leucemia infantil, esto ha sido refutado por otras
investigaciones (Cantarella et al., 2017).

Kaluzna et al (2017), publicaron un estudio de caso control realizado en Polonia,
para evaluar la asociacion de los SNP’s C677T y A1298C MTHFR analizados por separados
y juntos, que incluyeron 117 nifios con LLA y 404 nifios sanos, ambos grupos, menores de
18 afios, demostrando que el alelo 677T MTHFR solo o en combinacion con el alelo 1298C
MTHFR, incrementa significativamente el riesgo de LLA en una poblacion polaca. El mayor
riesgo se relaciond con la presencia del haplotipo 677T-1298C, que lleva ambos alelos
variantes. Esta observacion es novedosa en el contexto de las investigaciones de LLA infantil.
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Lien et al (2017), a través de una una revision sistematica de 6 bases de datos que incluyeron
54 estudios, evaluaron la asociacion entre A1298C MTFHR y el riesgo de Leucemia en nifios,
identificando que en las poblaciones infantiles con LLA y LMA de Europa, el SNP A1298C

MTHFR fue protector contra estas malignidades.

Bahari, Hashemi, Naderi y Taheri (2016), realizaron un estudio de caso control, para
examinar la asociacion entre el SNP A1298C (rs1801131) MTHFR y LLA, que incluyeron
100 nifios irani con LLA y 120 nifios sanos, cuyos resultados indicaron que el SNP rs1801131
disminuyo el riesgo de LLA en la poblacion irani; asi mismo recomiendan estudios con

mayor tamarfio de muestra y diferentes etnias para validar esos hallazgos.

Moulik, Parveen, Kumar, Awasthi y Agrawa (2014), mediante una revision
sistematica que comprendid 27 estudios, evaluaron la asociacion del SNP A1298C MTHFR
y el riesgo de LLA en nifios menores de 16 afios, del norte de la India, encontrando que el

alelo 1298C fue asociado con un aumento marginal en el riesgo de LLA.

Li, Liao, Zhang y Chen (2014) realizaron un estudio de caso control en China, para
investigar la relacion entre el SNP A1298C MTFHR vy la susceptibilidad a LLA infantil, con
98 nifios con LLA menores de 12 afios (edad promedio 5.1 afios) y 93 controles menores de
14 afios (edad promedio 5.7 afios), identificAndose una relacion significativa del SNP
A1298C MTFHR con la susceptibilidad a la LLA infantil, concluyendo que podria ser un

biomarcador potencial para el riesgo de LLA infantil en la poblacion china.

Gutiérrez et al (2016), llevaron a cabo un estudio en una poblacion pediatrica del
noreste de la Republica Mexicana, demostrando que el genotipo 1298C CC del gen MTHFR
esta asociado al aumento de riesgo a LLA en la poblacion estudiada (OR 6.48; 95% Cl, 1.26—
33.2 p=0.025).
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1.4.2.2 rs1801133 (C>T)

Es un SNP que se localiza en el exdn 4 del gen MTHFR (Figura 15) (Chen et al., 2014).
Consiste en un cambio de Citosina por Timidina, que a su vez afecta al aminoacido en la
posicion 222, dando como resultado Alanina por Valina y consecuentemente atenla la
actividad catalitica (Jin et al., 2017; Pei et al., 2015).

rs 1801133

Figura 15. Localizacion genomica del SNP rs1801133
Fuente: Elaboracién propia.

Los individuos homocigotos (T; T) tienen aproximadamente el 30% de la actividad
de la enzima MTHFR, y los heterocigotos (C; T) ejercen aproximadamente el 65% de
actividad, en  comparacibn con el genotipo mas comun (C; C)
(https://www.snpedia.com/index.php/Rs1801133).

Se han realizado una serie de estudios para comprender el papel de este polimorfismo
en el desarrollo de la Leucemia infantil, produciendo resultados discordantes (Cantarella et
al., 2017).

Lien et al (2017); a traves de una una revision sistematica de 6 bases de datos que
incluyeron 54 estudios, evaluaron la asociacion entre el SNP 677CT del gen MTFHR y el
riesgo de Leucemia en nifios, identificando que en las poblaciones infantiles con LLA de
Europa, Asia Oriental y América, el SNP 677CT MTHFR (tanto TT como CT juntos e
individualmente) son protectores, mientras que el alelo CC de tipo salvaje, fue

leucemogénico.

Zhang, Zhang, Yan y Wang (2017), con el objetivo de analizar la asociacion del
SNP 677CT MTHFR vy la LLA, realizaron una revision sistematica que incluyé 39 estudios
de casos y controles, encontrando que el polimorfismo C677T MTHFR puede ser un
biomarcador de la LLA prometedor y que se requieren estudios para evaluar su papel

funcional para las conclusiones definitivas.
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Pei et al (2015), publicaron un estudio de casos y controles en Taiwan, incluyendo 266 nifios
con LLA e igual numero de controles, menores de 18 afios en Tailandia con la finalidad de
evaluar el efecto del SNP C677T MTFHR en el riesgo de LLA infantil, cuyos resultados
revelaron que el alelo TT del C677 MTHFR fue un biomarcador protector para la LLA
infantil, y la asociacion fue mas significativa en pacientes varones > de 3.5 afios de edad, al

inicio de la enfermedad.

Li et al (2015), en una revisién sistematica que comprendi6 51 estudios de casos y
controles, investigaron la asociacion entre el SNP C677T MTHFR vy el riesgo de LLA en

nifios caucasicos, la cual no encontro evidencia de asociacion significativa.

Li et al (2014) realizaron un estudio de casos y controles en China, con 98 nifios
con LLA menores de 12 afios (edad promedio 5.1 afios) y 93 controles menores de 14 afios
(edad promedio 5.7 afios), para investigar la relacion entre el SNP C677T MTFHR vy la
susceptibilidad a LLA infantil, no encontraron diferencias significativas para las frecuencias

de los genotipos 677CC, 677CT y 677TT entre pacientes y controles.

1.4.3. Gen XRCC1

El gen complementario grupo 1 cruzado de reparacion de rayos X (XRCC1, por sus siglas en
inglés), es uno de los genes méas importantes implicados en la reparacion del ADN. Esta
ubicado en el cromosoma 19913.2-13.3, con 33 kilobases de longitud (Wang, Yin, Xu, Huy
Zhao, 2012).

Consta de 17 exones y codifica una transcripcién de 2.2 kb, que corresponde a una
proteina de 633 aminoacidos (Figura 16). La proteina, forma complejos con al menos tres
enzimas diferentes, poli-ADP-ribosa polimerasa (PARP), ADN ligasa 11l y ADN polimerasa
B (Chi et al., 2015).
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Figura 16. Localizacion y estructura del gen XRCC1 y SNP’s mas comunes
Fuente: Norjmaa y Saitoh (2016)

El gen XRCC1, cumple una funcién importante al ayudar y permitir la reparacion de roturas
de una cadena mediante la interaccion y el reclutamiento de sitios de lesion de ADN en

multiples componentes enzimaticos de reacciones de reparacion (Azevedo et al., 2017).

El sistema de reparacion de ADN juega un papel importante en el mantenimiento
de la integridad y estabilidad del genoma a traves de la reversion del dafio del ADN (Wang
etal., 2012).

Por tanto, las anormalidades en la biosintesis de nucle6tidos y las reacciones de
metilacion son capaces de afectar la sintesis, reparacion y metilacion del ADN, lo que puede

conducir a la inestabilidad gendmica de la célula (Figura 17) (Cantarella et al., 2017).
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Figura 17. Procesos y consecuencias que contribuyen a la inestabilidad gendmica de la célula.
Fuente: Cantarella et al (2017).

Dado que la reparacion del dafio en el ADN es critica, las alteraciones en las vias de
reparacion del ADN pueden intervenir en el desarrollo de la leucemia (Urayama,
Chokkalingam, Manabe y Mizutani, 2013; Brisson et al., 2015).
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La LLA infantil es el resultado de alteraciones cromosémicas y mutaciones somaticas que
alteran el proceso normal por el cual las células progenitoras linfoides se diferencian y
envejecen. Estos son los resultados de dafio en el ADN no reparado (Urayama et al., 2013;
Brisson et al., 2015).

Los SNP’s en el gen XRCC1, han sido identificados y demostrados estar vinculadas
a varias carcinogénesis, incluyendo la Leucemia (Wang et al., 2012).

Se han registrado mas de 300 SNP’s validados en el gen XRCC1 en la base de datos
dbSNP  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP). Sin embargo, solo 3 SNP’s han sido
ampliamente estudiados, incluyendo Arg194Trp en el exdén 6 (rs1799782 en dbSNP, C/T),
Arg280His en el exon 9 (rs25489 en dbSNP, G/A) y Arg399GIn en el exdn 10 (rs25487 en
dbSNP, G/UN) (Wang et al., 2012).

1.4.3.1 rs25487 (Arg>GIn)

También conocido como Arg399Gin, se localiza en el exon 10. Resulta de una sustitucion
del nucleotido Guanina por Adenina en el coddon 399, lo cual produce Arginina por Glutamina
(Figura 18) (Leite et al., 2013)
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substitution from Arginineto Glutamine Arg399Gin

Figura 18. Localizacién gendmica del SNP rs25487
Fuente: Norjmaa y Saitoh (2016)

La investigacion sobre los efectos funcionales de este cambio, ha sugerido que la
variante del genotipo AA esta asociada con una capacidad de reparacion del ADN reducida

de 3 a 4 veces (Tengstrom, Mannermaa, Kosma, Hirvonen, y Kataja, 2014).
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Este SNP ha sido ampliamente analizado y se asocia con una capacidad disminuida para
eliminar los aductos de ADN, que son compuestos que resultan de una exposicion a
carcinogénicos, causando dafio en el ADN debido a la oxidacion. Por lo que, este SNP puede

contribuir a la Leucemia (Wang et al., 2015).

Se han realizado varios estudios sobre la asociacion entre el SNP rs25487 del gen
XRCC1 y el riesgo de LLA infantil, sin embargo, los hallazgos son contradictorios (Wang et
al., 2015).

Wang et al (2015), por medio de una revision sistematica examinaron la asociacion
entre el SNP rs25487 del gen XRCC1 y el riesgo de LLA infantil, cuyos hallazgos revelaron

que este SNP es un factor de riesgo para LLA en una poblacion asiatica.

Du et al (2015), analizaron la asociacion entre el SNP rs25487 del gen XRCC1 y el
riesgo de tumores malignos hematoldgicos a través de una revision sistematica, que incluyd
27 estudios de casos y controles, el anélisis final indicé que el SNP podria ser un factor de

riesgo para las neoplasias hematoldgicas en los asiaticos o para la leucemia.

Wang et al (2012), evaluaron la asociacion entre el riesgo de LLA infantil y el SNP
rs25487 del gen XRCC1, por medio de una revision sistematica que incluy6 7 estudios con
un total de 880 casos y 1311 controles, los resultados demostraron que el SNP rs25487 podria

estar asociado con un elevado riesgo de LLA infantil entre la poblacién asiatica.

1.4.4. Gen ARIDS5B

Este gen codifica un miembro de la familia ARID, caracterizada por un dominio de
interaccion conservado rico en AT (ARID, por sus siglas en inglés) (Tiessen, 2009).

Pertenece a la subfamilia 5, miembro B (Lin et al., 2014).

Esta compuesto de 11 exones que abarcan ~ 200 kb, en el cromosoma 10qg21.2
(Figura 19) (Xu y Yang, 2014).
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Figura 19. Estuctura del gen ARID5B
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/84159

Las proteinas ARID constituyen una familia de factores de transcripcion. Estas proteinas
regulan tanto positiva como negativamente la transcripcion y participan en la modificacion

de la estructura de la cromatina (Gomez, Trejo y Tiessen, 2009).

Los genes que codifican estas proteinas estan implicados una gran variedad de
procesos biologicos, incluyendo desarrollo embrionario, regulacion genética del linaje

celular, y control del ciclo celular (Gémez et al., 2009).

El papel especifico de ARID5B en la LLA infantil permanece indeterminado, pero la
acumulacion de pruebas parece indicar que este gen tiene un papel en el desarrollo de LLA.
Por ejemplo, los ratones knockout Arid5B presentan anormalidades en el desarrollo de los
linfocitos B (Lahoud et al., 2001; Paulsson et al., 2010), y la expresién de RNAm de ARID5B
es regulado en malignidades hematoldgicas como la leucemia promielocitica aguda (Chang

et al., 2008) y leucemia megacarioblastica aguda (Bourquin et al., 2006).

La creciente evidencia revela que las mutaciones y los polimorfismos de un solo
nucle6tido de ARID5B estan asociados con el desarrollo de LLA y LMA en la nifiez (Lin et
al., 2014).

Es importante destacar que todos los SNP’s significativos en ARID5B se encuentran
en el intron 3 (Figura 20) y el mecanismo por el cual estos afectan el riesgo de LLA, ain no

esta esclarecido (Gutiérrez et al., 2013).

(37073837 310740055 rs7087507

CTT

5 3

—u I Intron3| 1111 I'—

T%ﬁ? T

187923074 rs10761600

Figura 20. Distribucion de SNP’s asociados al desarrollo de leucemia dentro del gen ARI5B en el intron 3
Fuente: Gutiérrez et al (2013).
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Un total de cinco SNP’s en ARID5B se asociaron con LLA infantil los cuales fueron
identificados en los dos primeros GWAS realizados por Trevifio et al, y Papaemmanuil et al
(2009). En estos estudios, la sefial de asociacion més alta se encontré para los SNP’s

rs7089424 y rs10821936 (Tabla 2) (Trevifio et al., 2009, Papaemmanuil et al., 2009).

Tabla 2. SNP’s mas significativos reportados por GWAS vy estudios posteriores

Gene SNP P Study
157073837 p=1,03 x 107
1510740055 p=1,61x 107** Papaemmanuil et al., 2009,
¢ Trevifio et al., 2009, Migliorini
ARIDSB 157085424 p=1,41x 10" g g
TSR Y T et al., 2013, Xu et al., 2013,
rs p=1,40x q
Orsiet al., 2012
1510994582 p=5,7 x10°
rs6964823 p=18x 10"
0 Papaemmanuil et al., 2009,
o 154132601 p=9,3x10 Trevifio et al., 2009, Migliorini
rsrs6944602 p=15x10" et al,, 2013, Xu et al., 2013,
1511978267 p=g,2x 10" Orsi et al., 2012
- -8
TEZRRIEES) [P=EHDE 11 Papaemmanuil et al., 2009,
CEBPE 1510143875 p=1x10 Migliorini et al., 2013, Xu et
rs4982731 p=1x 10" al,, 2013, Orsi et al., 2012
153731217 p=1.13x 10"

La Asociacion de los SNP’s rs7089424 y rs10821936 con el riesgo de LLA fue
confirmado en varios estudios posteriores y en diferentes grupos étnicos, lo cual apoya la
hipotesis de que ARID5B esta claramente involucrado en un mecanismo general que

contribuye a la etiologia de la LLA infantil (Gutiérrez et al., 2017).

1.4.4.1 rs7089424 (G>T)

Es un SNP ubicado en el intron 3 del gen ARID5B (Gharbi et al., 2016), que consiste en una

modificacion de Guanina por Timina (Ensembl, 2016).

En el GWAS realizado por Papaemmanuil et al (2009), fue el SNP con la sefial de

asociacion mas alta (Gutiérrez et al., 2017).
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1.4.4.2 rs10740055 (A>C)

Es un SNP ubicado en el intrén 3 del gen ARID5B (Gutierrez et al., 2013), que consiste en
una modificacion de Adenina por Citosina
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs10740055)

Diversos estudios han demostrado una asociacion entre los polimorfismos del gen
ARID5B y la LLA (Al-absi et al., 2017) y han sido reproducibles en diferentes poblaciones
(Bekker et al., 2016).

Bekker et al (2016), realizaron un estudio de caso control en nifios mexicanos, para
evaluar la contribucion de los SNP’s rs10821936 y rs7089424 del gen ARID5B, en el
desarrollo de la LLA, participaron 285 nifios con LLA y 476 controles. Se encontraron
asociaciones entre los SNP rs10821936 y rs7089424 y la LLA.

Al-absi et al (2017), a través de un estudio que incluyd 136 nifios de origen yemeni
con LLA y 153 controles, investigaron la asociacion entre 14 SNP’s del ARID5B incluyendo
rs10740055 y rs7089424 y LLA. El modelo aditivo revel6 que los SNP con una asociacion
significativa con LLA fueron rs7073837, rs10740055, rs10994982 y rs4948487 (en
mujeres); y rs7089424, rs7896246, rs10821938 y rs7923074 (en hombres).

Gharbi et al (2016), en poblacion tunecina, identificaron que el SNP rs7089424 del
gen ARID5B, se asocié significativamente con un riesgo mayor de desarrollar LLA
pediatrica, cuyos resultados son consistentes con los hallazgos en las poblaciones europeas.

Zeng et al (2014), realizaron una revision sistematica, cuyos resultados indican que
los SNP’s rs10994982 y rs7089424 del gen ARID5B, se asociaron significativamente con

un mayor riesgo de LLA infantil.
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1.4.5. Gen IKZF1

El gen IKAROS con dedos de zinc familia 1 (IKZF1 por sus siglas en inglés) se localiza en

el cromosoma 7p12.2 (Bahari et al., 2016).

Esta compuesto por 8 exones, que abarcan un total de de 6 2 kb y que codifica una

proteina de 519 aminoacidos (Figura 21) (Olsson y Johansson, 2015).

El gen IKZF1 codifica para un factor de transcripcion dedos de zinc, IKAROS, el

cual es un regulador clave para la hematopoyesis (Rudant et al., 2015)

IKZF1 (Tp12.2)

Figura 21. Estructura del gen IKZF1
Fuente: Olsson y Johansson (2015)

Estudios de GWAS registraron asociacion significativa entre LLA y los SNP’s del
gen IKZF1 rs4132601, rs6964823, rs6944602 y rs11978267 (Bahari et al., 2016).

1.45.1. rs4132601 (G>T)

Este polimorfismo, se localiza en la region no traducida 5’UTR del gen IKZF1
(Gharbi et al., 2016). Es una variacion de Guanina por Timina
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?searchType=adhoc_search&type=
rs&rs=rs4132601).

Algunos estudios demostraron resultados inconsistentes entre SNP’s del gen IKZF1
y el riesgo de LLA en diferentes poblaciones (Bahari et al., 2016).

Bahari et al., en India (2016), confirmaron que el SNP rs4132601, alelo G del gen
IKZF1 incrementa el riesgo de LLA.
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Li et al (2015), a traves de una revision sistematica, sugieren que el SNP rs4132601 del gen

IKZF1, es un factor de riesgo para LLA.

1.4.6. Gen CEBPE

El gen proteina epsilon de unién potenciadora de CCAAT (CEBPE, por sus siglas en

inglés) se localiza en el cromosoma 14q11.2 (Al-absi et al., 2017).

La proteina codificada por este gen es un factor de transcripcion bZIP que puede
unirse como un homodimero a ciertas regiones reguladoras de ADN. También puede formar
heterodimeros con la proteina relacionada CEBP-delta. La proteina codificada puede ser
esencial para la diferenciacion terminal y la maduracion funcional de las células progenitoras
de granulocitos comprometidas. Las mutaciones en este gen han sido asociadas con la
Deficiencia de Granulos Especificos, un trastorno congénito raro. Se han descrito multiples
variantes de este gen, pero se ha determinado la naturaleza de longitud completa de s6lo una

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1053).

1.4.6.1. rs2239633 (C>T)

Esta ubicado en la region no traducida 5’UTR del gen CEBPE (Gharbi et al., 2016).
En el GWAS realizado por Papemmanuil et al, en CEBPE, la sefial de asociacion mas alta se
encontrd6 para este polimorfismo. Es wuna variacion de Citosina por Timina

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2239633).

Gharbi et al (2016), en poblacion tunecina, identificaron que el SNP rs2239633 del gen
CEBPE se asocia significativamente con un riesgo mayor de desarrollar LLA pediétrica,
cuyos resultados son consistentes con los hallazgos en las poblaciones europeas.

Sun et al (2015), realizaron un meta analisis incluyendo 22 estudios, el cual aportd pruebas
de que el SNP rs2239633 del gen CEBPE, se asocia con un menor riesgo de la LLA-B

infantil, en europeos.
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Wang, Chen, Sun, Sun y Liu (2015), a través de una revision sistematica demostraron que el
SNP rs2239633 del gen CEBPE, se asocio significativamente con el riesgo de LLA infantil.

En China, Yanggiong et al (2014), a través de una revision sistematica evaluaron la
asociacion entre el SNP rs2239633 del gen CEBPE vy la suceptibilidad para desarrollar LLA,
se encontro asociacion significativa. En los andlisis de subgrupos por etnicidad, se encontro
asociacion significativa entre los caucasicos y los hispanos, pero no en los asiaticos. Estos
investigadores sugieren que el SNP rs2239633 del gen CEBPE confiere un factor de riesgo
en la LLA.

Zhang et al (2015), realizaron una revision sistematica, cuyos hallazgos confirman

que el SNP rs2239633 del gen CEBPE, podria ser considerado un buen marcador de riesgo

de LLA infantil en los caucasicos, pero no en el este de Asia.
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II. OBJETIVOS

GENERAL

Determinar los polimorfismos genéticos que se asocian al desarrollo de Leucemia en nifios

del estado de Chiapas.

ESPECIFICOS

1. Analizar las caracteristicas clinicas y sociodemograficas del grupo de estudio.

2. Determinar la frecuencia de los SNP’s rs1801131 y rs1801133 del gen MTHRF en

nifios con Leucemia y nifios del grupo control.

3. Determinar la frecuencia del SNP rs25487 del gen XRCC1 en nifios con Leucemiay

nifios del grupo control.

4. Determinar la frecuencia de los SNP’s rs7089424 y rs10740055 del gen ARID5B,

en nifios con Leucemia y nifios del grupo control.

5. Determinar la frecuencia del SNP rs4132601 del gen IKZF1 en nifios con Leucemia
y nifios del grupo control.

6. Determinar la frecuencia del SNP rs2239633 del gen CEBPE en nifios con Leucemia
y nifios del grupo control.

7. Analizar la asociacion entre los SNP’s rs1801131 y rs1801133 del gen MTHRF,
rs25487 del gen XRCC1, rs7089424 y rs10740055 del gen ARID5B, rs4132601 del
gen IKZF1 y rs2239633 del gen CEBPE vy el desarrollo de Leucemia en nifios.
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1.  MATERIALY METODO

3.1. Disefio del estudio
Se realizd un estudio epidemioldgico de casos y controles, no pareado.

3.2. Lugar del estudio
El estudio se realiz6 en las instalaciones del laboratorio de investigacion del Hospital

Regional de Alta Especialidad “Ciudad Salud” y en el laboratorio de Diagnostico Molecular
de la Facultad de Ciencias Quimicas, UNACH.

3.3. Poblacion de estudio y recoleccion de muestras bioldgicas
Este estudio incluyo un total de 151 nifios, 46 nifios con diagnéstico confirmado de

Leucemia y 105 nifios sanos que conformaron el grupo control.

Las muestras de pacientes con diagndéstico confirmado de Leucemia se recolectaron
entre agosto del 2016 y octubre del 2017, en el Hospital de Especialidades Pediatricas de
Tuxtla Gutiérrez y en el area de Oncologia Pediatrica del Hospital General Tapachula, en
cualquier etapa de la enfermedad, de ambos sexos, previa firma de consentimiento informado

del padre o tutor del paciente, conforme a la Declaracion de Helsinki.

Criterios de exclusion: Presencia de otra neoplasia hematoldgica, que sea mayor de

18 afios.

Criterios de eliminacion: Que no acepte participar en el estudio y que no cumpla con

los criterios de inclusidn establecidos.

Los datos clinicos fueron recolectados de los expedientes de los pacientes. Los datos

recopilados incluyeron: edad, sexo y lugar de procedencia.

El grupo control estuvo integrado por nifios sin diagndstico de Leucemia, menores de
18 afos de edad, de ambos sexos, provenientes de la casa de salud ubicada en la 2° seccion
de Medio monte del municipio de Tuxtla Chico, previa firma de consentimiento informado

del padre o tutor del paciente, conforme a la Declaracion de Helsinki.
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Se recolect6 una muestra de sangre por puncion de la vena cubital, la cual se conservo hasta

su procesamiento a 4 °C.

3.4. Materiales

Para la toma de muestra se utilizaron tubos vacutainer de 5 ml de capacidad; con

anticoagulante EDTA.

Para la extraccion de ADN gendémico se empled el Kit comercial PureLink® Genomic
DNA Mini Kit de lamarca INVITROGEN ™ (Carlsbad, California, Estados Unidos) y etanol

absoluto de la marca Meyer.

Para las reacciones de gPCR en modalidades de genotipificacion se empled un
estuche comercial Tagman Genotyping Master Mix de la marca Applied Biosystems (Lincon
Centre Drive, Foster City, California 94404, USA). El ensayo de genotipificacion contiene
el conjunto de sondas y cebadores Tagman (Lincoln Centre Drive, Foster City, California
94404) para los SNPs rs 1801131 y rs 1801133 del gen MTHRF, rs 25487 del gen XRCC1,
rs 7089424 y rs 10740055 del gen ARID5B, rs 4132601 del gen IKZF1 y rs 2239633 del gen
CEBPE.

El material de plastico desechable empleado fue MicroAmp Optical 8 Cap Strip y
MicroAmp Fast 8-Tube Strip de la marca Applied Byosystems (Lincoln Centre Drive, Foster
City, California 94404, USA), se emplearon guantes latex sin polvo, marca Ambiderm Nitrilo
Soft (Alvaro Obregdn, México, DF).

3.5. Equipo

Se emple6 una microcentrifuga Prism R de la marca Labnet modelo C2500-R (Woodbrig,
New Jersey 08837, USA); un vortex Genie 2 de la marca Scientific Industries, INC. (70
Orville Drive, Bohemia, New York 11716 USA); un fotdmetro para la cuantificacion de las

muestras de ADN de la marca eppenderof bio-photometer (Westbury, New York, USA).
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Las reacciones de PCR se prepararon en una campana de PCR y se emplearon micropipetas

de volumen variable de la marca Accumax Pro (Gandhinargar, Gujarat-India).

La amplificacion se realizé en el Termociclador StepOne Real Time PCR System de la

marca Applied Biosystems (Lincoln Centre Drive, Foster City, California 99404, USA).

3.6. Metodologia experimental

3.6.1. Extraccion de ADN
La extraccion y purificacion del ADN se realizd empleando el kit comercial PureLink®
Genomic DNA Mini Kit de la casa comercial Invitrogen (Carlsbad, California, Estados
Unidos)

Lisado de sangre

e Se preparo el bafio Maria a 55° C

e Se agregd 200 uL de muestra a un tubo

e Seafiadid 20 pL de proteinasa K.

e Posteriormente se afiadio 20 uL de RNasas A.

e Se homogenizo en el vortex y se incubo a temperatura ambiente durante 2 minutos.
e Se afiadi6 200 pL de Genomic Lysis /Binding Buffer.

e Se homogenizo en vortex y se incub6 a 55° C por 10 minutos

e Posteriormente se afiadié a 200 uL de etanol (96-100%) y se mezclo en un vértex por

5 segundos y se prosiguio con la siguiente fase de la extraccion.

Fase de union del ADN

e Se paso la recoleccién a una columna y se centrifug6 a 11,500 rpm

e Se desechd el tubo colector y se colocé la columna en otro tubo

Fase de lavado del ADN

e Seafiadié 500 uL de tapén Buffer lavado

e Se centrifugo la columna a 11,500 rpm
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e Se desechd el tubo colector y la columna pasé a otro tubo colector
e Se afiadié 500 pL de Buffer lavado
e Se centrifugo a velocidad maxima por 3 minutos, posteriormente se desechd el tubo

colector y se guardé la columna

Fase de elucion del ADN

e Lacolumna se coloco en un tubo Eppendorf estéril de 1.5mL.

e Se agregd un volumen de 50uL del buffer de elucion PureLink® Genomic Elution
Buffer, directamente en la membrana de silicona de la columna.

e Lacolumna se centrifugd a 14,000 RPM por 1 minuto.

e La columna fue desechada y el ADN genomico purificado, se recolectd en el tubo

Eppendorf.

Para determinar la calidad del ADN, se realizé una electroforesis con gel de agarosa al

0.8% de la muestra obtenida.

Preparacion del gel de agarosa al 0.8%

Se pesaron 0.16 gr de agarosa en la balanza analitica, los cuales se disolvieron en 20
ml de solucién amortiguadora de TAE al 0.5X (Tris-Acetato-EDTA), la solucion se calento
en horno de microondas hasta su completa disolucion. Finalmente se agreg6 en los moldes

para geles y se espero hasta su polimerizacion, aproximadamente 20 minutos.

La electroforesis se llevo acabo con el siguiente protocolo:

e Se colocé el gel en la camara de electroforesis horizontal.

e Se cargaron las muestras (tomando con la micropipeta un volumen de 1 uL de ADN
y un volumen de 3 uL de buffer de carga y se mezcl6 perfectamente) en los pozos del
gel. En el carril nimero 1 se coloco el marcador de peso molecular para el ADN, en
los carriles siguientes las muestras de ADN.

e Se agrego la solucion buffer de TAE 0.5X lentamente hasta cubrir el gel
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e Se cerr6 la camara y se conectaron los electrodos a la fuente de poder, aplicando la
corriente aproximadamente a 80 volts, hasta que el colorante alcanzd las % partes del
gel (45 min)

e Al terminar la electroforesis, el gel de agarosa se revel6 con una solucion de Bromuro
de Etidio de 3 a 5 minutos, posteriormente se realiz6 un lavado en agua destilada
durante 5 minutos.

e Secoloco el gel en el transiluminador de luz ultravioleta (PROTEINSIMPLE Modelo
SA-1000, Santa Clara, CA, USA) para visualizaciéon de las bandas de los acidos
nucleicos, mediante la iluminacion con luz ultravioleta. Y capturada mediante la
camara del sistema fotodocumentador, lo que nos permitio observar las bandas de
ADN.

Posteriormente, se procedié a cuantificar el ADN obtenido, para tener muestras con
concentraciones de 50 ng/uL, se uso el equipo Eppendorf Bio-photometer de la empresa

Applied Biosystem.

Para la cuantificacion del ADN se uso el siguiente protocolo:

1. Se coloc6 50 pL de agua destilada (blanco) en una celda de poliestireno para medir en un
espectrofotébmetro de luz UV. Y se ajustd a cero la lectura del equipo, a una densidad Optica
de 260 y 280 nm.

2. Se coloco 1uL del ADN a cuantificar y se diluy6 con 49 uL de agua.
3. Se homogenizo por inmersidn y se procedio a leer las absorbancias.

La concentracién y el grado de contaminacién proteica del ADN obtenido, se calcularon por

medio de la siguiente formula:
ng de ADN/uL = (D.0.260) x (factor de dilucion) x (50)

El multiplicador 50, es un factor de correccion introducido debido a que la unidad de
densidad 6ptica con luz de longitud de onda 260 nm, corresponde con el valor de absorbancia
que tiene 50 ng de ADN/uL

Se considera como valores adecuados de cociente de D.O. (Densidad Optica) 260/280:
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e Los comprendidos entre 1.65 y 2.0, para la medida del grado de contaminacion
proteica.

e Valores inferiores a los sefialados indican contaminacion por proteinas o por

solventes organicos.

e Valores superiores parecen indicar un exceso de ARN.

Almacenamiento de muestras de ADN

Las muestras de ADN de concentracion aproximada de 50 ng/uL, se almacenaron en
tubos conicos a -20°C, con el fin de evitar tanto la degradacion progresiva del ADN, asi como

su posible contaminacion bacteriana.

Reaccion en cadena de la polimerasa del gen - globina
Se realiz6 la Reaccion en Cadena de la Polimerasa del gen f-globina empleando la enzima
DreamTaq®DNA Polimerasa, como control de calidad interno en el laboratorio de Biologia

molecular de las muestras de ADN extraidas y purificadas previamente.

Para la amplificacion de un fragmento de 262 pb del gen B-globina se emplearon los

siguientes iniciadores (primers) especificos de la marca Integrated DNA Tecnology.
La secuencia de nucle6tidos de cada primer es la siguiente:

B- globina Forward: 5"- GGT TGG CCA ATC TAC TCC CAG G-3
B- globina Reverse: 5" - TGG TCT CCT TAAACCTGTCTT G -3

Tabla 3. Volumenes de reaccion de la PCR del gen B-globina
Reactivo uL por reaccion

Agua grado Biologia Molecular 15.3
Buffer Dream® 2

Desoxirribonuclettidos trifosfatados 0.5
B-globina forward 2.5
B-globina reverse 25
DreamTag®DNA Polimerasa 0.2
ADN molde 2.0
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Los tubos preparados se colocaron en un termociclador modelo Prime Thermal Cyclers de

la marca TECHNE para iniciar la reacciéon de amplificacion con las siguientes condiciones

de tiempo y temperatura.

Tabla 4. Condiciones en el termociclador para PCR del gen -globina

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Precalentamiento 105°C 5 minutos 1
Desnaturalizacién inicial 94°C 5 minutos 1
Desnaturalizacion 94°C 20 segundos
Hibridacion 55°C 30 segundos 40
Extension 72°C 30 segundos
Extension final 72°C 5 minutos 1

3.6.2. Genotipificacion de SNP

La genotipificacion de los SNPs rs1801131 y rs1801133 del gen MTHRF, rs25487 del gen
XRCC1, rs7089424 y rs10740055 del gen ARID5B, rs4132601 del gen IKZF1 y rs2239633
del gen CEBPE se realizd por PCR en Tiempo Real, mediante la técnica de discriminacién

alélica.

3.6.2.1. Genotipificacion del SNP rs1801131

La deteccion del SNP rs1801131 (A1298C), se realizé empleando el ensayo C__ 850486 _20
TagMan® SNP Genotyping Assays de la marca Applied Byosistems (Foster City,CA,USA)

La secuencia de la sonda es la siguiente:

AAGAACGAAGACTTCAAAGACACTT [GIT] TTCACTGGTCAGCTCCTCCCCCCA
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Este ensayo incluye dos sondas complementarias a cada alelo, marcadas con fluorocromos
especificos para diferenciar cada uno. El alelo (C) esta marcado con el fluorocromo VIC ®

mientras que el alelo (A) esta marcado con el fluorocromo FAM™,

3.6.2.2.  Genotipificacion del SNP rs1801133

La deteccion del SNP rs1801133 (C677T) se realiz6 empleando el ensayo C__ 1202883 20
TagMan® SNP Genotyping Assays de la marca Applied Byosistems (Foster City,CA,USA)

La secuencia de la sonda es la siguiente:
GAAAAGCTGCGTGATGATGAAATCG [G/A] TCCCGCAGACACCTTCTCCTTCAA

La tecnologia de las sondas TagMan® de Applied Biosystems, incluyen dos sondas,
complementarias a cada uno de los alelos, marcadas con fluorocromos notificadores
especificos para identificar cada alelo. En este ensayo el alelo (C) estd marcado con el
fluorocromo VIC ® vy el alelo (T) con FAM™, En este proceso se usaron las condiciones

establecidas en el protocolo descrito por el fabricante.

3.6.2.3.  Genotipificacion del SNP rs25487

Se empled el ensayo C_622564_10 de la marca Applied Biosystems® TagManTM SNP
Genotyping assays.

La secuencia que se estudio es la siguiente:
GGGTTGGCGTGTGAGGCCTTACCTC[C/T]GGGAGGGCAGCCGCCGACGCATGCG

En los experimentos de genotipificacion, la PCR tiempo real incluye una sonda marcada con
fluorocromo especificos para cada alelo. Las sondas contienen diferentes fluorocromos
notificadores para diferenciar cada alelo. En este ensayo el alelo 1 (C) esta marcado con VIC
y el alelo 2 (T) con FAM.
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3.6.2.4. Genotipificacion del SNP rs7089424
Se empled el ensayo C_ 29243783 10 de la marca Applied Biosystems® TagManTM SNP

Genotyping assays.
La secuencia que se estudio es la siguiente:
AGCAGTGTTTGGTTATAGTTTAGTT [G/T] TGTGATGTTTTTTTTCTTGAGTGAT

En los experimentos de genotipificacion, la PCR tiempo real incluye una sonda marcada con
fluorocromo especificos para cada alelo. Las sondas contienen diferentes fluorocromos
notificadores para diferenciar cada alelo. En este ensayo el alelo 1 (G) estd marcado con VIC
y el alelo 2 (T) con FAM

3.6.2.5. Genotipificacion del SNP rs10740055

Se empled el ensayo C 496421 10 de la marca Applied Biosystems® TagManTM SNP
Genotyping assays.

La secuencia que se estudio es la siguiente:
CTAGGAACTTATACTTAGTTCAAACIA/CICAGCTTTCCAAATAGAAACCCTGTG

En los experimentos de genotipificacion, la PCR tiempo real incluye una sonda marcada con
fluorocromo especificos para cada alelo. Las sondas contienen diferentes fluorocromos
notificadores para diferenciar cada alelo. En este ensayo el alelo 1 (A) esta marcado con VIC
y el alelo 2 (C) con FAM.

3.6.2.6. Genotipificacion del SNP rs4132601
Se empled el ensayo C_ 26019772 10 de la marca applied biosystems. TagMan TM

SNP GenetypingAssays.

La secuencia de la sonda que se uso es la siguiente:
TGCAATCACAGAGAAAGATGCGCCT[G/T]JATCCAAGTTAATATCTCTAAGGT
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En los experimentos de genotipificacion, la PCR Tiempo Real incluyen una sonda
marcada con fluorocromos especificos para cada alelo (Discriminacion alélica). Las
sondas contienes diferentes fluorocromos notificadores para identificar cada alelo. En
este ensayo el alelo 1 (G) esta marcado con VIC y el alelo 2 (T) con FAM. En este proceso

se usaron las condiciones establecidas en el protocolo descrito por el fabricante.

3.6.2.7. Genotipificacion del SNP rs2239633
Se empled el ensayo C__ 335486 _1 de la marca Applied Biosystems. TagMan TM SNP

Genotyping Assays.
La secuencia de la sonda que se uso es la siguiente:
TAGGTCCTAGGAACAAGCTCTACAC[A/G] GAGCCTGCGTGGTGCTCCAGAGCA

En los experimentos de gen tipificacion, la PCR tiempo real incluyen una sonda marcada con
fluorocromos especificos para cada alelo (Discriminacion alélica). Las sondas contienen
diferentes fluorocromo notificadores para identificar cada alelo. En este ensayo el alelo 1 (A)
estd marcado con VIC y el alelo 2 (G) con FAM. En este proceso se usaron las condiciones

establecidas en el protocolo descrito por el fabricante.

3.6.2.8. Preparacion de la placa de reaccion

Para la genotipificacion de los SNPs rs1801131, rs1801133, rs25487, rs7089424,
rs10740055, rs4132601 y rs2239633, se realizaron los calculos correspondientes para
determinar los volumenes requeridos para preparar la solucion Master Mix a un volumen
final de 10 pL. en la tabla 10 se muestra los voliumenes de cada reactivo para una reaccion
(1X). Los reactivos se homogenizaron perfectamente en un tubo Eppendorf de 1.5uL para

preparar la solucion master mix.

Tabla 5. Volimenes de reaccion para la genotipificacion de los SNP

Reactivo pL por reaccion (1x)
TagMan® genotyping Master Mix 5uL
TagMan® SNP Genotyping Assays 0.5 pL
DNase-Free water 4.5 L
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1. Posteriormente en un tubo de reaccion Applied Biosystems® MicroAmp® se agrego
un volumen de 10uL de la solucién Master Mix y se afiadié 1 uL de ADN de genotipo
desconocido.

2. Se montd un control negativo (NTC) y un control de ADN de genotipo conocido en
cada placa para validar la reaccion.

3. Unavez que se realizaron las reacciones correspondientes, los tubos fueron sellados
perfectamente con tapas Opticas MicroAmp® optical 8-cap Strip para disminuir el
riesgo de contaminacion en la reaccion de PCR.

4. La genotipificacion se realiz6 en un termociclador StepOne Real Time PCR System
de la marca Applied Biosystems. se coloco la placa de reaccion con los tubos sellados
perfectamente, para dar inicio al programa, con las siguientes condiciones de tiempo
y temperatura:

Tabla 6. Condiciones en el termociclador para PCR en tiempo real.

Etapa Temperatura tiempo Ciclos
Activacion de la enzima 95 10 min. 1
Desnaturalizacion 95 15 seg.
. - - . 40
Alineamiento/ Extendido 60 1 min.

El anélisis de los resultados de la genotipificacion de los polimorfismos se realizé en el
programa StepOne software v. 2.1 incluido en el sistema del termociclador. Los resultados

se exportaron a un documento Excel, para su analisis estadistico.
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3.6.3 Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizd el analisis de chi-cuadrada para determinar las
diferencias en la distribucion genotipica entre los casos y controles. Las frecuencias
genotipicas y alélicas fueron expresadas por percentiles. Los resultados de analisis de
genotipificacion se analizaron con el programa SNPstat.La magnitud de la asociacion entre
LLA y los SNP’s se calculé mediante el valor de Odds Ratio (OR por sus siglas en inglés) y
el correspondiente intervalo de confianza (I1C) del 95%. Los datos fueron analizados mediante
el programa estadistico SPSS version 21. Los valores p<0.05 fueron considerados

estadisticamente significativos.
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IV. RESULTADOS

1. Describir las caracteristicas clinicas y sociodemograficas del grupo de estudio.

La poblacion de estudio incluy6 un total de 46 pacientes pediatricos diagnosticados con
Leucemia, procedentes del Hospital de Especialidades Pediatricas de Tuxtla Gutiérrez (63%)

y el Hospital General Tapachula (37%); y 105 nifios sanos que conformaron el grupo control.

De los 46 pacientes, 29 (63%) fueron varones y 17 (37%) mujeres. La edad media fue de 7.8
afios (rango 1-16). En relacidn al grupo control, 61 (68%) fueron fueron mujeres y 44 (42%)

varones; la edad media fue de 9.9 afios (rango 4-17) (tabla 7).

Tabla 7. Caracteristicas sociodemograficas de pacientes con Leucemia y grupo control.

Caracteristica Casos (n=46) Controles (n=105)
Edad promedio+DE 7.814.64 9.94+3.10
Género, n (%)

Nifos 29 (63) 44 (42)
Nifas 17 (37) 61 (68)

DE: Desviacion estandar

En relacion al tipo de Leucemia de los pacientes, 46 (98%) de los casos fue LLA y 1 (2%)
fue Leucemia Granulocitica Crénica (LGC).

Grafica porcentual del tipo de Leucemia.
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2. Determinar la frecuencia de los SNP’s rs1801131 y rs1801133 del gen MTHRF

en nifos con Leucemia y nifios del grupo control.

Las frecuencias genotipicas y alélicas de los SNPs A1298C y C677T del gen MTHFR se
observa en la tabla 8.

Las frecuencias genotipicas de 1298AA, 1298AC, 1298CC fue 74%, 26% y 0% para los
casos y 93%, 6% y 1% para los controles, respectivamente. La frecuencia del alelo C en el
grupo de casos fue significativamente mas alta que en el grupo control (13% contra 4%
p=0.002). De la misma forma, segun la tabla 13, se observa una asociacion significativa con
el modelo genético dominante (OR=4.94, 95% CI, 1.80-13.57) p=0.001 lo cual nos indica
que la presencia de una o dos copias del alelo C aumenta el riesgo de 4.94 veces a desarrollar

leucemia.

Las frecuencias genotipicas de 677CC, 677CT, 677TT fue 9%, 48% y 43% para los casos y
8%, 3% y 62% para los controles, respectivamente. No se encontraron diferencias
significativas en las frecuencias genotipicas ni en las frecuencias alélicas en el grupo de casos

ni en el grupo control (tabla 8).

Tabla 8. Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos rs1801131 y rs1801133 de casos y controles

Genotipo Alelo
GEN Control LLA EHW Control LLA
(rs) n (%) n (%) p-value n (%) n (%) p-value
MTHFR A/A 98 (93) 34 (74) 0.13 A 202 (96) 80 (87) 0.002*
rs1801131 AIC 6 (6) 12 (26) C 8 (4) 12 (13)
cic 1(1) 0(0)
MTHFR c/C 8(8) 4(9) 0.17 C 48 (23) 30 (33) 0.057
rs1801133 cIT 32 (30) 22 (48) T 162 (77) 62 (67)
T/IT 65 (62) 20 (43)

EHW: Equilibrio Hardy-Weinberg.
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3. Determinar lafrecuencia del SNP rs25487 del gen XRCCL1 en nifios con Leucemia

y nifios del grupo control.

Las frecuencias genotipicas y alélicas del SNP rs25487 se observa en la tabla 9. Las
frecuencias genotipicas de GG, GA y AA fue 46%, 44% y 10% para los casos y 59%, 34% y
7% para los controles, respectivamente. No se encontraron diferencias significativas en las
frecuencias genotipicas ni en las frecuencias alélicas en el grupo de casos ni en el grupo

control.

Tabla 9. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs25487 de casos y controles.

Genotipo Alelo
GEN Control LLA EHW Control LLA
(rs) n (%) n (%) p-value n (%) n (%) p-value
XRCC1 GIG 62 (59) 18 (46) 0.59 160 (76) 53 (78) 0.15
rs25487 GIA 36 (34) 17 (44) 50 (24) 25 (22)
AJA 7(7) 4 (10)

EHW: Equilibrio Hardy-Weinberg.

4. Determinar la frecuencia de los SNP"s rs7089424 y rs10740055 del gen ARID5B,

en nifos con Leucemia y nifos del grupo control.

Las frecuencias genotipicas y alélicas del SNP rs7089424 se observa en la tabla 10. Las
frecuencias genotipicas de AA, AC y CC fue 4%, 41% y 54% para los casos y 9%, 45% y 47%
para los controles, respectivamente. No se encontraron diferencias significativas en las
frecuencias genotipicas ni en las frecuencias alélicas en el grupo de casos ni en el grupo

control.

Las frecuencias genotipicas y alélicas del SNP rs10740055 se observa en la tabla 10. Las
frecuencias genotipicas de TT, TG y GG fue 4%, 96% y 0% para los casos y 6%, 94% y 0%

para los controles, respectivamente. No se encontraron diferencias significativas en las
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frecuencias genotipicas ni en las frecuencias alélicas en el grupo de casos ni en el grupo

control.

Tabla 10. Frecuencia genotipicas y alélicas del los polimorfismos rs7089424 y rs10740055 de casos y controles

Genotipo Alelo
GEN Control LLA HWE Control LLA
(rs) n (%) n (%) p-value n (%) n (%) p-value
ARIDS5B AIA 9(9) 2(4) 0.82 65 (31) 23 (25) 0.29
rs7089424 AIC 47 (45) 19 (41) 145 (69) 69 (75)
ciC 49 (47) 25 (54)
111 (53) 48 (52)
ARID5B T/T 6 (6) 2(4) 0.001 0.91
rs10740055 TIG 99 (94) 44 (96) 99 (47) 44 (48)
GIG 0 0

EHW: Equilibrio Hardy-Weinberg.

5. Determinar la frecuencia del SNP rs4132601 del gen IKZF1 en nifios con Leucemia y

nifios del grupo control.

Las frecuencias genotipicas y alélicas del SNP rs4132601 se observa en la tabla 11. Las
frecuencias genotipicas de AA, AC y CC fue 43%, 46% y 11% para los casos y 56%, 37% y
7% para los controles, respectivamente. No se encontraron diferencias significativas en las

frecuencias genotipicas ni en las frecuencias alélicas entre los 2 grupos.

Tabla 11. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs4132601de casos y controles.

Genotipo Alelo
GEN Control LLA EHW Control LLA
(rs) n (%) n (%) p-value n (%) n (%) p-value
IKZF1 AIA 59 (56) 20 (43) 157 (75) 61 (66) 0.13
rs4132601 AIC 3937) 21 (46) 0.8 53 (25) 31 (34)
cic 7(7) 5 (11)

EHW: Equilibrio Hardy-Weinberg.
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6. Determinar la frecuencia del SNP rs2239633 del gen CEBPE en nifios con

Leucemia y nifios del grupo control.

Las frecuencias genotipicas y alélicas del SNP rs2239633 se observa en la tabla 12. Las
frecuencias genotipicas de CC, CT y TT fue 29%, 55% y 16% para los casos y 41%, 59% y
0% para los controles, respectivamente. La frecuencia del genotipo homocigoto CC en el

grupo de casos fue significativamente mas baja que en el grupo control (29% contra 41%

p=0.01).

Tabla 12. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs2239633 de casos y controles.

Genotipo Alelo
GEN Control LLA EHW Control LLA
(rs) n (%) n (%) p-value n (%) n (%) p-value
CEBPE CIC 43 (41) 12 (29) 0.001 148 (70) 47 (56) 0.01*
rs2239633 cIT 62 (59) 23 (55) 62 (30) 37 (44)
TIT 0 (0) 7 (16)

EHW: Equilibrio Hardy-Weinberg.

7. Analizar la asociacion entre los SNPs rs 1801131 y rs 1801133 del gen MTHRF, rs 25487
del gen XRCC1, rs 7089424 y rs 10740055 del gen ARID5B, rs 4132601 del gen IKZF1y rs
2239633 del gen CEBPE vy el desarrollo de Leucemia en nifios y nifios del grupo control.

Para estudiar la asociacion entre los 7 polimorfismos genéticos seleccionados vy el
desarrollo de Leucemia, se compararon las frecuencias genotipicas y alélicas entre los grupos

de estudio.
El analisis de asociacion por frecuencias genotipicas mostré que los SNP’s rs1801131

del gen MTHFR vy rs2233696 del gen CEBPE, se encontraron asociados con la Leucemia,

los cuales mostraron los dos resultados mas significativos (Tabla 13).
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Tabla 13. Analisis estadistico de asociacion de SNPs con el desarrollo de LLA.

Modelo ; Control n o o )
genético Genotipo (%) LLA n (%) OR 95%IC p-value
MTHFR AIA 98 (93.3%) 34 (73.9%) 1
rs1801131 AIC 6(G.7%)  12(261%) o (525'())1' 0.002
Codominante c/C 1 (1%) 0 (0%) 0.00 (0.00-NA)
4.94 (1.80-
A/C-C/C 7(6.7% 12 (26.1% 0.001
Dominante ( ) ( ) 13.57)
AJA-C/C 99 (94.3%) 34 (73.9%) 1
Log-additive 3.76 (1.45-9.74) 0.005
rs1801133 ci/C 8 (7.6%) 4 (8.7%) 1
Codominante CIT 32 (30.5%) 22 (47.8%) 1.37(0.36-5.13) 0.63
T/T 65 (61.9%) 20 (43.5%) 0.61 (0.16-2.25)
Dominante CIT-TIT 97 (38.1%) 42 (56.5%) 0.86 (0.24-3.03) 0.82
CEBPE cl/c 43 (41%) 12 (29%) 1
rs2239633 CIT 62 (59%) 23 (55%) 1.33 (0.60-2.96) 0.0001
Codominante TIT 0 (0%) 7 (17%) 0.00 NA
Dominante CIT-TIT 62 (59%) 30 (71.4%) 1.73(0.80-3.76) 0.16
Log-additive 2.63 (1.32-5.24) 0.004
IKAROS AIA 59(56.2%) 20 (43.5%) 1
rs4132601 AIC 39(37.1%) 21 (45.6%) 1.59 (0.76-3.31) 0.32
Codominante c/C 7 (6.7%) 5 (10.9%) 2.11 (0.60-7.39)
Dominante A/C-C/C 46 (43.8%) 26 (56.5%) 1.67 (0.83-3.35) 0.15
ARID5B TIT 6 (5.7%) 2 (4.3%) 1
rs10740055 TIG 99 (94.3%) 44 (95.7%) 1.33 (0.26-6.87) 0.73
Codominante GIG 0 (0%) 0 (0%)
rs7089424 AIA 9 (8.6%) 2 (4.3%) 1
Codominante AIC 47 (44.8%) 19 (41.3%) 1.81(0.35-9.21) 0.46
cl/C 49 (46.7%) 25 (54.4%) 2.29 (0.46-1.44)
Dominante AIC-CIC 96 (91.4%) 44 (95.7%) 2.06 (0.42-9.95) 0.36
XRCC1 G/G 62 (59%) 18 (46%) 1
rs25487 GIA 36 (34%) 17 (44%)  1.63 (0.75-3.55) 0.37
Codominante AIA 7 (7%) 4 (1%) 1.97 (0.52-7.49)
Dominante G/A-A/A 43 (41%) 21 (53.9%) 1.68 (0.80-3.53) 0.17

OR: Odds Ratio
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V. DISCUSION

En 2009, se realizé el primer estudio de asociacion del genoma completo en LLA infantil,
que se integro por 2 estudios de casos y controles, conformado por 907 casos de LLA infantil
y 2,398 controles; y se demostrd la asociacion significativa de IKZF1 rs4132601, ARID5B
rs7089424 y CEBPE rs2239633. Lo anterior, evidencia que los alelos de susceptibilidad de
baja penetrancia comunes, contribuyen al riesgo de desarrollar LLA infantil (Papaemmanuil
et al., 2009).

En la presente tesis, mediante un estudio de casos y controles, se determinaron que 2
SNP’s mostraron asociacion significativa, rs1801131 en MTHFR y rs2239633 en CEBPE,
con el desarrollo de Leucemia en nifios del Estado de Chiapas.

En relacién al polimorfismo rs1801131 (A1298C), en nuestro estudio encontramos
una asociacion significativa con el modelo genético dominante (OR=4.94, 95% ClI, 1.80-
13.57) p=0.001, lo cual nos indica que la presencia de una o dos copias del alelo C aumenta
el riesgo de 4.94 veces a desarrollar leucemia.

Nuestros resultados son similares a los obtenidos por Kaluzna et al (2017), quienes
demostraron que el alelo 677T MTHFR solo o en combinacion con el alelo 1298C MTHFR,
incrementa significativamente el riesgo de LLA en una poblacién polaca menor de 18 afios.

Moulik et al (2014), en el norte de la India, también obtuvieron un hallazgo similar,
a traves de una revision sistematica, encontraron que el alelo 1298C fue asociado con un
aumento en el riesgo de LLA (OR 4.44, 95% CI 2.19-8.99, p=<0.0001 para el genotipo CC).
El alelo C fue asociado con un incremento en el riesgo de LLA infantil (OR 1.87, 95% ClI
1.39-2.51, p=0.0001)

De la misma manera, nuestros resultados son semejantes a los reportados por Li et
al (2014), en China, los cuales identificaron asociacién significativa del SNP A1298C con la
susceptibilidad a la LLA infantil. La frecuencia del alelo 1298C fue significativamente mas

alta en los pacientes con LLA que en el grupo control (23.5% contra 14.5%, p=0.026). La
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frecuencia del alelo C (genotipo AC+CC) en los pacientes con LLA fue significativamente

mayor, que en el grupo control (44.96% contra 28%, p=0.015).

En otro estudio realizado en la Republica de Filipinas, Alcasabas et al (2008), también
encontraron que el SNP A1298C fue asociado significativamente con riesgo para LLA. Ellos
descubrieron que los pacientes con LLA tuvieron mayor frecuencia de los genotipos AC, CC,
y AC+CC que el grupo control (70% contra 59.4%), (OR 1.57, 95% CI 1.08-2.28, p=0.02).

En México, Gutiérrez et al (2016), también obtuvieron resultados semejantes a los
nuestros, ellos encontraron una asociacion significativa con el genotipo CC, los portadores
de dos copias del alelo C tienen un aumento del riesgo de 6.48 veces (OR=6.48; 95% ClI,
1.26-33.2; p=0.025).

Se han reportado también diversos estudios, cuyos hallazgos evidencian al SNP
A1298C como un factor protector contra la LLA. En una revision sistematica realizada por
Lien et al (2017); identificaron que los genotipos CC y AC tienen un rol protector contra
LLA y LMA en poblaciones infantiles de Europa (RR=0.89.48; 95% CI, 0.82-0.98,
p=0.0124).

Asi también, en Iran, en una investigacion realizada por Bahari et al (2016),
demostraron que el genotipo heterocigoto AC disminuye el riesgo de LLA, en comparacion
con el genotipo homocigoto AA (OR=0.43, 95% CI, 0.21-0.90, p=0.037). El alelo C no fue
asociado con LLA (OR=1.36, 95% CI, 0.93-1.98, p=0.12).

Por el contrario, otros estudios evidenciaron no asociacion entre el SNP A1298C y
LLA. En Taiwan, Pei et al (2015), encontraron que la frecuencia de los genotipos AA, AC,

CC y AC+CC, fue similar en los pacientes con LLA y el grupo control (p=0.8984).

En una revisién sistematica realizada por Zintzaras et al (2012), de la misma manera,
identificaron que el SNP A1298C no fue asociado significativamente con la susceptibilidad
a LLA.

En relacion al segundo polimorfismo SNP rs2239633 en CEBPE, que mostrd
asociacion significativa con el desarrollo de Leucemia, se han reportado resultados similares

en estudios previos.
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En China, Wang et al (2015), en una revision sistematica encontraron que el SNP rs2239633
en CEBPE, fue asociado significativamente con el riesgo de LLA infantil, con el modelo
genético aditivo (OR=1.19, 95% CI 1.11-1.28, p<0.01). En el analisis estratificado por
etnicidad, se encontrd asociacion significativa entre el rs2239633 en CEBPE y LLA en el
subgrupo Caucésico (OR=1.19, 95% CI 1.09-1.30, p<0.01) y el subgrupo Hispanico
(OR=1.39, 95% CI 1.18-1.63, p<0.01). No se encontrd asociacion significativa en el
subgrupo Asiatico (OR=1.05, 95% CI 0.90-1.22, p=0.53)

De igual forma, en una revisiéon sistematica, Zhang et al (2015), encontraron
asociacion significativa del SNP rs2239633 en CEBPE con el riesgo de LLA infantil bajo el
modelo dominante (OR=1.27, 95% CI 1.15-1.39, p<0.00001) y el modelo recesivo
(OR=1.23, 95% CI 1.14-1.33, p<0.00001). Con base en estos modelos genéticos,
encontraron asociacion significativa del SNP rs2239633 en CEBPE con LLA en Caucésicos,
modelo dominante (OR=1.31, 95% CI 1.18-1.46, p<0.00001), y modelo recesivo
(OR=1.32,95% CI 1.21-1.44, p<0.00001), pero no encontraron asociacion significativa con

la poblacion del este de Asia.

En 2014, Yanggiong et al., en un meta andlisis, reportaron asociacion significativa
entre el SNP rs2239633 del gen CEBPE vy la susceptibilidad para desarrollar LLA infantil
(OR=1.19, 95% CI 1.11-1.28). En los analisis de subgrupos por etnicidad, se encontrd
asociacion significativa entre los caucasicos (OR=1.19, 95% CI 1.09-1.30) y los hispanos
(OR=1.39, 95% CI 1.18-1.63), pero no en los asiaticos (OR=1.05, 95% CI 0.90-1.22).

En 2009, como se menciond anteriormente, Papaemmanuil et al., demostraron
asociacion significativa de rs2239633 en CEBPE con el riesgo de desarrollar LLA infantil.
(OR=1.34, p=2.88 x107).

Estudios previos, evidencian que el rs2239633 en CEBPE, confiere un efecto
protector contra la LLA. En Tunez, Gharbi et al (2016), identificaron que el SNP rs2239633
en CEBPE se asocia significativamente con un riesgo menor de desarrollar LLA infantil, con

los modelos genéticos siguientes, el genotipo heterocigoto CT, bajo el modelo codominante
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(OR=0.34, 95% CI1 0.15-0.72, p=0.0025) y el genotipo homocigoto TT, modelo dominante
(OR=0.25,95% CI1 0.08-0.77, p=0.0088) y los genotipos CT+TT en el modelo codominante
(OR=0.32, 95% CI1 0.15-0.65, p=0.00064). El andlisis de regresion logistica demostr6 que
el alelo T fue asociado con un efecto protector en el riesgo de LLA infantil (OR=0.47, 95%
Cl1 0.29-0.75, p=0.0010).

Sun et al (2015), en una revision sistematica, encontraron que el SNP rs2239633 en
CEBPE, se asocia significativamente con un bajo riesgo de desarrollar LA infantil (A contra
G, OR=0.87, 95% CI 0.80-0.94, p<0.001). En el analisis estratificado por etnicidad, la
asociacion fue observada en europeos (A contra G, OR=0.80, 95% CI 0.76-0.84, p<0.001)

pero no en asiaticos.

Se han reportado resultados contradictorios, los cuales evidencian la no asociacion
del SNP rs2239633 en CEBPE con el riesgo de LLA. En Yemen, Al-absi et al (2017), no
encontraron asociacion significativa entre el rs2239633 y la susceptibilidad de LLA. La
frecuencia de los genotipos TC, CC, y TC+CC, fue similar en los pacientes con LLA y el
grupo control (OR=0.75, 95% CI 0.28-2.06, p=0.581). La frecuencia del alelo C no fue
asociado significativamente con el riesgo de LLA infantil (OR=1.25, 95% CI 0.84-1.88,
p=0.274).

En México, Bekker et al (2016), obtuvieron resultados contrarios a los nuestros, ellos
no encontraron asociacion significativa del rs2239633 en CEBPE con el riesgo de desarrollar
LLA. Las frecuencias de los genotipos GA y AA, fue similar en los pacientes con LLA y el
grupo control (OR=0.83; 95% CI, 0.6-1.0).

De los SNP’s que no tuvieron asociacion con LLA, en el presente trabajo de
investigacion: rs1801133, rs25487, rs7089424, rs10740055 y rs4132601, a la par estos

resultados son similares con otros estudios descritos a continuacion.
Li et al (2015), en una revisién sistematica que comprendi6 51 estudios de casos y

controles, no encontrd evidencia de asociacion significativa entre el SNP C677T (rs1801133)

y el riesgo de LLA en nifios caucasicos.
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En China, Li et al (2014) no encontraron diferencias significativas para las frecuencias de los
genotipos 677CC, 677CT y 677TT entre pacientes con LLA menores de 12 afios y el grupo

control.

Goricar et al (2015), en un estudio que incluyo 121 nifios con LLA y 184 controles

de origen esloveno, el rs25487 no present6 asociacion con susceptibilidad a LLA.

En Polonia, Stanczyk et al (2011), realizaron un estudio de 97 nifios con LLA (edad
promedio 5.4 + 2.5) y 131 nifios sanos (edad promedio 6.2 + 2.8), cuyos hallazgos también
sugieren que el SNP Arg399GIn, no esta asociado con el riesgo de LLA infantil en la

poblacion polaca.

Canalle et al (2011), llevaron a cabo un estudio en poblacion brasilefia, conformada
por 206 nifios con LLA y 364 controles, en el cual no se observaron diferencias significativas

entre los grupos analizados con respecto al codon 399 de XRCC.

En México, Meza et al (2009), realizaron un estudio en 120 nifios con LLA
diagnosticado clinica e histopatologicamente en Guadalajara, Jalisco, y un grupo control
compuesto por 120 individuos sanos seleccionados al azar de donantes de sangre, en cuyos
resultados no se observaron diferencias significativas en las frecuencias de alelos y genotipos
para el SNP Arg399GIn entre pacientes y controles.

Urayama et al (2018), en un estudio que incluyo 527 pacientes con LLA (entre 0.3y
16.8 afios) y 3,882 controles, con una edad promedio de 4.5 afios, encontraron que el
rs4132601 en IKZF1 no mostré asociacion con LLA en poblacién japonesa.

Kreile et al (2016), en la Republica de Letonia, a través de un estudio integrado por
77 pacientes (entre 1y 18 afios) y 122 controles, no encontraron asociacion estadisticamente

significativa entre el rs4132601 en IKZF1 y LLA infantil.

Kennedy et al (2015), realizaron un estudio en una poblacién multiétnica (blancos no

hispanos, blancos hispanos y negros) recidentes en Houston, Texas, que incluy6 161 nifios
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con LLA y 231 controles, en cuyos resultados no se encontrd asociacion significativa para
rs4132601 en IKZF1 y LLA infantil.

Lin et al (2014), en un estudio realizado en una poblacién china, integrada por 79
nifios con LLA y 80 controles, observaron que los SNP’s rs4132601 en IKZF1 y rs10740055

y 157089424 en ARID5B, no tuvieron diferencia significativa entre LLA y controles.

En China, Wang et al (2013) en un estudio conformado de 570 nifios con LLA y 673

controles, no encontraron asociacion significativa entre el rs4132601 en IKZF1y LLA.
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VI.

CONCLUSIONES

Los polimorfimos rs1801131 del gen MTHFR y rs2239633 del gen CEBPE estan
asociados estadisticamente a LLA.

Los pacientes que son portadores heterocigotos y homocigotos del alelo C del
polimorfismo rs1801131 del gen MTHFR tienen 4.94 veces mas riesgo de desarrollar
Leucemia.

En nuestra poblacion de estudio, los SNP’s rs1801133 del gen MTHRF, rs25487 del
gen XRCC1, rs7089424 y rs10740055 del gen ARID5B y rs4132601 del gen IKZF1

no estan asociados estadisticamente con LLA.
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VIII.  ANEXOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN EL
PROYECTO DE INVESTIGACION:

“POLIMORFISMOS GENETICOS ASOCIADOS AL DESARROLLO
DE LEUCEMIA EN NINOS DEL ESTADO DE CHIAPAS”

En forma voluntaria, acepto y autorizo que mi hijo participe en este proyecto de investigacion, cuyo
objetivo es identificar polimorfismos genéticos asociados al desarrollo de Leucemia en nifios < de 18
afos. Entiendo que su participacion consiste en la extraccion de una muestra sanguinea, lo cual no
conlleva posibles riesgos y/o complicaciones inherentes. El tiempo de duracion de su participacion,
sera Unicamente el dia que le extraigan la muestra. Comprendo que el estudio esta disefiado para
incrementar los conocimientos médicos y que los resultados de este estudio seran publicados en
revistas cientificas, conservando la privacidad y confidencialidad, para lo cual, la informacion no
tendrd mi nombre. Asimismo esta informacion no sera utilizada para fines distintos a lo aqui esta
considerado.

Mi hijo tiene la plena libertad de no participar en esta investigacion en cualquier momento, sin que
esto le perjudique en la atencion médica que viene recibiendo en este Hospital.

Manifiesto que estoy satisfecho (a) con la informacion recibida del investigador, quien me ha dado la
oportunidad de preguntar y resolver las dudas y todas ellas han sido resueltas a satisfaccion. Yo he
entendido sobre el objetivo de este proyecto, ademas comprendo y acepto el alcance de la
participacion de mi hijo que aqui autorizo.

(NOMBRE Y FIRMA DEL PADRE)
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