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RESUMEN

Introduccion: En México, el cancer en nifios ocupé segundo lugar en poblacion de 1 a 14 afos en
el 2000. Las leucemias agudas son mas frecuentes en la infancia el costo de atencién aproximado
es de 620 mil dolares anuales.

Objetivo General: Analizar factores de riesgos ambientales y genéticos en poblacién pediatrica del
Hospital General de Zacatecas de los Servicios de Salud, con leucemia linfoblastica aguda (LLA).

Material y Métodos: Se realizé estudio Casos y Controles 1:1, los nifios casos diagnosticados con
LLA y los controles fueron nifios que ingresaron a cirugia programada por traumatismos, sin
complicaciones, residentes de Zacatecas. Bajo previo consentimiento informado a los
padres/tutores, se aplic6 encuesta estructurada y se tomé muestra venosa 2 ml para
determinaciones de polimorfismos CTLA4, las cuales fueron procesadas en el laboratorio de
Patologia y Diagnostico Molecular de la Universidad Autbnoma de Zacatecas. Se realiz6 analisis
estadistico con SPSS® 20 y GraphPad Prism® 6.03 y pruebas para desviacién de equilibrio de
Hardy-Eeinberg y asociacion.

Resultados: Fueron 20 casos:20 controles con un rango de edad en los casos de 2 a 18 afios
(media 7.9 + 2.1) y controles de 2 a 17 afios(media 6.4 + 3.2), razon hombre-mujer 1.1:1. Los
factores de riesgo con significancia clinica: antecedentes heredofamiliares de cancer OR 4;
exposicion a pesticidas OR 2.6 y solventes OR 2 (p < 0.05). La distribucién de alelos en ambos
polimorfismos sin desvio (Hardy-Weinberg, p > 0,05). No hubo correlacién con significancia
estadistica entre los polimorfismos genéticos evaluados. No hubo asociaciéon entre sexo, edad o
tipo de leucemia con los niveles de proteinas solubles.

Conclusiones: Los factores de riesgo con significancia fueron similares a otros reportes. Es
necesario incrementar el nimero de individuos para obtener datos significativos.

1. INTRODUCCION

El antigeno 4 de los linfocitos T citotéxicos (CTLA-4) es una molécula con un importante papel en
la activacion de los linfocitos T (1), que cuando se une a su ligando induce una sefial negativa,
inhibiendo la proliferacién y activacién de los linfocitos T a través de diferentes mecanismos. (2,3).
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Existen varios polimorfismos de nucleotido simple (SNP) en el gen que codifica para la proteina
CTLA-4, los cuales se han asociado a susceptibilidad a las enfermedades autoinmunes y
recientemente al cancer en humanos, (4). Uno de ellos es CTLA-4 A>G (rs231775), localizado en
el exon 1, el cual produce una sustitucion Thr>Ala; el genotipo 49GG induce una mayor
proliferacion de células T que el genotipo 49AA (5) y el SNP CT60 (rs3087243), localizado en la
region 3’'UTR, se relaciona con un incremento en la expresion de la proteina soluble CTLA-4 para
los genotipos GG y GA, con respecto al AA (6).

Hay pocos estudios en los cuales se evalle la relacién entre los polimorfismos de CTLA-4 con la
leucemia linfoblastica aguda infantil, por lo que el objetivo de este trabajo es evaluar esta relacién y
buscar otros factores de riesgo ambientales.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

Casos y controles

Los pacientes participantes fueron nifios entre 3 a 18 afios de edad, diagnosticados con LLA y
atendidos en el Hospital General de Zacatecas “Luz Gonzalez Cosio”, reclutados entre Octubre del
2012 a Septiembre del 2013. El estudio fué aprobado por el Comité Institucional de Etica y solo se
enrolaron en el studio pacientes cuyos padres firmaron carta de consentimiento informado. Los
criterios de inclusion fueron: pacientes menores de 18 afios con LLA, de acuerdo a la calsificacion
FAB, sin otra dysplasia ni enfermedad autoimmune. Los controles fueron nifios de la misma edad,
sin historia de malignidad, que llegaron al hospital por traumatismos y cuyos padres permitieran su
inclusién en el estudio también por carta de consentimiento informado. Se aplicé encuesta a casos
y controles para evaluar factores de riesgo.

Genotipo CTLA-4

Se extrajo sangre periférica y de esta se obtuvo ADN por un método de extraccibn comercial de
columna, (Maestrogen, Inc., Nevada USA), brevemente, se recolect6 el paquete celular y se afiadio
solucién de lisis. EI ADN unido se separd en una columna de afinidad, se lavé y eluyé. Se realize
PCR en tiempo real para evaluar el genotipo (TagMan® SNP Genotyping Assays, Applied
Biosystems, USA), de acuerdo a los protocolos establecidos por el fabricante y se evaluaron en un
7500 Fast Real Time PCR (Applied Biosystems, USA) y se us6 el Software del fabricante para el
analisis (7500 Software, Applied Biosystems, USA).

Analisis Estadistico

Se realize prueba )(2 para comparer variables discretas y la prueba de Equilibrio Hardy-Weinberg
(DeFinetti program, Institut fuir Humangenetik, Alemania, ent http://ing.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl). El
andlisis se realizé usando el software GraphPad Prism® 6.03 (GraphPad Software, Inc.). El analisis
de los factores de riesgo se realizé usando el software SPSS Version 20.0.

3. RESULTADOS

De los 20 casos revisados, el 80 % correspondio a LLA tipo B, una Pre-B y 3 T (15%), con una
edad promedio en los casos de 7.9 £ 2.1 y en los controles de 6.4 + 3.2. La edad al diagnéstico fue
en los menores de 4 afios, el grupo de tratamiento fue de mediano riesgo en 11 (55%), los meses
del tratamiento fueron 36 y en remision el 75% (75%). (Ver Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas Demogréficas/ Factores de Tratamiento y asociacién con remision.

Factores demogréficos Namero (%)
Edad (afos)
<3 5 (25)
4-6 6 (30)
7-9 5(25)
>10 4 (20)
Sexo
Masculino 11 (55)
Femenino 9 (45)
Tipo LLA
LLA Pre-B 1(5)
LLA-B 14 (80)
LLA-T 3(15)
Grupo terapéutico de riesgo:
Bajo 5 (25)
Mediano 11 (55)
Alto 4 (20)
Meses de tratamiento
12 5 (25)
24 5 (25)
26 50 (50)
Etapa del tratamiento
Remision 75%
Recaida 15%

En cuanto a los factores de riesgo, una asociacion a infecciones virales, no se identifican factores
de riesgo asociados con significancia estadistica, (tabla 2).
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Tabla 2. Analisis de los factores de riesgo para las Leucemias Linfoblasticas Pediatricas del Hospital
General de los Servicios de salud de Zacatecas.

Variable Casos/Controles  OR Intervalo Confianza p
95%

Antecedentes heredofamiliares de cancer
Si 10/4
No 10/16 4.0 0.98 -16.27 0.09*

Madre afiosa que curso con embarazo de

paciente 0.19- 5.06 1.00*
Si 10/8 1.0
No 10/12

Madre con antecedentes de abortos
Si 3/5 0.56 0.125-2.53 0.09*
No 17/15

Exposicion a Rayos X durante el embarazo
Si 15/0 - - 0.00*
No 5/20

Padre con antecedente de exposicion a

solventes
Si 4/2 15 0.42-5.24 0.75
No 16/18

Madre con tabaquismo
Si 2/0 - - 0.48*
No 18/20

Padre con tabaquismo
Si 5/6 0.7 0.193-3.13 1.00
No 15/14

Madre con antecedente de alcoholismo
Si 0/2 0.56 0.068-4.75 1.00*
No 20/18

Padre con antecedente de alcoholismo
Si 14/12 15 0.42-5.40 0.74
No 6/8

Exposicion aradiaciones
Si 15/16 0.7 0.18-3.19 1.00
No 5/4

Exposicion a virosis
Si 5/0 - - 0.04*
No 15/20

Exposicion a pesticidas
Si 5/2 2.62 0.509-13.54 0.40*
No 15/18

Exposicion a solventes 4/2
Si 16/18 2.018 0.375-10.85 0.66*
No

Genotipo CTLA-4

La distribucion alélica de ambos polimorfismos no se desvio del equilibrio calculado de acuerdo a
Hardy-Weinberg (p>0.05). Se compard la distribucién de cada polimorfismo tanto para la presencia
como la ausencia de LLA (tabla 3) y no se encontré correlacion entre la incidencia de LLA con
ninguno de los polimorfismos evaluados.
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Tabla 3. Frecuencias alélicas y genotipocas de los polimorfismos del gen CTLA-4 en pacientes con
LLA y controles.

GENOTIPO LLA, CONTROL, OR IC (95%) p
n (%) n (%)

SNP CTLA-4 49 A/G (rs231775)
AA 8 (28.57) 13 (32.5) 1
AG 12 (42.86) 19 (47.5) 1.026 0.328-3.207 NS
GG 8 (28.57) 8 (20.0) 1.625 0.435-6.068 NS
A 19 (39.58) 42 (51.22)
G 29 (60.42) 40 (48.78) 1.286 0.648-2.551 NS

SNP CT60 A/G (rs3087243)
AA 4 (16.67) 11 (26.83) 1
AG 11 (45.82) 20 (48.78) 1.512 0.388-5.896 NS
GG 9 (37.5) 10 (24.39) 2.475 0.577-10.617 NS
A 28 (50.0) 45 (56.25)
G 28 (50.0) 35 (43.75) 1.603 0.778-3.301 NS

Se muestran las frecuencias (n) y porcentajes (%). Las frecuencias se compararon usando la prueba Chi cuadrada. Ambos
genotipos estuvieron en equilibrio Hardy-Weinberg, LLA (p=0.45), Control (p=0.82), usando la prueba de Pearson. NS No
significancia.

4. CONCLUSIONES

Es importante identificar los factores de riesgo asociados al desarrollo de leucemia infantil en el
estado de Zacatecas, asi como su probable relacion con factores genéticos e inmunoldgicos. Los
resultados muestran una probable asociacion con el alelo G, tanto para el polimorfismo CTLA-4 49
y para el CT60, los cuales han sido identificados como alelos protectores en tumores sélidos, esto
nos sugiere una probable inmunorregulacion diferente en las neoplasias hematoldgicas, sin
embargo, se requiere un mayor humero de pacientes para poder demostrar esta asociacion.
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