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RESUMEN

La Leucemia Linfocitica Crénica (LLC) es una neoplasia linfoproliferativa cuya presentacién
es mas frecuente en hombres a partir de los sesenta afios. Su prevalencia es distinta en el
mundo, siendo la forma mads frecuente de leucemia del adulto en paises caucasicos e
infrecuente en Asia y Latinoamérica. En México, se han reportado pocos pacientes y existe
informacidn limitada sobre su evolucion clinica. La etiologia de la LLC es multifactorial, pero
los factores genéticos son muy relevantes. Un estudio en poblacion caucasica encontro seis
loci de susceptibilidad para la LLC y tres de ellos han sido replicados en poblacién china. No
se han identificado estudios de este tipo en Latinoamérica.

En este estudio se incluyeron a 117 pacientes con LLC mestizos mexicanos y 117 controles
emparejados por edad y sexo. Se realizd extraccion de DNA y PCR tiempo real para la
genotipificacion de 6 polimorfismos. Ademas se recolecté informacion demografica y clinica
de los pacientes con LLC. Los resultados se analizaron con estadistica descriptiva y se buscé
la asociacién entre la LLC y los seis polimorfismos a través de regresidn logistica.

Los genotipos de rs872071 y rs17483466 estuvieron asociados al diagndstico de LLC. Las
frecuencias alélicas tuvieron diferencias significativas con las poblaciones china y caucasica.
La suma de alelos de los polimorfismos mostré un riesgo incremental para la LLC. Los
pacientes con LLC se diagnosticaron en fases avanzadas de la enfermedad, tuvieron una
evaluacién prondstica incompleta y recibieron en su mayoria clorambucil como

tratamiento. Las respuestas terapéuticas fueron similares a las reportadas previamente.



INTRODUCCION

Generalidades de la leucemia linfocitica crénica.

La leucemia linfocitica crénica (LLC) es una neoplasia hematoldgica que se caracteriza por
la acumulacién de linfocitos monoclonales maduros en la sangre, la médula dsea vy los
tejidos linfoides. La mediana de la edad de presentacion en los pacientes es de 67 afios y es
mas frecuente en hombres que en mujeres.?

El curso clinico de la LLC es variable. Mas del 25% de los pacientes carecen de sintomas al
diagndstico y pueden ser identificados por la realizacion de una citometria hematica de
rutina, el resto pueden tener sintomas que van desde la astenia y pérdida de peso, hasta
infecciones recurrentes, hemorragias y/o sindrome anémico en los casos mas avanzados. A
la exploracion fisica inicial, el 80% de los pacientes presentan crecimientos ganglionares de
distinta magnitud y aproximadamente la mitad de ellos tiene esplenomegalia.t

De acuerdo al Grupo de Trabajo Internacional para la LLC, el diagndstico de esta leucemia
requiere de demostrar una linfocitosis monoclonal >5,000/ul.>2 Por inmunofenotipo, las
células de la LLC presentan un patréon de marcadores CD5+, CD10-, CD19+, CD20+
(expresion baja), CD23+, CD103—, tienen niveles bajos de inmunoglobulina de superficie y
una expresion baja o ausente de CD22 y CD79b. Morfolégicamente, las células leucémicas
semejan a los linfocitos normales pero pueden presentar algunos cambios discretos con
respecto a éstos. Ademas de la linfocitosis, los pacientes pueden presentar anemia y/o
trombocitopenia, ya sea por la infiltracién leucémica de la médula dsea o por fendmenos

autoinmunes.3



Las células de LLC pueden presentar alteraciones citogenéticas al diagndstico o durante la
evolucién de la enfermedad. Estas alteraciones se pueden identificar a través de Ia
realizacion de un cariotipo en sangre periférica. La delecidn del brazo largo del cromosoma
13 es la anomalia mdas comun, seguida de la trisomia del cromosoma 12 y deleciones en los
cromosomas 11, 6 y 17. Las alteraciones citogenéticas en el cariotipo tienen un valor
prondstico, siendo especialmente relevantes las del cromosoma 17 por asociarse a menor
sobrevida.*

Otros factores de prondstico adversos son la expresidon de las proteinas ZAP-70 y CD38, las
cuales son medidas por citometria de flujo en las células de LLC. La proteina ZAP-70 (Z
Associated Protein-70) pesa 70-KDa y es una cinasa de tirosina citosdlica que de forma
normal se expresa en células asesinas naturales y células T. Las células de la LLC sin mutacion
en las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas expresan la proteina ZAP-70 y esto se ha
asociado a un prondstico desfavorable.! La proteina CD38 es una ADP-ribosil ciclasa que
actia como ectoenzima y se expresa ampliamente en distintas células y tejidos,
especialmente en los leucocitos. También funciona en la adhesién celular, la transduccion
de sefiales y la sefializacién del calcio.> Las proteinas ZAP-70 y CD38 suelen presentarse en
pacientes con una enfermedad agresiva y se asocian con menores tasas de sobrevida
global.®

Para establecer el prondstico de los pacientes con LLC las escalas mds usadas son las
propuestas por Rai’ y por Binet® y se muestran en la Tabla 1.

Debido a que la tasa de progresidn de la LLC es lenta y a que existe una baja tolerancia al

tratamiento citotoxico, el inicio de la terapia se reserva para los pacientes que se



encuentran en las fases avanzadas de la enfermedad, en pacientes muy sintomaticos o en

caso de transformacién a enfermedades mas agresivas como leucemia prolinfocitica o

linfoma no Hodgkin.?

Tabla 1. Clasificaciones prondsticas de LLC segln Rai’ y Binet?®

Mediana de

Nivel de Riesgo  Estadio Caracteristicas .

Sobrevida
CLASIFICACION DE RAI

Bajo 0 Linfocitosis > 13 anos

I Linfocitosis y adenomegalias 8 afios

Intermedio
Il Linfocitosis, espleno o hepatomegalia 5 afios
| 1] Linfocitosis, anemia (Hb < 11g/dL) 2 aflos
Alto
v Linfocitosis, trombocitopenia (<100 x 10°/L) 1 afo
CLASIFICACION DE BINET
Sin anemia o trombocitopenia
Bajo A 12 afios
<3 dreas nodales afectadas
Sin anemia o trombocitopenia
Intermedio B 5 afos
3 0 mas areas nodales afectadas
Anemia (Hb £10g/dL) y/o
Alto C 2 afios

Trombocitopenia (< 100 x 10°/1)

Las guias terapéuticas actuales para la LLC recomiendan iniciar tratamiento en pacientes

con enfermedad activa o sintomdtica o con estadios avanzados de Rai y Binet. Para los

pacientes con buen estado fisico, la quimio-inmunoterapia con fludarabina, ciclofosfamida

y rituximab (FCR) representa el estandar de tratamiento. Para los pacientes con mal estado

funcional, el tratamiento con clorambucil y rituximab es la opcidn mas comun. Los pacientes

jovenes con alto riesgo citogenético deben ser considerados para un trasplante alogénico

de células progenitoras hematopoyéticas.’



En los Ultimos anos, la introduccién de farmacos activos contra la LLC ha mejorado las tasas
de respuesta y la sobrevida, que actualmente es entre 5 y 10 afos. Sin embargo, a pesar del
tratamiento, los pacientes con LLC tienen una menor esperanza de vida comparados con la
poblacién general.1°

Epidemiologia de la LLC.

La LLC se caracteriza por tener una prevalencia distinta en diferentes poblaciones.!'12
Mientras que en los paises europeos, incluyendo Espafia, la LLC es el tipo de leucemia mas
frecuente en adultos con una prevalencia del 30-40%,3 en paises de Africa y Asia Occidental
se observa una prevalencia menor,’*'> mientras que en el Este de Asia'® y América
Latina'® 2> se ha reportado la prevalencia mas baja de esta enfermedad (Figura 1).

En los datos aportados por el SEER (Surveillance Epidemiology and End Results) de Estados
Unidos de 2006 a 2010 se describe que el 90% de los casos de LLC se diagnostican después
de los 45 afios de edad. La tasa de incidencia de LLC para los hombres fue de 6.3 por 100,000
habitantes para los blancos, 4.2 para los negros, 2.6 para los hispanos, 2.2 para los nativos
de Alaska y 1.4 para los asiaticos.?® Esta informacidn estd en relacién con los datos
epidemioldgicos reportados en habitantes nativos de estos grupos étnicos. La incidencia
anual de la LLC en Corea corresponde al 1.5% de la observada en Estados Unidos.?’

En México se ha sefialado que la frecuencia de la LLC es 6 veces menor a la de las
poblaciones caucésicas.?’” En 1982, el Instituto Nacional de Ciencia Médicas y Nutricion
Salvador Zubirdn (INCMNSZ) publicé una serie de casos abarcando los registros clinicos de
35 afios e identifico 49 pacientes con el diagndstico de LLC?® y una actualizacidn reciente en

un lapso de 10 afios (2000 a 2010) identificé a 52 pacientes con esta enfermedad.?® En 1996
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un estudio multicéntrico mexicano reporté las caracteristicas de 1,968 pacientes con
leucemia y la LLC representé el 6.6% de los casos.3® En 1999, el Dr. Ruiz Argielles reportd
19 pacientes con LLC en un seguimiento de 15 afios de una clinica privada en Puebla,
resaltando que 8 de los casos tenian fenotipo caucasico y 4 eran extranjeros (63% del
total).3! Por otro lado, un reporte de incidencia de neoplasias hematolégicas en Veracruz,
reportd a la LLC como el tipo de leucemia menos frecuente con una tasa de 0.19 por cada
100,000 habitantes.3? En 2002, el Dr. Rendn Géngora, en Yucatdan, también reporté a la LLC
dentro de las neoplasias menos frecuentes, sin especificar datos de incidencia o

prevalencia.??

Dinamarca

Eslovenia

N. Zelandia

Alemania

EU (Latinos)

India

Japén s 2 = o
T T T T T

1 1.5 2 2.5 3
Tasa por 100,000 personas-anos

Figura 1. Incidencia de LLC reportada en diversas regiones del mundo.*?
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Debido a la variabilidad en la esperanza de vida y a que las etapas iniciales de la LLC pueden
ser poco sintomaticas, las diferencias epidemioldgicas entre los paises podrian deberse a
un sub-diagndstico a través de los programas de deteccidn oportuna de enfermedades. Sin
embargo, estudios en poblacidén asiatica y latinoamericana residente en Estados Unidos
coinciden en reportar una menor frecuencia de LLC en estas poblaciones, comparada con
la de pacientes negros o blancos americanos nativos de este pais.161823

Genomica de la LLC.

La LLC es una enfermedad compleja en la que intervienen factores genéticos y ambientales.
Dentro de los factores ambientales se han encontrado la exposicidon a benceno, pesticidas
y radiaciones ionizantes.34-3¢

Parte de la evidencia de la participacion de factores genéticos en el origen de esta patologia
la constituyen las diferencias epidemioldgicas de la LLC segun el grupo étnico y la presencia
de predisposicién familiar.3’-3° Ademads, varios estudios de escrutinio amplio del genoma'y
de asociacién, han identificado polimorfismos asociados a la LLC en poblaciones
caucasicas.!740-47,37,48

En un escrutinio amplio del genoma para esta enfermedad, publicado en 2008 por Di
Bernardo y cols., se genotipificaron 299,983 SNPs (polimorfismos de un solo nucledtido por
su siglas en Inglés) por medio de un microarreglo en 1,529 casos y 3,115 controles. Este
estudio identificd seis loci de susceptibilidad asociados a la LLC en pacientes del Reino
Unido.*° Posteriormente, el mismo grupo de investigacidon corroboré estos hallazgos en

pacientes de Suecia y Espafia.*®

Lan y cols. buscaron replicar esta asociacion en sujetos chinos residentes de Hong Kong

12



estudiando 71 enfermos de LLCy 1,273 controles no emparejados de un banco de sangre.’

Este estudio encontré asociacidn en tres de las seis regiones descritas por Di Bernardo, pero

las frecuencias alélicas de los polimorfismos fueron diferentes a las reportadas en

caucdsicos (Tabla 2).

En 2012, el mismo grupo de Di Bernardo, realizé un meta-analisis que incluyd 3 estudios de

este tipo. Encontraron la asociacion entre la LLC y un locus localizado en 6p21.33, en un

Bcl2.50

marcador intrénico al gen BAK1, el cual es un antagonista de la molécula anti-apoptética

Tabla 2. Loci de susceptibilidad para LLC en caucasicos y asiaticos.”*°
Alelo Frecuencia Frecuencia Asociacion
SNP cr Alelo menor alélica de alélica de en Genes Funcién de
mayor de riesgo en riesgo en . cercanos Genes
. > . . asiaticos
riesgo caucasicos asiaticos
rs872071 6 A G 0.54 0.57 si IRF4 Proliferacion
de linfocitos.
PRKD2 Células B
rs11083846 19 G A 0.22 0.0054 No STRN4 tumorales
rs7176508 15 G A 0.37 0.51 No -
Expresion
rs13397985 2 T G 0.19 0.015 Si s:ﬁfo/ génica en
células B
rs735665 11 G A 0.21 0.025 No GRAMD1g ~ CXPresionen
tejido linfoide
Control de
rs17483466 2 A G 0.2 0.065 Si B/L(‘.‘igz(lLl supervivencia
de linfocitos
Cr, cromosoma. pb, pares de bases.

De forma interesante, se ha encontrado que los SNPs asociados a la LLC estan relacionados

a la expresion de genes supresores de tumores como SP140 o a vias de sefalizacion

involucradas en la apoptosis y sobrevida de células leucémicas®! y que la genotipificacion

13



de polimorfismos pueden constituir factores prondsticos para sobrevida libre de progresion
y resistencia a tratamiento.>°3

Tras realizar una busqueda en las bases de datos PUBMED,>* ARTEMISA,>> SciELO®® y
Clinical Trials;?” no fue posible encontrar estudios de polimorfismos asociados a la
predisposicion de padecer LLC en pacientes mestizos mexicanos o residentes de
Latinoamérica.

Loci de susceptibilidad para LLC reportados en caucasicos y asiaticos.

rs872071 (411064A>G)

Corresponde a la transicion de adenina (alelo mayor) por guanina en la posicion 283,699
del cromosoma 6 humano (HuRef).>® Se ubica cercano al UTR 3’ del gen del factor regulador
4 del interferén (IRF4), anteriormente conocido como oncogén del mieloma mdultiple 1
(MUM1). La proteina IRF4 es un regulador clave del desarrollo y proliferacién de los
linfocitos y ha sido ligado al desarrollo de LLC y mieloma multiple, siendo ambos sindromes
proliferativos de células B. A través de la interaccidon con factores de transcripcion como
PU.1, el IRF4 controla la terminacion de la sefializacion del receptor de células pre-B y
promueve la diferenciacién de las células pro-B a células B pequefias.>® Ademads, el IRF4
controla la transformacién de células B de memoria a células plasmaticas a través de
BLIMP1 y BCL-6, teniendo en cuenta que se ha propuesto que las células B de memoria es
el precursor de las células de LLC.>*>"®1 En el estudio de Di Bernando y cols.,*® el SNP rs872071
presentd asociacion con la LLC con un OR de 1.54 (IC 95% 1.41-1.69; P= 1.91x10%°). Los
autores estudiaron si la asociacién podria estar mediada por una expresién diferencial del

IRF4 a través de linfocitos transformados, encontrando que la expresion del RNAm de /RF4

14



estaba asociada significativamente al genotipo de rs872071 en una forma dosis
dependiente (p=0.042) con una expresion mas baja asociada al alelo de riesgo (G). En el
estudio de Lan y cols.'” este polimorfismo estuvo asociado a la LLC con un OR de 1.78 (IC
95% 1.25-2.53 P=0.0013) con una tasa del alelo menor comparada con caucasicos de 0.57.

rs11083846 (47207654G>A)

Corresponde a la transicion de guanina (alelo mayor) por adenina en la posicion 43,632,788
del cromosoma 19 humano (HuRef).>® Se localiza en el intrén 3 del gen de la protein cinasa
D2 (PRKD2) y cercano a una region de 144 kilobases de desequilibrio de ligamiento que
también involucra a la proteina 4 de unién a estriatina calmodulina (STRN4) y a la proteina
relacionada a fukutina (FKRP). Una de las caracteristicas reportadas de las células B
tumorales es la disminucion en la expresion y auto-fosforilacion de PRKD2, esta proteina se
ha encontrado expresada en linfomas de las células del manto, linfomas Burkitt y
aproximadamente en el 50% de las células de LLC.5?

En el estudio de Di Bernando y cols.,*® el SNP rs11083846 estuvo asociado con la LLC con un
OR de 1.35 (IC 95% 1.22-1.49; P=3.96x107), sin embargo, no fue posible asociarlo a la
expresion de PRKD2 en linfocitos. En el estudio de Lan y cols.,!” este SNP no tuvo asociacion
con la LLC, con una tasa del alelo menor comparada con caucasicos de 0.0054.

rs7176508 (70018990A>G)

Corresponde a la transicién de guanina (alelo mayor) por adenina en la posicién 46,851,846
del cromosoma 15 humano (HuRef).>® Este polimorfismo se encuentre en la banda 1523
que estd desprovista de genes, transcritos codificantes o microRNA’s.%° En el estudio de Di

Bernardo y cols.* el SNP rs7176508 estuvo asociado a la LLC con un OR de 1.37 (IC 95%

15



1.31-1.61; P=3.78x10-'?) y en la verificacion por casos y controles publicada por este mismo
grupo se confirmd esta asociaciéon.*® Otro estudio que analizé este polimorfismo en
linfocitosis B monoclonal no identificé una asociacién significativa, encontrando que el
poder estadistico del estudio para este polimorfismo fue muy bajo.?” En el estudio de Lany
cols. este polimorfismo no tuvo asociacién significativa ya que el OR fue de 1.04 (IC 95%
0.68-1.61; p=0.84), con una tasa del alelo menor comparada con caucasicos de 0.51.

rs13397985 (231091223T>G)

Corresponde a la transversion de timina (alelo mayor) por guanina en la posicion
222,931,270 del cromosoma 2 humano (HuRef).>® Este polimorfismo se encuentra en el
intron 1 del gen SP140, el cual codifica para un homodlogo de la proteina SP100, cuya
expresion estd restringida a los linfocitos, involucrando todas las células B maduras, lineas
celulares de células plasmaticas y en algunas células T. La proteina SP140 contiene un
motivo de dedos de zinc y un bromodominio, lo que sugiere esta involucrado en la
regulacion de la expresion génica mediada por cromatina.®® El SP100 es un mediador
importante de la proteina lider nuclear del virus de Epstein Barr, cuya activacion es
importante para que se establezca una infeccion latente y para la inmortalizacién de células
B mediadas por este virus.®* También se ha propuesto como un potente supresor de
tumores.® En el estudio de Di Bernando y cols. este polimorfismo estuvo asociado a la LLC
con un OR de 1.41 (IC 95% 1.26-1.57; P=5.4x101°) y fue posible demostrar una relacion
dependiente de dosis entre el genotipo de rs13397985 y la expresidon de SP140 en linfocitos,

con una menor expresion en el alelo de riesgo.*° En el estudio de Lan y cols., este SNP estuvo

16



asociado a la LLC con un OR de 10.26 (IC 95% 2.4-43.9; p=0.0017) y la tasa del alelo menor
comparada con caucdsicos fue de 0.015.

rs735665 (123361397G>A)

Corresponde a la transicion de guanina (alelo mayor) por alanina en la posicién 119,303,013
del cromosoma 11 humano (HuRef).>® El Unico gen que se encuentra en la regién cercana a
este polimorfismo codifica para la proteina GRAMD1B, que se localiza aproximadamente a
50 kb hacia el telémero. A pesar de que GRAMD1B se expresa en el tejido linfoide, hasta el
momento no se ha implicado de forma directa con el desarrollo o la proliferacién de las
células B. Sin embargo, el SNP rs735665 ha sido asociado en varios estudios a la LLC y Ia
Linfocitosis B Monoclonal,*%474° ademds de que se ha reportado en un escaneo amplio del
genoma para linfoma folicular.®® En el estudio de Di Bernardo y cols.,*® este polimorfismo
estuvo asociado a la LLC con un OR de 1.45 (IC 95% 1.31-1.61; P=3.78x107'%); mientras en el
estudio de Lan y cols.!” no tuvo asociacion significativa con un OR de 3.16 (IC 95% 0.65-
15.28; p=0.15). La tasa del alelo menor comparada con caucasicos fue de 0.025.

rs17483466 (111797458A>G)

Corresponde a la transicion de alanina (alelo mayor) por guanina en la posiciéon 104,676,613
del cromosoma 2 humano (HuRef).8 Este polimorfismo se encuentra en el intrén 10 del gen
que codifica para la proteina similar a acil-coenzima A oxidasa (ACOXL) que no se expresa
en linfocitos. En esta misma region (84 kb hacia el centrémero) se localiza la proteina de
interaccion con bcl-2 (BCL2L11 o BIM), esta proteina funciona en conjunto con IL-7 para el
control de la supervivencia de los precursores de células B.®” Estudios especificos no ha

podido ligar la expresion de BCL2L11 con el genotipo de rs17483466, sugiriendo un efecto
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a distancia o la asociacion con algun otro marcador. En el estudio de Di Bernardo y cols.,*°
este polimorfismo estuvo asociado a la LLC con un OR de 1.39 (IC95% 1.25-1.53; P=2.36x10-
10) y en el estudio de Lan y cols.!” presenté un OR de 2.75 (IC 95% 1.01-7.53; p=0.049),
teniendo una tasa del alelo menor comparada con caucdsicos de 0.065.

Polimorfismos de nucleétido unico y su genotipificacion.

Los polimirfismos de nucledtido Unico (SNPs, del inglés Single Nucleotide Polymorphisms)
son secuencias de ADN en las que, individuos diferentes, pueden poseer dos o mas bases
distintas y se encuentran en <1% de la poblacion. Algunos SNPs se localizan en las regiones
codificantes del DNA, pudiendo alterar la estructura o funcién de las proteinas. Sin
embargo, la mayoria se encuentra en regiones no codificantes y son marcadores Utiles en
la genética de poblaciones. Desde hace varios anos existe mucho interés en el estudio de
estos polimorfismos por su uso como marcadores para identificar regiones que
predispongan al padecimiento de enfermedades multifactoriales.

A la fecha se han desarrollado multiples técnicas para la genotipificacién de los SNPs
basadas en la hibridacién con sondas especificas de alelo, la unién a oligonucleétidos, la
extension de un cebador de un nucleétido o en la escisién enzimética.®®

El ensayo TagMan® (Figura 2) se basa en el principio de transferencia de energia. El
fundamento de la técnica reside en la deteccion de fluorescencia como resultado del
cambio en la distancia fisica entre el fluoréforo reportero y la molécula apagadora de la
sonda al momento de hibridar con la secuencia blanco y llevarse a cabo la reaccion en
cadena de la polimerasa de DNA. El uso de dos sondas con fluoréforos diferentes permite

determinar ambos alelos en la misma reaccion, incrementando la eficiencia del ensayo. En
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el ensayo que se muestra en la figura 2 uno de los alelos (alelo 1) estd marcado con el
fluoréforo VIC y el otro alelo (alelo 2) con el fluoréforo FAM. Un incremento sustancial de
VIC determina la homocigocidad del alelo 1, un incremento sustancial de FAM determina la
homocigocidad del alelo 2 y la deteccion de las dos sefiales fluorescentes determina la
heterocigocidad. Debido a que no requiere un procesamiento posterior a la reaccién, este
ensayo es facil de realizar y como se disefian sondas especificas para cada SNP, tiene
eficiencia cuando se requiere analizar un nimero limitado de SNP's en un nimero grande

de individuos.%8%°
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Hibridacion No hibridacion ® Fluoréforo
FAM
A|E|O :; f E Apagador
V Taq
l : I || | | i I ) polimerasa
Hibridacion No hibridacion

Figura 2. Esquema general del ensayo TagMan®. (Modificado de Allelic Discrimination

Assay Getting Started Guide for the 7900HT Fast System. Applied Biosystems)

Mestizaje en México e influencia asiatica.
Los mestizos representan >90% de la poblacién en México y se definen como individuos
nacidos en este pais y con antecedentes familiares de ascendientes mexicanos, al menos en

tres generaciones. Los mestizos mexicanos son el resultado de una mezcla genética
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compleja entre espafioles, amerindios y africanos que inicié hace cerca de 500 afios.” La
proporcidén de ancestria europea en los mestizos mexicanos oscila entre 0.6 y 0.3, siendo
homogénea entre los grupos poblacionales del centro y las regiones costeras del pais.”*
Diversos estudios con marcadores gendmicos han identificado que existe un gradiente de
mestizaje, con mayor proporcién de ancestria europea hacia el noroeste del pais y mayor
representacidn de genética amerindia hacia el sureste.”®72

Varios marcadores gendmicos de poblacion nativa americana (amerindia) han mostrado
similitud con lo observado en poblaciones del continente asiatico, especificamente de
Siberia. Se piensa que esto puede deberse a que los nativos americanos provienen de tribus
ndmadas que migraron desde Asia a América a través del estrecho de Bering durante el
ultimo periodo glacial.”>?* De acuerdo a esta informacidn, varios autores han reportado que
la poblacién mexicana tiene concordancia con lo publicado en asiaticos en fendmenos
bioldgicos diversos como trombofilia,”>~’” leucemia aguda promielocitica,’® fisiologia de las
lipoproteinas,’”® inmunologia celular,®® metabolismo del 6xido nitrico,8! genética de las
cadenas de la hemoglobina,® entre otros.

El mestizaje y la estructura genética de las poblaciones pueden ejercer un efecto de
confusién en los andlisis gendmicos de las enfermedades. Especificamente, en los estudios
de asociacion caso-control, las diferencias en las frecuencias de una variante gendmica
entre las poblaciones pueden condicionar falsos positivos o falsos negativos debido a una
estratificacion en la muestra o al comparar dos poblaciones con mestizaje diferente.®3

Una forma de evaluar la estratificacion de la poblacion es mediante el equilibrio de Hardy-

Weinberg. Este principio establece que la composicion genética de una poblacién
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permanece en equilibrio mientras no actue la seleccién natural ni ninguin otro factor y no

se produzca ninguna mutacion.8

21



JUSTIFICACION

La LLC es una neoplasia linfoproliferativa que se presenta con mayor frecuencia alrededor
de la séptima década de la vida.! Su incidencia y prevalencia son variables dependiendo de
la poblacion donde se estudie, siendo el tipo de leucemia mas frecuente en los adultos
europeos’? y una enfermedad infrecuente en poblacién asiatical’ o latinoamericana.®

Los reportes sobre LLC en México son limitados, por lo que existe poca informacién sobre
el origen étnico de los pacientes con LLC y las caracteristicas clinicas de estos pacientes.
Diferentes estudios han aportado evidencias de una fuerte contribuciéon de factores
genéticos en el origen de esta enfermedad®’ y actualmente es una linea de investigacion en
desarrollo.

Los mestizos en México tienen entre el 30 al 60% de informacidn europea en su genoma;’°
sin embargo, la LLC tiene una incidencia baja en nuestra poblacién, similar a la reportada
en poblacién asiatica y africana.?> Este fendmeno se puede deber a una menor presencia
de genes de riesgo en nuestra poblacién por un predominio de la genética local.

Se ha reportado la asociacidn de seis SNP's a la LLC en pacientes caucasicos y tres de ellos
fueron replicados en poblacién asidtica, observando ademas, que las frecuencias alélicas
son diferentes entre estas poblaciones.”:4°

Se ha encontrado que SNP's asociados a la LLC estan relacionados a la expresidon de genes
supresores de tumores o a vias de sefializacidn involucradas en la apoptosis y sobrevida de
células leucémicas®! y que la genotipificacion de polimorfismos pueden constituir factores
52,53

prondsticos para sobrevida libre de progresion y resistencia a tratamiento.

Estudiar si los marcadores gendmicos asociados a la LLC en poblacién caucasica o asiatica
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estan presentes en poblacidn mestiza mexicana es relevante para intentar explicar las
diferencias epidemioldgicas en la enfermedad. Ademas, esta informacidn puede originar
lineas de investigacién para buscar las causas de posibles diferencias en los pacientes

mexicanos, al comprarlos con poblaciones caucasicas.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

Debido a que los datos epidemioldgicos sugieren que la frecuencia de LLC en México tiene
mayor similitud a la reportada en poblacién asiatica y considerando la asociacién entre
polimorfismos y la LLC en esta poblacién!’ consideramos la siguiente pregunta de
investigacion:

En una muestra de mestizos mexicanos:

¢Cual es la magnitud de la asociacidén entre el genotipo de los polimorfismos rs872071,
rs13397985, rs17483466, rs11083846, rs7176508 y rs735665 con el diagndstico de LLC, al

comparar con sujetos sin LLC emparejados por edad y sexo?
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HIPOTESIS

Tomando en cuenta los datos publicados para poblacidn asiatica:'’

En una muestra de mestizos mexicanos:

Se encontrard asociacion entre los genotipos de los polimorfismos rs872071 (OR 1.78),
rs13397985 (OR=10.26) y rs17483466 (OR=2.75) con el diagndstico de LLC, al comparar con
sujetos sin LLC emparejados por edad y sexo.

Debido a que en el estudio de Lan y cols.’ los intervalos de confianza al 95% de los OR para
los polimorfismos rs11083846, rs7176508 y rs735665 cruzaron la unidad y no se obtuvo
significacion estadistica, intencionadamente no se formuld hipdtesis especifica para estas

asociaciones.
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OBJETIVOS

Objetivo primario.

En una muestra de mestizos mexicanos:

Establecer la asociacién entre los genotipos de los polimorfismos rs872071, rs13397985,

rs17483466, rs11083846, rs7176508 y rs735665 con el diagndstico de LLC, al comparar con

sujetos sin LLC emparejados por edad y sexo.

Objetivos secundarios.

1.

En una muestra de mestizos mexicanos con el diagnostico de LLC, describir las
frecuencias alélicas de los polimorfismos rs872071, rs13397985, rs17483466,
rs11083846, rs7176508 y rs735665 y compararlas con las de pacientes caucasicos y
chinos.

En una muestra de mestizos mexicanos sin el diagndstico de LLC, describir las
frecuencias alélicas de los polimorfismos rs872071, rs13397985, rs17483466,
rs11083846, rs7176508 y rs735665 y compararlas con las de controles caucasicos y
chinos.

Describir el desempefio de los genotipos de los polimorfismos rs872071,
rs13397985, rs17483466, rs11083846, rs7176508 y rs735665 para predecir el
diagnostico de LLC por medio de una curva ROC.

En una muestra de pacientes mestizos mexicanos con LLC, describir la edad de
diagnéstico, el estadio clinico por Rai y Binet, la presencia de ZAP-70 y CD-38 al

diagnéstico, la presencia de deleciones en el cariotipo y el tratamiento utilizado.
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MATERIAL Y METODOS

DISENO Y TIPO DE ESTUDIO
Por el numero de observaciones: Transversal
Por el tipo de intervencidn: Observacional
Por direccionalidad: Retrospectivo
Por la comparacién: Comparativo
Tipo de disefio: Casos y controles
ESPECIFICACION DE LAS VARIABLES
Variables descriptoras
e Sexo
a) Definicién conceptual: Condicidn orgénica, masculina o femenina®.
b) Definicion operacional: Se registrd el sexo declarado por el sujeto en el momento de
la inclusion.
c) Tipo de variable: Cualitativa
d) Escala de medicion: Dicotdmica
e) Unidad de medicion: Masculino — Femenino.
e Edad
a) Definicién conceptual: Tiempo que ha vivido una persona.2®
b) Definicion operacional: Se registro la edad en afios cumplidos declarada por el sujeto
al momento de la inclusion.
c) Tipo de variable: Cuantitativa

d) Escala de medicion: Continua
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e)

Unidad de medicion: Afios.

e Estadio clinico al diagnéstico por Rai

a)

b)

c)
d)

e)

Definicién conceptual: Clasificacion prondstica de la LLC descrita por Rai.’
Definicion operacional: Estadio clinico reportado en el expediente al momento del
diagnostico.

Tipo de variable: Cualitativa

Escala de medicion: Ordinal

Unidad de medida: 0, |, Il, Ill, IV / Sin reporte en el expediente.

e Estadio clinico al diagnéstico por Binet

a) Definicion conceptual: Clasificacion prondstica de la LLC descrita por Binet.®

b) Definicion operacional: Estadio clinico reportado en el expediente al momento del
diagnostico.

c) Tipo de variable: Cualitativa

d) Escala de medicion: Ordinal

e) Unidad de medida: A, B, C / Sin reporte en el expediente.

e ZAP-70

a) Definicion conceptual: La proteina ZAP-70 (Z Associated Protein-70) tiene 70-KDa y
es una cinasa de tirosina citosolica que de forma normal se expresa en células
asesinas naturales y células T. Las células de LLC con ausencia de mutacién en las
cadenas pesadas de las inmunoglobulinas expresan ZAP-70 y se asocia a un
prondstico desfavorable.!

b) Definicion operacional: Presencia de la proteina ZAP-70 en las células al diagndstico
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segun el reporte de inmunofenotipo obtenido del expediente. Se considerd positivo
>20%.%7
c) Tipo de variable: Cualitativa
d) Escala de medicion: Dicotémica
e) Unidad de medida: Positivo / Negativo / Sin reporte en el expediente.
e CD-38

a) Definicion conceptual: ADP-ribosil ciclasa. Ectoenzima que se expresa ampliamente
en células y tejidos, especialmente en los leucocitos. También funciona en la
adhesion celular, la transduccion de sefiales y el sefialamiento del calcio °. Se
considera un marcador de mal prondstico en la LLC.?

b) Definicion operacional: Presencia de la proteina CD38 en las células al diagndstico
segun el reporte de inmunofenotipo obtenido del expediente. Se considero positivo
>20%.87

c) Tipo de variable: Cualitativa

d) Escala de medicion: Dicotdmica

e) Unidad de medida: Positivo / Negativo / Sin reporte en el expediente.

e Delecién en cromosomas 11, 13 6 17.

a) Definicion conceptual: Mutacidn genética que consiste en la pérdida de uno o mas
nucledtidos de la secuencia del DNA.8

b) Definicion operacional: Identificacion de una delecidon en uno o mas de los siguientes
cromosomas: 11, 13, 17 segun el reporte de cariotipo que se encuentre en el

expediente del paciente.! No fue uno de los objetivos del protocolo realizar el
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c)
d)

e)

cariotipo a partir de las muestras de los pacientes, sélo se registro el resultado del
reporte en caso de existir en el expediente.

Tipo de variable: Cualitativa

Escala de medicion: Politdmica

Unidad de medida: Delecion del cromosoma 11 / Delecién del cromosoma 13 /

Delecién del cromosoma 17 / Negativo / Sin reporte en el expediente.

Variable independiente

Leucemia linfocitica crdnica.

a)

b)

c)
d)

e)

Definicion conceptual: sindrome linfoproliferativo crénico que se caracteriza por la
acumulacién de linfocitos monoclonales de aspecto maduro en la sangre y/o
organos linfaticos.?

Definicion operacional: conteo de linfocitos mayor a 5,000 por microlitro de sangre
total en la citometria hematica y diagnostico de LLC en el reporte de inmunofenotipo
obtenido del expediente del paciente.?

Tipo de variable: cualitativa

Escala de medicion: dicotomica

Unidad de medida: Si, No.

Variables dependientes

Genotipo del SNP rs872071

a)

b)

Definicion conceptual: Secuencia de DNA localizada en la posiciéon 283,699 del
cromosoma 6 humano (HuRef), cuyo genotipo puede ser adenina o guanina.>®

Definicion operacional: Genotipo del SNP rs872071 obtenido mediante la técnica de
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PCR en tiempo real con sondas TagMan en un aparato Roche LightCycler 480.

c) Tipo de variable: Cualitativa.

d) Escala de medicion: Politdmica.

e) Unidad de medida: Homocigoto alanina, homocigoto guanina, heterocigoto.

Genotipo del SNP rs11083846

a) Definicion conceptual: Secuencia de DNA localizada en la posicidon 43,632,788 del
cromosoma 19 humano (HuRef), cuyo genotipo puede ser adenina o guanina.®®

b) Definicion operacional: Genotipo del SNP rs11083846 obtenido mediante la técnica
de PCR en tiempo real con sondas TagMan en un aparato Roche LightCycler 480.

c) Tipo de variable: Cualitativa

d) Escala de medicion: Politdmica.

e) Unidad de medida: Homocigoto alanina, homocigoto guanina, heterocigoto.

Genotipo del SNP rs7176508

a) Definicion conceptual: Secuencia de DNA localizada en la posicidon 46,851,846 del
cromosoma 15 humano (HuRef), cuyo genotipo puede ser adenina o guanina.®®

b) Definicion operacional: Genotipo del SNP rs7176508 obtenido mediante la técnica
de PCR en tiempo real con sondas TagMan en un aparato Roche LightCycler 480.

c) Tipo de variable: Cualitativa

d) Escala de medicion: Politdmica.

e) Unidad de medida: Homocigoto alanina, homocigoto guanina, heterocigoto.

Genotipo del SNP rs13397985

a) Definicion conceptual: Secuencia de DNA localizada en la posicién 222,931,270 del
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b)

c)
d)

e)

cromosoma 2 humano (HuRef), cuyo genotipo puede ser guanina o timina.>®
Definicion operacional: Genotipo del SNP rs13397985 obtenido mediante la técnica
de PCR en tiempo real con sondas TagMan en un aparato Roche LigtCycler 480.
Tipo de variable: Cualitativa

Escala de medicion: Politdmica.

Unidad de medida: Homocigoto guanina, homocigoto timina, heterocigoto.

Genotipo del SNP rs735665

a)

b)

c)

d)

e)

Definicion conceptual: Secuencia de DNA localizada en la posiciéon 119,303,013 del
cromosoma 11 humano (HuRef), cuyo genotipo puede ser adenina o guanina.®®
Definicion operacional: Genotipo del SNP rs735665 obtenido mediante la técnica de
PCR en tiempo real con sondas TagMan en un aparato Roche LightCycler 480.

Tipo de variable: Cualitativa

Escala de medicion: Politomica.

Unidad de medida: Homocigoto alanina, homocigoto guanina, heterocigoto.

Genotipo del SNP rs17483466

a)

b)

Definicion conceptual: Secuencia de DNA localizada en la posicion 104,676,613 del
cromosoma 2 humano (HuRef), cuyo genotipo puede ser adenina o guanina.>®
Definicion operacional: Genotipo del SNP rs17483466 obtenido mediante la técnica
de PCR en tiempo real con sondas TagMan en un aparato Roche LighCycler 480.
Tipo de variable: Cualitativa

Escala de medicion: Politomica.

Unidad de medida: AA, AG, GG.
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e Diseifio muestral

Tamafio de la Muestra: Se calculd el tamafio de muestra mediante el programa
de la Universidad de Harvard Genetic Power Calculator,®® utilizando un error
tipo | de 0.05 y un poder de 0.8. Para el calculo se utilizaron las frecuencias
alélicas reportadas en poblacién mexico-americana®® y el OR reportado en
poblacidén chinal” para el SNP rs872071, por contar con frecuencias alélicas de
homocigotos para el alelo menor y el menor OR con IC que no cruza la unidad.
Se obtuvo un cdlculo de 117 pacientes. Se incluyé al mismo numero de
controles.

Muestreo: Se realizé un muestreo no probabilistico consecutivo para los casos
y por conveniencia en los controles.

Evaluacion del muestreo: Se realizé mediante el calculo del equilibrio de Hardy-
Weinberg por medio de la prueba chi cuadrada,®® considerando estratificacidn

en el genotipo de los loci con una desviacién del EHW con p>1073.

e Criterios de inclusion

Casos: Obtenidos de los siguientes hospitales: UMAE Especialidades "Dr.
Antonio Fraga Mouret" del Centro Médico La Raza, Hospital General Regional
# 8 “Dr. Gilberto Flores lzquierdo”, Hospital General Regional #1 "Carlos
MacGregor Sanchez Navarro" e Instituto Nacional de Ciencias Médicas vy
Nutricion Salvador Zubiran. Debieron cumplir con los siguientes:

1. Mexicanos mestizos, definidos por haber nacido en México, hablar el

idioma espafiol y contar con antecedentes familiares de ascendientes

33



mestizos mexicanos, al menos en tres generaciones.”®

2. Con diagndstico LLC segun los criterios del Grupo de Trabajo
Internacional de la Leucemia Linfocitica Crénica.?

3. Que hubieran aceptado participar en el estudio mediante la firma de
consentimiento informado.

Controles: Se invitd a participar a personas afiliadas al Instituto Nacional de las
Personas Adultas Mayores que acudan a los "Clubes INAPAM" del Distrito
Federal. Los "Clubes INAPAM" son espacios comunitarios gratuitos donde
asisten personas mayores de 55 afios para el desarrollo de actividades de tipo
deportivo, educativo, cultural, social y de entretenimiento. Los controles no
provinieron de residencias o asilos del INAPAM para esta investigacion.
Debieron cumplir con los siguientes criterios:

1. Mexicanos mestizos, definidos por haber nacido en México, hablar el
idioma espafol y contar con antecedentes familiares de ascendientes
mestizos mexicanos, al menos en tres generaciones.”®

2. Valores de linfocitos dentro del rango de referencia normales en una
citometria hematica.

3. Sujetos que hubieran asistido a consulta médica por alguna razén en
el ultimo ano.

4, Que estuvieran emparejados por género y edad (en lapsos de 5 afios)
con alguno de los casos de LLC, tomando en cuenta la edad al

momento de la inclusion.
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Criterios de exclusion.

Casos y controles.

1. Antecedentes familiares de LLC.

2. Revocacion del consentimiento informado.

3. Muestra insuficiente para la genotipificacion.

4, Datos insuficientes o inadecuados para el analisis.

5. Ya que algunos de los SNP's en estudio se habian asociado a linfoma

y/o melanoma® no se incluyeron a sujetos que declararon el
antecedente de sindrome linfoproliferativo o melanoma al momento
del interrogatorio.

6. Debido a que existen algunos reportes de caso que habian asociado
el diagnéstico de lupus eritematoso sistémico al de LLC**! no se
incluyeron a sujetos que declararon el antecedente de padecer

enfermedades reumatoldgicas al momento del interrogatorio.

Mediciones.

Caracteristicas clinicas y bioldgicas de los casos: Posterior a la consulta de

seguimiento de cada paciente, el investigador principal en privado les invité a

participar mediante la carta de consentimiento informado. Si aceptaron

participar en el estudio, fueron entrevistados, se obtuvieron los datos del

expediente clinico y las muestras de sangre. En la base de datos se incluyeron:
1. Nombre

2. Fecha de muestreo
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3. Fecha de nacimiento

4. Lugar de nacimiento del sujeto

5. Lugar de nacimiento de ascendientes (tres generaciones previas)

6. Sexo

7. Fecha de diagndstico

8. Estadio clinico al diagndstico

9. Presencia de ZAP-70 y CD38 en el inmunofenotipo al diagndstico

10. Presencia de deleciones en el cariotipo al diagndstico

11. Tratamiento utilizado en cada una de las lineas y tipo de respuesta

12. Datos de contacto (teléfono)
Caracteristicas clinicas y bioldgicas de los controles: Los investigadores
acudieron a los "Clubes INAPAM" para invitar a sus miembros a participar en la
investigacion. A los sujetos interesados se les incluyd en una lista con sexo y
edad. En caso de ser seleccionados como control de algun caso, se solicito el
consentimiento informado. Una vez aceptado, se les tomaron los datos

completos y la muestra de sangre para el analisis. Se obtuvieron los siguientes

datos:
1. Nombre
2. Sexo

3. Fecha de nacimiento
4. Fecha de muestreo

5. Lugar de nacimiento del sujeto
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6. Lugar de nacimiento de ascendientes (tres generaciones previas)

7. Antecedentes personales patolégicos

8. Tiempo desde la ultima consulta médica.

9. Datos de contacto (teléfono)
Toma de muestra, transporte y almacenamiento. Posterior a la firma de
consentimiento informado, se obtuvo una muestra de 20 mililitros de sangre
venosa periférica mediante el sistema Vacutainer (BD Diagnostics, NJ, USA) en
tubos cubiertos con 7.2 mg de K:EDTA. Las muestras se mantuvieron en hielo
por un tiempo no mayor a 3 horas hasta su transporte al laboratorio. Las
muestras para genotipificacion se centrifugaron a 3,500 rpm por 7 minutos, se
desecho el sobrenadante, se obtuvo la capa de leucocitos y plaquetas (buffy
coat) y se almacend a -70°C hasta su analisis.
Citometria Hemadtica. Las muestras para citometria hematica se analizaron en
un equipo Advia 120 (Siemens, NY, USA) para obtener la cuenta de linfocitos.
El estudio de citometria hematica se realizé en la UMAE Especialidades del
CMR.
Extraccion de DNA: Se realizé la extraccion de DNA mediante columnas con el
kit comercial Qiagen QIAamp Blood Mini DNA Kit de acuerdo a las
especificaciones del fabricante (Qiagen, USA). El DNA extraido fue cuantificado
mediante espectrofotometria en un Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific,
USA) y se verificd la pureza mediante el cociente de absorbancia a 260 y 280

nm, buscando una relacién Azso/A2s0 de 1.7 a 1.9.
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Genotipificacion: Para cada SNP se realizé PCR en tiempo real en un aparato
Roche LightCycler 480 (Roche Diagnostics) mediante el protocolo recomendado
por el fabricante. Brevemente, se agregaron de 10 a 20 ng de DNA purificado,
2.5 microlitros de LightCycler Probes Master y 0.25 microlitros de SNP
Genotyping Assay en una placa para reaccion. Se introdujo al termociclador y
se programaron 45 ciclos de PCR con una etapa de desnaturalizacion a 95°C por
10 segundos, una etapa de alineamiento a 60°C por 1 minuto y una etapa de
extension a 72°C por 1 segundo. Después de la amplificacidn, se realiz6 un
analisis de discriminacion alélica usando el software LightCycler 480 Software
reléase 1.5.1.62 para detectar la fluorescencia emitida y con ello asignar los
alelos de cada muestra. En casos donde la genotipificacion no fue adecuada se
repitio el analisis. Para el control de calidad, incluyeron controles negativos sin

DNA. Los ensayos de Biologia Molecular se realizaron en el INMEGEN.

e Andlisis estadistico.

Andlisis descriptivo: Se reportaron medidas de tendencia central y dispersién
de los datos. Se evaluaron diferencias significativas usando estadistica
paramétrica o no paramétrica segun la distribuciéon. Se calcularon las
frecuencias alélicas de los SNP’s en los casos y controles.

Andlisis inferencial: La asociacion entre el genotipo de los SNP's y el riesgo de
padecer LLC se midié mediante el calculo de razén de momios (OR) e intervalos
de confianza al 95%.

Se realizd una prueba de tendencia de Cochrane-Armitage asumiendo un
modelo aditivo de acuerdo al nimero de alelos de riesgo, contando como dos
a los homocigotos para el alelo raro, uno a los heterocigotos y cero a los

homocigotos para el alelo comun.
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Para evaluar la contribucién de las variantes asociadas para predecir el
diagndstico de LLC, se construyé una curva ROC (Receiver Operating
Characteristic), obteniendo el drea bajo la curva y valor de P.

Se consideraron diferencias con significancia estadistica con un valor de p<0.05.
Los andlisis estadisticos se llevaron al cabo con el programa SPSS versién 21.0

(SPSS Statistical Package, Chicago, IL) y STATA version 12.

ACTIVIDADES DE LOS PARTICIPANTES

e Dr. Abraham Majluf Cruz

Asesoria en la elaboracién del protocolo de investigacién y cartas de
consentimiento informado.

Obtencion y administracidn de recursos para la investigacion.

Asesoria en el analisis de estadistica descriptiva.

Asesoria en la redaccion del informe final y el articulo para publicacién.
Responsable del almacenamiento del material biolégico y datos después de la

investigacion.

e Alvaro Hernandez Caballero

Elaboracién de Protocolo de Investigacion y cartas de consentimiento
informado.

Solicitud de aprobacién de la Comisidn Nacional de Investigacién y Comité de
Etica del IMSS y presentacién de los informes de seguimiento.

Solicitud de aprobacién por el Comité de Etica del INCMNSZ.
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= Solicitud del financiamiento al Fondo de Investigacién en Salud del IMSS y
presentacion de los informes de seguimiento.

= Gestion de los recursos financieros y obtencidn de los insumos con
proveedores.

= Gestion de la participacion de los servicios de Hematologia de los hospitales
participantes.

=  Gestion de la colaboracidn del INAPAM a través de la Delegacién del Distrito
Federal.

= Obtencidn de consentimiento informado, llenado de base de datos y toma de
muestras de sujetos caso y control.

= Transporte y almacenamiento de muestras.

= Procesamiento de biometrias hematicas.

= Extraccidon de DNA y genotipificacion de SNP's.

= Analisis de los datos.

= Elaboracion de informe final, tesis y articulos para su publicacion.

e Dr. Samuel Canizales Quinteros.

= Asesoria en la elaboracién del protocolo de investigacion.

= Asesoria en la extraccion de DNA y genotipificacion de los SNP's.

= Asesoria en el andlisis estadistico.

= Asesoria en la redaccidn del informe final y el articulo para publicacién.

e Dr.Jorge Cruz Rico.

= |nformar al investigador principal sobre la asistencia de pacientes con el
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diagnostico de LLC en la consulta para que sean invitados a participar en el
estudio.

Revisidn critica de los articulos para su publicacion.

e Dra. Elena Tuna Aguilar.

= Informar al investigador principal sobre la asistencia de pacientes con el
diagnodstico de LLC en la consulta para que sean invitados a participar en el
estudio.

= Revision critica de los articulos para su publicacién.

e Dra. Martha Patricia Oropeza Martinez.

= Informar al investigador principal sobre la asistencia de pacientes con el
diagnostico de LLC en la consulta para que sean invitados a participar en el
estudio.

= Revision critica de los articulos para su publicacién.

ASPECTOS ETICOS

El presente protocolo fue aprobado por la CNIC del IMSS con nimero de registro
R-2012-785-086 y por la Comisién de Etica en Investigacién del INCMNSZ con
numero de registro 730.

Esta investigacion se condujo de acuerdo a los principios éticos de la Declaracion
de Helsinki y el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud vigente.

De acuerdo al articulo 17 de dicho Reglamento, esta fue una investigacién de
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riesgo minimo por considerar la extraccion de sangre periférica.

La presente investigacion involucrd a grupos vulnerables como enfermos de
leucemia linfocitica crénica y adultos mayores, por lo que se tomaron
precauciones especiales para su proteccion.

Para cumplir el principio de justicia, el muestreo de los casos fue de forma
consecutiva, sin ningun tipo de discriminacion en los procedimientos. El ingreso
de los controles estuvo controlado por el emparejamiento necesario por el
diseio del estudio.

El investigador principal invitd a los sujetos que cumplian los criterios de
seleccidn solicitando el consentimiento informado de forma individual, en un
cubiculo privado y sin estar presentes el médico tratante (en los casos) o el
personal del INAPAM (en los controles) para evitar que existiera alguna coercion
o influencia indebida. En el caso del INAPAM, la participacion en esta
investigacidon no causd ninguna distincidon o prerrogativa para los participantes
o por el contrario, alguna sancidn a los que no desearon participar. Ninguno de
los investigadores estuvieron relacionados con la atencion médica de los
participantes.

Los datos derivados de la presente investigacion no tienen un beneficio
potencial directo en el diagndstico o el tratamiento de los pacientes con LLC, ni
para los sujetos controles.

A los sujetos que participaron como controles se les entregd una copia de los

resultados de la citometria hematica. En casos donde se identificaron
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desviaciones de los valores de referencia, se entregd una carta donde se
especificaron las alteraciones y se invitd a acudir a consulta con su médico.

La informacién derivada de la investigacidn se concentrd en una base de datos
electrénica codificada a través de un ndmero de registro y protegida por
contrasefa. Sélo los investigadores tuvieron acceso a la base de datos de los
pacientes y los controles.

Debido a que en la literatura no se ha demostrado que el genotipo de los
polimorfismos en estudio tengan un valor diagndstico o pronéstico, no se brindd
la informacidn genética de manera individual a los participantes, sdlo se les
informd el resultado global de la investigacidon, en caso de solicitarlo.

A los participantes se les solicitd guardar muestras de material genético por 10
afos. Este banco de muestras quedd bajo resguardo del Dr. Abraham Majluf
Cruz en la Unidad de Investigacion Médica en Trombosis, Hemostasia y
Aterogénesis del H.G.R.1. Las muestras se conservan en ultracongelacién a -
70°C en una red fria. Los tubos guardados estan etiquetados con el cédigo de
cada participante, no se adjuntd ninguna informacién personal a las muestras
en resguardo. Se solicitard aprobacién del Comité de Investigacion y Etica
correspondiente antes de utilizar el material guardado para investigaciones
futuras. En caso de colaboraciones con otros grupos de investigacién, no se
otorgaran los datos personales de identificacion de los participantes junto con

las muestras.
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RESULTADOS

Se invito a participar a 142 pacientes con LLC, de los cuales 117 cumplieron con el criterio
de inclusidn de no tener ascendientes extranjeros en ninguna de las 3 generaciones previas.
Veinticinco pacientes presentaron algun ascendiente extranjero (17.6%) y 8 pacientes
reportaron tener ascendientes extranjeros por ambas ramas.

El lugar de nacimiento de los casos y controles se muestra en la Figura 3 y el lugar de
nacimiento de los ascendientes de las tres generaciones previas de los casos y controles se
representa en la Figura 4. El lugar de nacimiento de los 25 pacientes que declararon contar
con algun ascendiente extranjero y no fueron incluidos en el estudio por esta razén, se
muestra en la Figura 5.

De los 117 pacientes incluidos, el 49% correspondio6 al sexo masculino, la mediana de la
edad al momento de la inclusion fue de 70.6 afios (40-93.8 afios). Al diagndstico el 31% de
los pacientes fueron clasificados por Rai como riesgo bajo, un 45% como riesgo intermedio
y un 24% como riesgo alto. Utilizando el sistema de estadificacion de Binet, el 66% tuvieron
un riesgo bajo, el 14% un riesgo intermedio y el 20% un riesgo alto. La mediana de la cuenta
de linfocitos al diagnéstico fue de 24,000 por microlitro (rango intercuartilico de 14000,
39800).

Con respecto a los factores prondsticos de los pacientes, en veinticuatro expedientes se
encontro el reporte de la expresion de CD38 al diagndstico, de los cuales cinco fueron
positivos. De 23 reportes disponibles, tres tuvieron positividad en la expresion de ZAP-70 al
diagndstico. Unicamente un paciente tuvo la expresiéon combinada de ZAP-70 y CD38 al

diagndstico. En sdlo dos de los expedientes se contd con evaluacidén citogenética al
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diagnostico, siendo en ambos casos un cariotipo normal.

CONTROLES

Figura 3. Lugar de nacimiento de casos y controles incluidos.
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ASCENDIENTES
DE LOS CASOS

ASCENDIENTES DE
LOS CONTROLES

Figura 4. Lugar de nacimiento de los ascendientes de casos y controles
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Figura 5. Lugar de nacimiento de pacientes con ascendencia extranjera

Los esquemas de tratamiento que recibieron los pacientes en cada una de las lineas

terapéuticas empleadas se resumen en la Tabla 3 y los porcentajes de respuesta alcanzados

al término se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 3. Tratamientos utilizados en los pacientes con LLC

Tratamientos % de pacientes # Mediana de ciclos (RI)

Primera linea (N=92)

CLB 59.8 5(3, 8)
CLB/PDN 9.8 4 (3, 6)
CHOP 8.7 6(3,6)
FCR 8.7 6 (6, 6)
FR 4.4 3.5 (3.25, 3.75)
Fludarabina 3.2 6 (5.5,7)
FC 3.2 6 (5.5, 6.25)
CHOP-R 2.2 5.5(5.25, 5.75)

Segunda linea (N=37)

CLB 70 4.5 (3, 6)
Fludarabina 11 4 (3.5, 5)
CHOP 8 1(1,1)
FC 5.5 2.5(1.75, 3.25)
FCR 5.5 5(4.5,5.5)

Tercera linea (N=15)
CLB 67 5 (4.25, 6.75)
FCR 33 6 (5, 6.5)
Cuarta linea (N=10)

CLB 20 4.5 (3.75, 5.25)
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CHOP 20 4.5 (3.75, 5.25)

Fludarabina 20 8(7,9)
FC 20 5(4.5,5.5)
FCR 20 4(2.5,5.5)

Rl = rango intercuartilico; CLB = clorambucil; PDN = prednisona; CHOP = ciclofosfamida,
adriamicina, vincristina y prednisona; FCR = fludarabina, ciclofosfamida y rituximab; FR =
fludarabina y rituximab; FR = fludarabina y rituximab.

El 26.2% de los pacientes no requirid tratamiento al momento del diagndstico y se
mantuvo en vigilancia. La mayoria de los pacientes (60%) que recibieron tratamiento de
primera linea fueron tratados con clorambucil (CLB). La mediana de la edad al diagndstico
de este grupo de pacientes fue de 67.4 afos (rango de 38.2-92.7), el 59% de estos pacientes
con respuestas evaluables alcanzé remisién completa (RC) y dieciséis pacientes remision

parcial (RP). En ninguno de los expedientes analizados se encontré que los pacientes fueran

referidos a programas de trasplante hematopoyético.

Tabla 4. Tasas de respuesta después de las lineas de tratamiento

RC (%) RP (%) NE (%)
Primera linea 54 24 20
Segunda linea 46 23 21
Tercera linea 34 19 23
Cuarta linea 15 20 20

RC = remisidon completa, RP = remisidn parcial, NE = no evaluable
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Tras realizar la genotipificacidn de los seis polimorfismos en los casos y los controles las
frecuencias alélicas de todos los polimorfismos cumplieron con los criterios para el
equilibrio de Hardy-Weinberg.

En la Tabla 5 se muestran las razones de momios (RM) y los intervalos de confianza al
95% (IC 95%) de cada uno de los 6 SNPs después de calcular la regresion logistica asumiendo
un modelo de herencia dominante. De los seis polimorfismos estudiados, dos estuvieron
significativamente asociados al diagndstico de la LLC. La asociacion mas fuerte se encontré
para el SNP rs872071 (RM = 2.93; IC 95% = 1.47-5.82; P = 0.002). El segundo SNP asociado
fue rs17483466 (RM =1.79, IC 95% = 1.03-3.13; P = 0.041), que también habia demostrado
asociacion en los estudios previos. El alelo alanina del polimorfismo rs11083846 tuvo

tendencia a la asociacién con la LLC (P = 0.085), pero ésta no fue significativa.

Tabla 5. Resultados de asociacion entre los SNPs y la LLC.

SNP Genes cercanos Alelo de riesgo RM (IC 95%) P

rs872071 IRF4 G 2.93 (1.47-5.82) 0.002
rs11083846 PRKD2/STRN4 A 1.76 (0.93-3.35) 0.085
rs7176508 - A 1.34 (0.8-2.26) 0.266
rs13397985 SP140/SP110 G 0.90 (0.5-1.63) 0.733
rs735665 GRAMDI1B A 1.54 (0.89-2.65) 0.119
rs17483466  ACOXL/BCL2L11 G 1.79 (1.03-3.13) 0.041
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Al calcular la prueba de tendencia de Cochran—Armitage con el modelo aditivo sdlo la
asociacion con el SNP rs872071 se mantuvo estadisticamente significativa (P = 0.012). El
analisis con el polimorfismo rs11083846 se acercd a la significancia (P = 0.083), siendo
consistente con el modelo dominante mencionado anteriormente.

Las frecuencias alélicas para el alelo menor (FAM) fueron similares a las reportadas
previamente para México-Americanos y significativamente diferentes a las frecuencias de
los pacientes chinos reportadas por Lan y cols.!” Las FAM de los casos para el SNP
rs13397985 y en todos los sujetos para el SNP rs735665 se mostraron con diferencias
significativas al ser comparadas con los pacientes caucasicos.

Los resultados de las pruebas de tendencia para los seis polimorfismos, las frecuencias

alélicas y sus comparaciones con los estudios previos se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Resultados de asociacidn y frecuencias alélicas en caucasicos, chinos y

mestizos mexicanos.

SNP Caucasicos Chinos Mestizos Mexicanos
rs872071

MAF Controles 0.46 0.31* 0.47t

MAF Casos 0.37 0.43 0.59*+

RM (IC 95%)

1.54 (1.41-1.69)

1.78 (1.25-2.53)

1.64 (1.11-2.42)

Valor P 1.91E-20 0.0013 0.012
rs11083846

MAF Controles 0.22 0.001* 0.09**

MAF Casos 0.29 0* 0.14*t

RM (IC 95%) 1.35(1.22-1.49) NA 1.68 (0.93-3.05)
Valor P 3.96E-09 NA 0.083
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rs7176508
MAF Controles
MAF Casos

RM (IC 95%)
Valor P
rs13397985
MAF Controles

MAF Casos
RM (IC 95%)
Valor P

rs735665
MAF Controles

MAF Casos
RM (IC 95%)
Valor P

rs17483466
MAF Controles

MAF Casos
RM (IC 95%)

Valor P

0.37

0.45

1.37 (1.26-1.50)
4.54E-12

0.19
0.25
1.41 (1.26-1.57)

5.40E-10

0.21
0.28
1.45 (1.31-1.61)

3.78E-12

0.20
0.26
1.39(1.25-1.53)

2.36E-10

0.19%

0.2*

1.04 (0.68-1.61)
0.84

0.003*
0.02*
10.26 (2.4-43.9)

0.0017

0.01*
0.01*
3.16 (0.65-15.28)

0.15

0.01*
0.04*
2.75(1.01-7.53)

0.049

0.3t

0.36t

1.35 (0.9-2.02)
0.144

0.13+
0.13*
0.95 (0.55-1.65)

0.859

0.37*t
0.44*t
1.35 (0.92-1.97)

0.122

0.15t
0.2t
1.42 (0.87-2.31)

0.155

* Diferencia de proporciones significativa vs caucasicos; T diferencia de proporciones
significativa vs chinos

Como ya habia sido reportado previamente por Di Bernardo y cols.,*° el riesgo para

desarrollar la LLC aumentd al tener un mayor numero de alelos de riesgo de los

polimorfismos asociados (Tabla 7). Al combinar los genotipos de las dos variantes asociadas,

los sujetos con tres alelos tuvieron el doble de riesgo de presentar la LLC (RM = 2.1, IC 95%

=1.22-3.63; P = 0.008).
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Tabla 7. Razones de momio del incremento de alelos de riesgo de los

polimorfismos rs872071 y rs17483466

No. de alelos No. de Controles No. de Casos RM (IC 95%) P
0 23 9 1 (reference)
1 51 45 0.34 (0.15-0.76) 0.009
2 32 52 0.80 (0.47-1.34)  0.394
3 10 9 2.10(1.22-3-63) 0.008
4 0 2 0.88 (0.35-2-26) 0.796

La curva ROC de la Figura 6 muestra que tanto el genotipo de rs872071 (P =0.027, IC95% =

0.511-0.657) como la suma de dos alelos de riesgo en el modelo dominante (P = 0.026, IC

95% =0.511-0.658), tuvieron un area bajo la curva de 0.584. De esta manera, se consideré

gue podian predecir de forma significativa el diagndstico de LLC, aunque de una forma débil.

=rs872071
=2 alelos

L__Lineade
0.8 referencia

0.6

Susceptibilidad

0.27

0.0 T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1 - Especificidad

Figura 6. Curva ROC para rs872071 y dos alelos de riesgo.
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Se realizd un andlisis de asociacion entre los genotipos de los seis polimorfismos y las
caracteristicas clinicas de los pacientes incluyendo factores prondsticos y respuesta a

tratamiento, sin embargo ninguno de los resultados fueron significativos.

54



DISCUSION

Grandes esfuerzos de investigacion arqueolégica, geoldgica y genética han evidenciado que
las poblaciones nativas de América descienden de al menos tres oleadas de migracién
asiatica proveniente de Siberia.®? Esto puede explicar que estudios anteriores hayan podido
encontrar coincidencias genéticas y epidemioldgicas entre mexicanos y asiaticos para varias
condiciones hematoldgicas.”®’8

Los mestizos mexicanos constituyen mas del 90% de la poblacion mexicana y son el
resultado de la mezcla étnica de principalmente la genética caucasica y amerindia, teniendo
en su genoma entre el 30% y el 60% de ancestria europea.”>3 Las proporciones entre
ancestria caucasica y ancestria amerindia varian de acuerdo a la zona geografica de la
Republica Mexicana, habiendo un gradiente descendiente de norte a sur en cuanto a la
presencia de ancestria caucasica.”! A pesar de que el muestreo de casos y controles se haya
realizado en el Distrito Federal, para este estudio resultaba relevante comparar el lugar de
nacimiento de casos y controles, ya que parte de la poblacién del centro del pais ha migrado
del resto de la republica. En este sentido, el lugar de nacimiento de los casos, los controles
y los ascendientes de ambos grupos tuvieron un predominio del centro del pais, por lo que
consideramos que ambas muestras pueden compararse.

La LLC es una neoplasia linfoide con diferencias epidemiolégicas entre las poblaciones,
siendo muy poco frecuente en Asia y América Latina, comparado con lo reportado en
poblaciones caucésicas.’? Estudios retrospectivos en América Latina con un tiempo largo de
seguimiento habian reportado un numero limitado de pacientes con LLC. De forma

particular, un estudio de seguimiento por 35 afios en México encontré 49 casos?® y una

55



evaluacién retrospectiva de 16 946 pacientes por 20 afos en Costa Rica reportd 20
pacientes con LLC.2! Los hospitales que participaron en esta investigacién cubren
aproximadamente el 25% de los usuarios del sistema publico de salud mexicano y sélo se
encontraron 142 pacientes con esta enfermedad, de los cuales sélo 117 fueron mestizos
mexicanos. Estas observaciones confirman que la LLC es una forma rara de leucemia en
México y que una proporcion no menor de los pacientes en nuestro pais tienen influencia
genética caucasica reciente.

Desde hace mucho tiempo ha sido inquietante para los investigadores que tanto los
asiaticos, como los latinoamericanos tengan prevalencias bajas de LLC, al ser comparados
con paises que tienen un predominio caucasico en su poblacion.’? Esto ha derivado en
estudios que han buscado explicar este fendmeno. En 2012, una investigacién conjunta
entre centros asiaticos y norteamericanos compard las alteraciones genéticas de 55
pacientes caucdsicos y 77 pacientes asiaticos con LLC por medio de un micro-arreglo de 250
genes. Este estudio reporté que la frecuencia de las alteraciones genéticas conocidas fue
similar entre ambos grupos. Los resultados anteriores, en conjunto con otras
investigaciones parecen sugerir que una vez desarrollada la enfermedad, el
comportamiento clinico y genético es similar entre los pacientes de distintas poblaciones,
por lo que las diferencias epidemioldgicas pueden explicarse mejor mediante factores de
riesgo.’*>

Una explicacion posible de la baja prevalencia de LLC en Asia y Latinoamérica es la presencia
de diferentes alelos de riesgo o la existencia de factores genéticos protectores que

estuvieron presentes en el genoma de los ancestros asiaticos y que han sido conservados a
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través de los afios a pesar de la migracion y el mestizaje con otras poblaciones. El estudio
de estas hipdtesis sélo pueden efectuarse en poblaciones con baja prevalencia de LLC como
la nuestra y las implicaciones bioldgicas y clinicas de sus resultados son relevantes, lo que
justifica su conduccion.

En esta investigacion buscamos explorar si las seis variantes genéticas que habian sido
reportadas en poblaciones caucasicas y replicadas en pacientes chinos, estaban asociadas
al riesgo de LLC en los mexicanos. Pudimos encontrar que el SNP rs872071 esta asociado de
forma consistente en las tres poblaciones y que rs17483466 estuvo asociado en mexicanos
cuando se analizé con el modelo dominante.

El SNP rs872071 se encuentra en el UTR 3’ del gen de IRF4 y es el locus que ha mostrado la
mayor asociacidon en caucasicos y chinos.'”#? La reproducibilidad de esta asociacién en
multiples poblaciones, la evidencia de que el alelo guanina de este polimorfismo reduce la
expresion de IRF4 en linfocitos* y el reciente desarrollo de un modelo murino de LLC en un
raton IRF4-/- Vh11,°® hacen patente la importancia que tiene IRF4 en la etiologia de la LLC,
independientemente de la poblacidon en la que se estudie.

Lan y cols. habian reportado que las FAM de los 6 SNPs analizados eran significativamente
menores en los chinos, comparados con las de los caucasicos, en especial para rs11083846,
donde el alelo de riesgo estuvo ausente en los 71 casos estudiados y fue muy raro en los
controles.!” En nuestro estudio, esta variante también tuvo una FAM menor comparada con
los caucasicos reportados por Di Bernando, pero el alelo de riesgo fue mas frecuente que lo
observado en los chinos. Esta variante tuvo tendencia a la significancia para la asociacion

con LLC en los modelos dominante y aditivo.
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Todas las FAM de las seis variantes fueron diferentes entre mestizos mexicanos y chinos; al
comparar mexicanos con caucasicos también hubo diferencias significativas, a excepcion de
los SNPs rs7176508 y rs17483466. Esto parece apoyar que diferencias en las frecuencias de
alelos de riesgo pudiera contribuir a las diferencias en la prevalencia de la LLC en el mundo.
Di Bernardo y cols. reportaron previamente que el aumento en el numero de alelos de
riesgo de los polimorfismos asociados, incrementaba el riesgo de LLC. %° En este estudio, la
suma de alelos de las dos variantes que resultaron asociadas en el modelo dominante
también tuvieron una razéon de momios incremental; sin poder observar significancia
estadistica para cuatro alelos debido al nimero limitado de sujetos con esta condicién.

El analisis de una curva ROC se ha empleado en estudios de asociaciéon genética con la
intencién de trasladar los resultados al campo clinico y probar su utilidad como factores
prondsticos. Al realizar el analisis de curva ROC en este estudio observamos que tanto el
genotipo de rs872071 como la suma de dos de los alelos de rs872071 y rs17483466
pudieron predecir de forma significativa el diagndstico de LLC con un area bajo la curva de
0.584. Este resultado es relevante, dado el peso que puede tener una simple sustitucién de
nucléotido en el DNA para un rasgo complejo como la LLC, aunque por si solo no puede
aplicarse directamente en la practica clinica.

A pesar de que el objetivo primario de esta investigacion fue buscar la asociacion entre los
polimorfismos y la LLC, la escasez de informacidn clinica sobre los pacientes con LLC en
nuestro pais motivo que se incluyeran algunas caracteristicas clinicas relevantes en la base

de datos para su analisis posterior.
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En este sentido, encontramos que a pesar de que en la gran mayoria de las series reportadas
en el mundo® se ha encontrado un predominio del género masculino para esta
enfermedad, nosotros observamos practicamente la misma proporcion de hombres vy
mujeres en este estudio. Al momento del diagndstico, la mediana de edad si fue similar a la
observada en otras poblaciones.®®

Estudios de series de pacientes en paises desarrollados han reportado que cerca del 80%
de los pacientes se diagnostican en estadios tempranos de la enfermedad y que sélo el 10%
corresponden a un estadio C de Binet.?® En contraste, la mayoria de los pacientes en este
estudio se diagnosticaron en los estadios intermedios o avanzados. Estas diferencias
podrian ser explicadas por un retraso en el acceso a los servicios de salud en nuestro pais,
la falta de autocuidado en el paciente para acudir a los primeros sintomas de la enfermedad,
programas deficientes de medicina preventiva o a la falta de un envio oportuno por los
centros del primer nivel de atencion. Estas condiciones no son exclusivas de esta
enfermedad y se presentan para la mayoria de los padecimientos en México'®, donde las
determinantes sociales siguen jugando un rol para el acceso a la salud y los adultos mayores
son un grupo especialmente vulnerable debido a la falta de apoyo social, econdmico e
institucional para obtener atencién.%?

A pesar de que los factores prondsticos bioldgicos de la LLC se han asociado fuertemente a
la sobrevida,® son utiles para predecir el tiempo para el primer tratamiento,'%? o pueden

103 yna proporcién muy baja de los expedientes

dirigir la terapéutica de los pacientes
analizados en este estudio contaba con un reporte de la expresion de ZAP-70 y CD38 o una

evaluacion citogenética. La falta de cobertura de este tipo de estudios en los hospitales
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publicos o el bajo nivel socioecondmico de los pacientes que se atienden ahi pueden
explicar la omision de estas pruebas al diagnéstico.

Las preferencias de tratamiento que arroja este estudio son parecidas a las utilizadas en el
manejo de pacientes con LLC en edad avanzada o con baja reserva funcional,®® con una
gran proporcién de pacientes tratados con clorambucil y sélo una tercera parte recibiendo
esquemas basados en fludarabina solos o en combinacién con rituximab.

El tratamiento de los pacientes con LLC en esta investigacion difiere claramente con lo
reportado en otros registros internacionales. Un estudio que analizé las preferencias de
tratamiento de los hematdlogos en Alemania para un grupo de pacientes con mediana de
edad de 71 afios reportd que el clorambucil se usé en primera linea en sélo el 7% de los
pacientes y en el 6% como segunda linea. La combinacion de bendamustina y rituximab o
el FCR fueron los esquemas mds frecuentes.!® Sin embargo, se sabe que el uso de
fludarabina como primera linea, comparada con clorambucil, no resulta en una ventaja para
los pacientes con LLC mayores a 70 afios. De forma interesante, las tasas de respuesta que
se encontraron en nuestro estudio fueron similares a las alcanzadas en ensayos clinicos con
fludarabina.!% Estas observaciones podrian motivar la realizacion de ensayos clinicos
comparativos en nuestro medio.

La combinacién de quimioterapia e inmunoterapia ha demostrado una ventaja en términos
de sobrevida para los pacientes jovenes con LLC.1%” Un hallazgo relevante fue que 22
pacientes menores de 65 anos recibieron clorambucil como tratamiento de primera linea.
En algunos de estos casos, la diferencia del costo entre el clorambucil y la quimio-

inmunoterapia posiblemente haya motivado la elecciéon terapéutica; privilegiando la
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adherencia terapéutica sobre los resultados a largo plazo. También es posible que el
tratamiento se haya iniciado antes de que se contara con la disponibilidad estos farmacos
en el cuadro basico de medicamentos institucional.

Una de las limitantes de este estudio fue el nUmero de pacientes incluidos a pesar de la
participacién de cuatro hospitales, siendo dos de ellos de concentracion. Esto se debié a la
baja prevalencia de la enfermedad en nuestro pais, haciendo necesario realizar esfuerzos
en varios estados de la republica y otros centros de tercer nivel del Distrito Federal para
poder ampliar la muestra para estudios futuros.

Otra limitante podria ser la posibilidad de tener un efecto confusor por diferencias en la
ancestria de casos y controles. Se intenté disminuir este efecto al incluir a sujetos con al
menos tres generaciones de mestizos mexicanos. En un futuro se podrian analizar
marcadores adicionales informativos de ancestria para corregir las asociaciones
encontradas en el estudio.

Hasta donde sabemos, éste es la primera investigacidn de asociacidn genética en pacientes

latinoamericanos con LLC y el segundo en una poblacién con baja prevalencia de LLC.
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CONCLUSIONES

El alelo guanina de rs872071 en IRF4 se encuentra asociado a la leucemia linfocitica
cronica en los mestizos mexicanos con una razén de momios de 2.93.

El alelo guanina de rs17483466 en ACOXL/BCL2L11 se encuentra asociado a la
leucemia linfocitica crénica en los mestizos mexicanos con una razén de momios de
1.79.

Contar con tres alelos de alguno de estos dos polimorfismos incrementa 2 veces el
riesgo de padecer leucemia linfocitica crénica en esta poblacion.

Las frecuencias de los alelos de riesgo para LLC son distintas en los mestizos
mexicanos al compararse con caucasicos y chinos.

Los pacientes con LLC en México se diagnostican en estadios mas avanzados de la
enfermedad.

La realizacion de estudios citogéneticos, la evaluacién molecular del gen P53 y el
analisis mutacional de las cadenas de inmunoglobulinas no se realizan de manera
rutinaria en los hospitales publicos de nuestro pais.

La mayoria de los pacientes reciben tratamientos de baja intensidad incluyendo a

los pacientes jévenes.
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ANEXOS

Dictamen de aprobacién de la Comision Nacional de Investigacion Cientifica del

Instituto Mexicano del Seguro Social.

Dictamen de aprobacién de la Comisién de Etica en Investigacion del Instituto

Nacional de Ciencias Médicas y Nutricidn Salvador Zubiran.

Carta de consentimiento informado para los casos IMSS

Carta de consentimiento informado para los controles IMSS

Carta de consentimiento informado para los casos INCMNSZ
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