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RESUMEN

El cancer en la infancia es una enfermedad que representa en México la
primera causa de mortalidad en nifios de 0 a 14 afios después de los
accidentes. En los nifios, este padecimiento se produce con mucha mayor
rapidez que en los adultos debido a que tiene diferente origen y
comportamiento clinico el crecimiento celular es mas rapido, agresivo e
invasor, y mas sensible a la quimioterapia debido a que las células tumorales

suelen ser embrionarias e inmaduras.

La identificacion de genes de susceptibilidad asociados a las enfermedades,
es uno de los grandes desafios en el campo de la genética humana. Dentro de
las estrategias utilizadas para tal fin se encuentran los estudios de asociacion
en poblaciones entre grupos de casos y controles, en este tipo de estudios, se
utilizan como marcadores genéticos a los polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP's) analizando a los alelos mas comunes como marcadores que confieren

un riesgo para el desarrollo de la enfermedad.

Mucho se ha avanzado en el estudio del cancer y algunos de los factores
etiolégicos que lo predisponen. Se sabe que la interaccion de factores génicos
y estimulos ambientales provoca alteraciones celulares, que frecuentemente
llevan a una proliferacién anormal y que para eliminar estas aberraciones, el
sistema inmune posee diversos mecanismos que le permiten reconocer y
eliminar las células transformadas; Sin embargo, en algunas ocasiones, la

respuesta inmune no es lo suficientemente efectiva para controlar el



crecimiento celular anormal o esta respuesta es nula, lo que trae como

consecuencia el desarrollo de un tumor.

Debido a la importancia de los mecanismos inmunologicos implicados en la
génesis tumoral, en este trabajo se evalué la posible asociacion de 10
polimorfismos en genes que regulan estas vias con el fin de encontrar una
asociacion entre la presencia de estas variaciones y el riesgo a padecer cancer
a temprana edad. Se estudiaron 101 casos pacientes del Hospital Infantil de
México "Federico Gomez” (HIM) con diagndstico clinico de cancer pediatrico
confirmado y 274 controles todos ellos adultos sanos sin antecedentes de
cancer. Para cada polimorfismo se calcularon las frecuencias tanto genotipicas
como alélicas y se evalué el equilibrio de Hardy Weinberg (HWE). La
asociacion entre el cancer y las variables categoricas, tales como son los
polimorfismos seleccionados y otros potenciales confusores, se analizaron
mediante la prueba chi-cuadrada de Pearson y odds ratio (OR), asimismo se
realizaron curvas de sobrevida de Kaplan-Meier para analizar su asociacion
con la supervivencia a la enfermedad. En conclusion en este estudio se
observd que las variantes génicas en los genes de IL6, IL8 e IL10-592 podrian
estar asociadas a la predisposicion de cancer pediatrico en poblacidn
mexicana, no se encontré asociacion de los polimorfismos con la supervivencia

a la enfermedad.
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1. INTRODUCCION

A principios de este siglo inicid6 lo que se conoce como la era gendmica,
partiendo de la secuenciacidon del genoma humano. La obtencion de las
secuencias de ADN de individuos de distintas regiones geograficas ha definido
con mayor precision la variacion que existe dentro de los seres humanos.
Conocer estas variaciones en el genoma humano nos puede permitir identificar
algunos de los genes que confieren susceptibilidad o proteccién hacia ciertas
enfermedades complejas, identificar la interaccion de los mismos con los
diversos factores ambientales e incluso predecir la respuesta al tratamiento de

las enfermedades.

Los estudios de “asociacion genética” buscan establecer la relacion estadistica
entre variables genéticas poblacionales y un fenotipo determinado. Estos
estudios estan siendo utilizados para descubrir el componente genético
asociado a las enfermedades comunes de alta prevalencia como la diabetes
mellitus (DBT), la enfermedad coronaria, la insuficiencia cardiaca e incluso el
cancer. Se trata generalmente de estudios de cohorte o de tipo casos y
controles, en los cuales se establece el peso relativo del componente genético

con respecto a otros factores como el medio ambiente.

Habitualmente, en este tipo de estudios, se utilizan como marcadores genéticos
a los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP’s). Estas variaciones pueden
ser en si mismas funcionales y estar relacionadas a la fisiopatologia de la
enfermedad, pero en la mayoria de los casos, son utilizadas para el mapeo y

ubicacion de las verdaderas variantes relevantes. Los SNP's actuan como



improntas de nacimiento y su variedad caracteriza a los diferentes grupos
poblacionales. Cada individuo es portador de un patron propio de SNP’s que lo
identifica y que comparte con su grupo étnico. Sin embargo, es importante
remarcar que la mayoria de las enfermedades son el producto de desérdenes
gendémicos complejos, es decir, generalmente el riesgo de una enfermedad

esta dado por un conjunto de SNP’s que participan de manera aditiva.



2. MARCO TEORICO

2.1 EPIDEMIOLOGIA

El cancer infantil tiene gran importancia en el ambito de la salud publica, hasta
hace algunos afos, esta patologia era considerada una rareza por los médicos
generales, sin embargo, actualmente el cancer es la segunda causa de muerte

en ninos de 1 a 9 anos, superado soélo por los accidentes (1).

2.1.1 CANCER PEDIATRICO EN MEXICO

De acuerdo al reporte de la Secretaria de Salud, Subsecretaria de prevencién y
Direccion general de epidemiologia, la poblacién inscrita en el RCNA (Registro
Nacional de Cancer en Nifilos y Adolescentes) durante el periodo 2005-2010,
asciende a 3 569 pacientes menores de 20 afos, cuya distribucion por sexo
muestra un predominio masculino, con el 54.9% del total de los casos, en
cuanto a la distribucion por edad, la mayor concentracién de los casos se
ubican en el grupo de 10 a 14 afos (53.4%), seguido del grupo de 5 a 9 afos

(30.7%) (1).

El cancer infantil se clasifica siguiendo una categorizacion distinta a la que
define al cancer en adulto. Esta clasificacion es una modificacién de la
“International Classification of Disease for Oncology” (ICD-O) de la OMS, que
agrupa los tumores en 12 grandes categorias (Tabla 1), que a su vez engloban
subgrupos que permiten estudiar hasta 40 tipos diferentes de tumores

(International Classification of Childhood Cancer (ICCC).



Tabla 1 Clasificacion Internacional de Cancer Pediatrico (ICCC)

I Leucemias

Il Linfomas y otros tumores reticuloendoteliales

Il | Tumores del sistema nervioso central

IV | Tumores del sistema nervioso simpatico (neuroblastoma)
V Retinoblastoma

VI | Tumores renales

VIl | Tumores hepaticos

VIII | Tumores 6seos

IX | Sarcomas de tejidos blandos

X Neoplasia de células germinales,

trofoblasticas y otras neoplasias gonadales

XI | Carcinoma y otras neoplasias malignas epiteliales
Xl | Otros no especificados

En el analisis de los casos atendidos en las Unidades Médicas Acreditadas en
México, de 2005 a 2010, se reportd que los primeros tres lugares, de acuerdo
con el tipo histolégico del tumor, lo ocupan: Leucemias (30%), Linfomas y
Neoplasias Reticuloendoteliales (17.1%) y Tumores del Sistema Nervioso
Central SNC (11.9%). Dentro de las Leucemias el diagndstico mas frecuente es
la Leucemia Linfoblastica Aguda, siguiendo la Leucemia Mieloblastica Aguda, y
la Leucemia Granulocitica; de los Linfomas, el mas frecuente es el Linfoma
Hodgkin, y en segundo lugar el Linfoma No Hodgkin. Respecto a los Tumores
de SNC los mas frecuentes en orden ascendente son el Astrocitoma,
Meduloblastoma, Glioma, Ependimoma, y Tumor Neuroectodérmico Primitivo.
Los sarcomas de partes blandas ocupan el cuarto lugar siendo el tipo mas

frecuente en este grupo el Rabdomiosarcoma (2). (llustracion 1)
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Porcentaje de casos de cancer en menores de 20
aios, segun el tipo histolégico de tumor. Unidades
Médicas Acreditadas. Secretaria de Salud, 2005-2010

L.

* 1 Linfomas y Neoplasie
R etieufoerdoteliaes

* I Tumcess dd Sedeme
Neweno Cerered

* VR Tumeres Oses.

* X Tumores de C dules
Coranales

L demnin.

Fuerts CENAVECEDGERCNA 2005-20%0

llustracién 1 Frecuencia de cancer en menores de 20 afios segun tipo histolégico (2)

Tabla 2 Casos de cancer en menores de 20 afios segun tipo histolégico de tumor
y sexo (2)

Unidades Médicas Acreditadas. Secretaria de Salud, 2005 - 2010

Sexo
Tipo histolégico™ Total
Masculino % Femenino %

I Leucemia 375 54.3 316 457 691
Il Linfomas y neoplasias reticuloendoteliales 282 4.0 142 38.0 394
Il Tumores del Sistema Nervioso Central 148 54.0 126 46.0 74
IV Tumores del Sistema Nervioso Simpatico 39 494 40 508 73
V Retinoblastoma 51 54.6 42 452 93
VI Tumores renales T8 56.9 59 431 137
VIl Tumores hepdticos 25 B2.5 15 3Ts5 40
VIll Tumores dseos 39 52.4 S0 47 6 189
1¥ Sarcomas de tejidos blandos a7 55.1 71 44 9 158
¥ Tumores de células germinales a7 540 T4 460 161
¥l Carcinomas y otras neoplasias epiteliales 10 385 16 615 26
X|| Neoplasias inespecificas 28 459 33 541 61
Subtotal 1,279 55.5 1,024 44.5 2,303
I'I'niﬂ 1,969 54.9 1,610 46.1 3,669"
Fuente: CENAVECE/DGE/RCNA, 2005-2010 ** Inchrye 1266 casos sin dalo

*Sepun Clasificacidn Internacional de Cancer en la Nifiez

En cuanto a la incidencia de cancer pediatrico en el pais por entidad federativa
segun datos actuales del RCNA, siete entidades (Michoacan, Veracruz,
Oaxaca, Edo México, Chihuahua, Sinaloa y Sonora) concentran el 50% de los

casos incorporados a dicho registro. En el extremo opuesto, las entidades de
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Aguascalientes, Coahuila, Colima, Guerrero, Nuevo Ledn, Quintana Roo y

Tlaxcala, contribuyen con menos del 5% de los casos inscritos ( llustracion2)

2).

Incidencia relativa de cancer en menores de 20 afios inscritos en el RCMA. Mexico 2005-
2009

llustracion 2 Incidencia de cancer pediatrico por entidad federativa en el pais de
México (2)

La tasa de mortalidad en los menores de 20 afos durante el periodo analizado
fue de 5.4 muertes por 100,000 casos. Los grupos de edad con mayor

mortalidad fueron los de 1 a 4 afios y de 15 a 19 afios (2). (llustracién 3)

Tama Tasa de mortalidad por tumores malignos e mencres de 20 afies,
sepiin afio de registro y prapo de edad.
T Mitwico, 1900 - 2008

TN

20 -

T TeSM TG TEED TR 18RS TEES 1807 1O 100M D000 G001 003 JOO3 FOMM 005 P006 J0OF 006
rmpen e wined
et L | 1-4 —5-80 —HW-14 —15-19

llustracion 3 Tasas de mortalidad de cancer pediatrico en México 1990-2008 (2)
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2.1.2 CANCER PEDIATRICO EN EL MUNDO
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en su reporte mundial de cancer,
indica que para la poblacion infantil en las regiones de Europa, Norte América,
y otras regiones desarrolladas, las tasas de incidencia son alrededor de 140
por millén de habitantes (llustracion 4). Se estiman aproximadamente 160,000
nuevos casos, Yy 90,000 muertes en menores de 15 afios de edad cada afio

por cancer (3, 4).

Figura 9. Comparacién de las tasas de incidencia de los canceres infantiles comunes por raza/grupo étnico,
de 0 a 19 afios de edad, 2005-2009

I oo [ Cerebrofotros cinceres del sistemanenvioso. [ Linfoma [ Leucemia

Tasa por 100,000

Blancas no hispanos Negros no hispancs Indigenas americanos/ Americanos asidticos/ Hispanos
Nativos de Alaska* Islefios del Pacifico

Las tasas son por 100,000 habitantes y se ajustan por edades ala pablacion estandar de E.UU. del aho 2000. Las personas de origen hispana pueden ser de cualquier raza.

*Las tasas de incidencia de los nativos americanas y os nativos de Alaska se basan en los condados con dreas de suministro de servicios de salud por contrato
(Contract Health Servica Delivery Area, CHSDA)

Fuente: Asociacian Norteamericana de Registros Centrales de Cancer, 2012.

llustracion 4 Incidencia de cancer infantil por raza/grupo étnico (3, 4)

2.2 ETIOLOGIA

El cancer, tal como lo conocemos en los adultos, es una patologia
completamente diferente a la que se presenta en los nifios. En edad infantil
tiene diferente origen y comportamiento clinico, la mayoria de los tumores
infantiles son de origen embrionario, en la mayoria de los casos no se han
identificado factores ambientales que influyan en su desarrollo, al contrario de

lo que sucede en el adulto. Sin embargo, los tumores infantiles presentan
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diferencias geograficas y étnicas que son una posible expresion de riesgos

ambientales, los cuales no han sido determinados hasta el momento (5).

La conducta clinica de los tumores pediatricos es mas agresiva y son de
crecimiento rapido, sin embargo, la respuesta del tumor a la quimioterapia y a
la radioterapia es mejor que en los tumores del adulto ya que son tejidos mas
sensibles a estos tratamientos, por lo tanto la supervivencia también suele ser

mayor (5).

Por otra parte, el incremento de la supervivencia en pacientes pediatricos hace
necesario el estudio de los efectos secundarios adversos en érganos y tejidos a
largo plazo incluso segundas neoplasias debidas a los tratamientos utilizados

para curar el tumor primario (5).

La etiologia del cancer en general sigue siendo en gran parte desconocida,
pero para la mayoria de ellos su origen es multifactorial (6). Sin embargo,
sabemos que el cancer tiene una base genética en donde células normales
sufren una transformacién progresiva, tras la adquisicion multisecuencial de
mutaciones en su genoma, provocando finalmente la proliferacion incontrolada
de un clon celular en un determinado tejido, que escapa a los procesos
naturales de senescencia y apoptosis, resultando en la inmortalizacion y
posteriormente en la capacidad de invasién de tejidos anexos y distantes
(metastasis) (7).

Los principales avances de los ultimos anos en el cancer se ha dado en el
campo de la genética, tanto en el descubrimiento de alteraciones genéticas que
predisponen al cancer (8, 9), como en la identificacibn de alteraciones

genotipicas somaticas que modifican el comportamiento celular (crecimiento,



diferenciacién y apoptosis). Estas alteraciones gendmicas puede afectar a
oncogenes, genes supresores, genes reparadores o genes interruptores (los
que regulan las cascadas de senales intracelulares cinasas, fosforilasas) asi
como factores de transcripcion. También es de gran importancia la existencia
de alteraciones en genes que predisponen a errores en la replicacion o
reparacion del ADN, tanto por dafios producidos por factores endégenos como
radicales libres y exdbgenos como, radiaciones ionizantes, radiacion ultravioleta,

agentes quimicos y bioldgicos (virus, bacterias y hongos) (8).

En el caso de cancer pediatrico los estudios de secuenciacion de nueva
generacion han demostrado que en muchos casos son tumores silenciosos, es
decir, presentan pocas mutaciones somaticas, como es el caso de leucemias,
sarcomas etc., a diferencia de tumores en adultos donde se pueden identificar
numerosas alteraciones somaticas. Por este motivo, aun cuando Ila
segregacion familiar explica un muy escaso numero de casos, se ha propuesto
que variantes genéticas germinales raras podrian tener un papel muy
importante como factores causales en el cancer pediatrico (8). Por este motivo,
en la actualidad se estan llevando a cabo diversos estudios y estrategias para

poder identificar variantes raras de riesgo para cancer infantil.



2.3 SISTEMA INMUNE INNATO Y SU RELACION CON CANCER

2.3.1 SISTEMA INMUNE

El sistema inmune regula los procesos celulares y moleculares implicados en
la defensa de la integridad biolégica del organismo a través de la identificacion
de las sustancias propias y deteccion de las sustancias extrafas y su
destruccion (10).

En cada organismo, los mecanismos de defensa son muy diversos y
heterogéneos, aunque siempre existe una actuacion integrada de todos ellos.
Los mecanismos de defensa pueden ser de tipo inespecifico (innata) y
especifico (adaptativa), dependiendo de las circunstancias en unos casos

predomina una u otra de estas modalidades de respuesta (10).

2.3.2 INMUNIDAD INNATA

La respuesta inespecifica o innata es la primera barrera defensiva del
organismo y no requiere sensibilizacion previa. Las células que median esta
respuesta inespecifica, son las células polimorfonucleares (PMN) neutrofilos,
macrofagos y células natural killer (NK), que son células que se caracterizan
por activarse de forma inmediata siempre que cualquier sustancia extraina
penetra en el organismo, asimismo este tipo de respuesta es la encargada de
los procesos de apoptosis celular (10).

2.3.3 RELACION DEL SISTEMA INMUNE CON PREDISPOSICION A
CANCER

El papel del sistema inmune en el reconocimiento tumoral y en su eliminacion
es conocido desde hace décadas. Su potencial es tal, que la mayoria de las

personas sanas eliminan células tumorales a diario gracias a un eficaz sistema



inmune. Se han descrito en pacientes con cancer, alteraciones del sistema
inmune adaptativo como aumento de células T reguladoras, disminucion de
células T CD8 efectoras y aumento de citocinas reguladoras (11). Asi, se ha
encontrado que en diversos tumores los mecanismos de procesamiento y
presentacion de antigenos se encuentran alterados en grado diferente y
expresan citocinas, quimiocinas, o factores de crecimiento, que inducen
finalmente a tolerancia o evasion de la respuesta inmune en contra del tumor

inhibiendo la respuesta antitumoral eficiente (12, 13).

Por otra parte se sabe que las células cancerosas son capaces de atraer
diferente tipos de células en el microambiente del tumor a través de la
secrecion de proteasas extracelulares, factores pro-angiogénicos y citocinas

(10).

Las citocinas son pequefias moléculas que pueden inhibir o propagar
inflamacion y activar o desactivar procesos celulares y sus vias. Existen
diversos estudios que han demostrado la relevancia de las citocinas en el
cancer, en primer lugar, juegan un papel importante en el medio ambiente para
el crecimiento y mantenimiento del tumor, los modelos animales knockout de
algunas citocinas muestran predisposicion para el desarrollo del cancer, y por
ultimo, se ha encontrado evidencia que muestra que polimorfismos en genes
que codifican para citocinas estdn asociados con mayor riesgo de

enfermedades inflamatorias y cancer (10, 11).



Con base en lo expuesto anteriormente, existe importante cuerpo de evidencia
que muestra una clara relacion entre el sistema inmune innato, mediante la
participacion de citocinas y el desarrollo de cancer. Diversos autores han
postulado teorias acerca de la relacion entre el sistema inmune innato y el
cancer.

> INFLAMACION
La inflamacién cronica esta implicada en la patogénesis de la mayoria de los
canceres mas comunes. La asociacion entre el cancer y este proceso puede
tener implicacion como un agente causal, participando en la iniciacion del
tumor, la progresion temprana del tumor o favoreciendo la metastasis (13).
De manera general el proceso de inflamacion se caracteriza por la infiltracion
del tejido dafado por leucocitos, inicialmente neutréfilos y mastocitos, que son
reclutados como parte de un mecanismo celular multifactorial. Los mastocitos
juegan un papel importante especialmente en la liberacion de mediadores
inflamatorios preformados almacenados que atraen a mas células en respuesta
a quimiocinas y citocinas promoviendo asi la formacion del tumor (10).
Las variaciones alélicas de los genes implicados en la inflamacion pueden
alterar los niveles de citocinas proinflamatorias y quimiocinas. Como se
comentd previamente las variaciones en la expresion de citocinas podrian
participar en el desarrollo y progresion de cancer, por lo que diversos estudios
han evaluado si los polimorfismos de genes de inmunidad innata se asocian
con un aumento en el riesgo de cancer, sin embargo la mayoria de los estudios

se han realizado en poblacién adulta (11-13).



» INMUNOVIGILANCIA

Esta teoria postula que el sistema inmune es capaz de detectar células
cancerosas reconociendo sus caracteristicas particulares y eliminarlas
previniendo la progresion del cancer. Sin embargo, en algunos casos, este
proceso no es eficaz. De manera general este consta de tres etapas: En la
primera, Eliminacion el sistema inmune es capaz de destruir células
neoplasicas basicamente mediante efectores de la inmunidad innata, seguida
de una fase de Equilibrio, donde se inducen efectores especificos que
reconocen y destruyen al tumor pero también se genera una presion de
seleccion sobre las células tumorales generando variantes neoplasicas
mutadas. Por ultimo, en la etapa de Escape, las variantes del tumor que
sobreviven se vuelven resistentes al reconocimiento y/o eliminacién por los
efectores inmunes y el tumor crece (10).

El sistema inmune innato se encuentra implicado en este proceso de
eliminacién de células neoplasicas mediante procesos de apoptosis regulando
asi la produccion, formacion y propagacion de tumores debido a su
participacion en el proceso de inmunovigilancia, se cree que alteraciones en el
funcionamiento de este sistema pueden estar implicados en el desarrollo de

cancer y de ahi su importancia en el presente estudio (12, 13).

2.4 POLIMORFISMOS

La semejanza entre los genomas de individuos de una misma especie, se ha
estimado en un 99.9%. El 0.1% restante del genoma presenta variaciones en la
secuencia de ADN y se les conoce como polimorfismos genéticos. Estos

consisten, por tanto, en variaciones en la secuencia del ADN, tengan o no



consecuencia biolégica alguna, que se detectan en al menos el 1% de los
individuos de una poblacion (14). La mayoria de estas variaciones se
consideran neutras, es decir, sin efecto alguno sobre el fenotipo. Algunos
pueden ir desde la modificacion de una sola base hasta cambios en numero y/o
tamano en la unidad de repeticion.

Pueden clasificarse de acuerdo al tipo de cambio que se produce, en
polimorfismos de secuencia y polimorfismos de longitud. También podemos
clasificarlos de acuerdo al numero de alelos que presentan como polimorfismos

bialélicos y multialélicos (15).

2.4.1 POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDO UNICO (SNP)

Los SNP’s (Single Nucleotide Polymorphism por sus siglas en inglés) consisten
en la sustitucion de un nucleétido por otro y pueden dar lugar a variaciones en
la secuencia del ADN. Se localizan por todo el genoma, son tipicamente
bialélicos, si bien cabe mencionar que pueden observarse SNP tri- y tetra
alélicos (15). En conjunto, constituyen hasta el 90% de todas las variaciones
genéticas humanas, estimandose que uno de cada 200-300 nucledtidos varia
entre los distintos individuos. Actualmente estan identificados mas de 9

millones de SNP’s.

Aunque la mayoria de los SNP’s se encuentran en regiones no funcionales del
ADN o son sinénimos (se produce un cambio de nucledtido que genera el
mismo aminoacido, sin alterar por tanto la secuencia de las proteinas),

careciendo probablemente de efecto bioldgico, existen también los que afectan



a regiones codificantes o funcionales del genoma, logrando modificar el sentido
de un codon o alterar la expresion de un gen (15). Se ha propuesto la hipotesis
de que estos ultimos polimorfismos son los responsables de gran parte de las
diferencias fenotipicas entre individuos, pudiendo determinar la respuesta
individual a factores ambientales, farmacolégicos y la predisposicion a la

mayoria de las enfermedades, especialmente las complejas como el cancer.

A un grupo especifico de SNP’s que se heredan en bloque, se le suele
denominar haplotipo. Lo que se define como una combinacion de alelos de
diferentes loci que estan ligados en un mismo cromosoma y que debido a
cortas distancias fisicas entre ellos, éstos pueden heredarse como una unidad.
Dada la alta variabilidad alélica, la probabilidad de que dos individuos no
relacionados presenten un mismo haplotipo, es practicamente nula. Es por esto
que el estudio de haplotipos se ha convertido en una herramienta util en la

determinacion de relaciones genéticas entre individuos (16).

2.5 GENES Y POLIMORFISMOS EN CITOCINAS Y SUS RECEPTORES

Diversos estudios (Tabla 4) han identificado SNP's en la secuencia de genes
que codifican para citocinas, particularmente se han localizado en las regiones
de promotores de estos genes, y se han asociado con diferentes niveles de
transcripcion. Algunos de estos SNP’s que han sido reportados en la literatura

se describen a continuacion:

23



2.5.1 INTERLEUCINA 6 (IL-6) -174G/C (rs1800795)
Localizaciéon gen: 7p21Exén 5
Secuencia:ACTTTTCCCCCTAGTTGTGTCTTGC[C/GJATGCTAAAGGACGTCACATTGCAA

Cambio de base: C/G

Chromosome 7 - NC_000007.14

[ 22563337 e [ 22822552

LOC1005061 75 LOc4n1ziz ILGde RPIZERI2 TOHH?
Locina7ad4iez

Funcién: Es producida por diversos tipos celulares: monocitos, macréfagos,
linfocitos T y B, fibroblastos, células endoteliales, sinoviocitos, células de la
glia, adipocitos y células epiteliales intestinales, entre otras. Los principales
estimulos para su sintesis y liberacion son las infecciones por ciertos
microorganismos, particularmente virus y bacterias (lipopolisacarido bacteriano)
y por la accién de otras citocinas, como la IL-1, TNF-a y el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (17). Asimismo, sus principales objetivos o dianas
celulares son los linfocitos T y B, las células epiteliales, los
monocitos/macréfagos y los hepatocitos. Esta citocina ejerce diferentes
acciones hematoldgicas, inmunologicas, endocrinoldgicas y metabdlicas; es la
principal estimuladora de la produccion de la mayoria de las proteinas de fase
aguda, como la proteina C-reactiva, amiloide sérico A, ceruloplasmina,
haptoglobina, hemopexina, ferritina, algunas proteinas del sistema del
complemento y diferentes proteinas de la cascada de la coagulacion. Juega un
papel importante en la patogénesis de la anemia y de las enfermedades
cronicas al inducir la produccion hepatica de hepcidina, que inhibe la absorcién
intestinal de hierro. Ademas, induce la expresion de ferritina, que promueve el

almacenamiento y retencion del hierro dentro de los macréfagos. Asimismo



coestimula el crecimiento de diferentes colonias de precursores
hematopoyéticos; promueve el crecimiento de colonias de granulocitos y
macrofagos e interviene en la proliferacion y maduracion de la serie

megacariocitica (18).

En el sistema inmune es una citocina pluripotencial ya que tiene acciones tanto
proinflamatorias como antinflamatorias; promueve la diferenciacién y
maduracion de los linfocitos T y B, estimula la produccion de inmunoglobulinas
por parte de las células B, inhibe la secrecién de citocinas proinflamatorias
como el TNF-a y la IL-1. En este sentido, la IL-6 tiene también acciones
antinflamatorias vy, junto con el aumento en la produccion del cortisol, ayuda a

controlar la respuesta inflamatoria (18).

Asociacion con cancer: La IL-6 es una citocina pro-inflamatoria que
constituye uno de los mediadores mas importantes de la respuesta inflamatoria
aguda. Existe un polimorfismo en la regién del promotor en la posicion
-174G>C y estudios previos han demostrado que este cambio afecta la afinidad
de proteinas nucleares que estan involucradas en la transcripcion del gen (17).
La actividad de citocina IL-6 influye en la patogénesis de linfoma no Hodgkin
(NHL) y se ha asociado con la disminucion del riesgo de muerte, asi como a la
recaida y cancer secundario (19). El genotipo G/G esta asociado con niveles
elevados de IL-6 y se ha relacionado con un mayor riesgo a cancer gastrico
(20), cancer de mama (21). Contrariamente en pacientes con neuroblastoma

portadores de uno o mas alelos C tuvieron una SG (sistema de Gleason que



identifica 5 patrones de crecimiento celular y el impacto del cancer sobre la

sobrevida) superiores a los que son homocigotos para el alelo G (22).

2.5.2 INTERLEUCINA 8 (IL-8) -251 AIT (rs4073)
Localizacién gen: 4q13-g21 Ex6n 4
Secuencia: TTATCTAGAAATAAAAAAGCATACA[A/TITTGATAATTCACCAAATTGTGGAGC

Cambio de base:A/T

Chromosome 4 - HC_000004.12

[ 73E05503 e [ 73549053 e

LOCT 25040 RAZIFE CHEL S o CHELE
PPEPP1

Funcion: Miembro de la familia de citocinas CXC, es un quimiotactico de
neutrofilos y linfocitos, induce proliferacion celular, migracion y angiogénesis.
Es importante también en la migracion y activacion de linfocitos y neutréfilos, lo
que amplifica la respuesta inflamatoria, asimismo promueve el crecimiento
celular (17).

La IL-8 es bien conocida por su capacidad para producir la desgranulacion de
los neutrofilos, lo cual resulta en un aumento en la expresion del receptor del
complemento tipo | (CRI) y Il (CR3). IL-8 actia como un factor quimiotactico
para los eosinofilos y para los linfocitos humanos, en concreto las células T

(17).

Asociaciéon con cancer: Hay una acumulacion de evidencias que apoyan que
esta interleucina juega un importante papel en el proceso inflamatorio de
muchas patologias. Se ha identificado un polimorfismo en la regién del
promotor IL-8 —251T/A, en el cual, los genotipos AA/ AT se asociaron con un

aumento significativo del riesgo de cancer (23). En un estudio realizado por el



investigador Wang Z. y cols. 2013 (24) han asociado este SNP con cancer de
mama, nasofaringeo, gastrico, oral y de laringe. Asi como un menor riesgo de
cancer de préstata. También se ha estudiado su implicacidn con una menor
sobrevida al linfoma folicular (25).

2.5.3 INTERLEUCINA 10 (IL-10) o CSIF (Human cytokines synthesis
inhibitory factor)

Localizacién gen: 1931-q32 Exén 5

Cambio de base:

-1082 rs1800896 A/G

-819 rs1800871 C/T

-592 rs1800872 A/C

Chromosome 1 - NC_000001.1

[ 205535536 e [ 208565223 e

[RES HAFKAFKZ IL1i0 #s IL19 ILzn
RPE14P1

Funcién: Es una citocina anti-inflamatoria, que inhibe la sintesis de citocinas
pro-inflamatorias como interferon gama (IFN-y), IL1, IL2, IL3, IL6, factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) y factor estimulante de colonias de granulocitos y
monocitos (GM-CSF) y células T ayudadoras tipo 1. Es una hormona de 185
aminoacidos, la cual se deriva de un pro-péptido de 212 aminoacidos que se
localiza en la superficie de los macrofagos. Tiene la caracteristica de inhibir la
funcién de los macrofagos y de las células dendriticas, lo que afecta la
produccion de citocinas pro-inflamatorias, como IL-4, IL-5, IFN-y (18).

Asociaciéon con cancer: La produccion de IL-10 esta se han relacionado con

polimorfismos genéticos localizados en la regién promotora del gen de esta



citocina. El promotor de IL-10 es altamente polimorfico, particularmente se han
estudiado tres SNP’s que se localizan en el promotor en las posiciones -1082,

-819 y -592, estas variaciones regulan los niveles de IL-10. Los estudios de
desequilibrio de ligamiento han demostrado que solo hay cuatro posibles
haplotipos ATA, ACC, GCC y GTA los cuales estan asociados con una

expresion diferencial de IL-10 (17).

Existen diversos estudios que sugieren que las variaciones genéticas en el
promotor de 1I-10 influencian la cantidad de proteina producida de esta citocina.
El SNP la region -1082 el alelo (G) se asocia a un aumento en la expresion vy el
SNP en la regién -592 el alelo (A) con una disminucién en la expresiéon. El
haplotipo ATA esta asociado a una menor producciéon de IL-10, mientras que el
haplotipo GCC (SNP-1082, -819 y-592) se identifica como un fenotipo con alta
produccion de IL-10 de modo que este se asocia a un mayor riesgo de cancer
oral, cancer gastrico en comparacion con el haplotipo ATA (26). El haplotipo
GTA (-3575T>A,-1082A> G,-819c>T y 592>A) se ha asociado con un mayor
riesgo para los linfomas de células B (27). El alelo menor (A) del SNP-592
rs1800872 conocido por producir menos Interleucina 10, se asocié con un

mayor riesgo de recurrencia del cancer de prostata (28).

2.5.4 RECEPTOR ASOCIADO A CINASA (IRAK1) -532 T/C (rs1059703)
Localizaciéon gen: Xq28 Exén 14

Secuencia:AGGGGGGATGCAGCTGGCGGCCTCC[A/GIAATGCCCGGGCACCCCCGCCA
CCAC

Cambio de base: A/G



Chromosome X - NC_000023.11

[155847557 [ 15409773

HCFCL IRAKL
THEH1&7 HIR71E
HIRZ202-1 HECP2
HIRZ202-2

Funcién: Se localiza en monocitos y células endoteliales, ha sido identificado
como el receptor para LPS y participa de manera importante en la activacion de
la apoptosis a través de FADD (Fas-Associated Death Domain Protein) y
caspasa 8, lo cual explica la estrecha relacion que existe entre respuesta

inflamatoria sistémica, control de la infeccion y muerte celular programada (17).

Asociacién con cancer: Interleucina 1 se une a dos receptores especificos,
cuando lo hace con el receptor tipo | (IL-1RIl) desencadena una via de
sefalizacion intracelular que incluye la fosforilacidn proteica mediada por
cinasas conocidas como IRAK's (cinasas asociadas al receptor de IL1), y que
es responsable de los efectos bioldgicos de la citocinas (29).

Los receptores miembros de la familia IRAK son indispensables para la
transduccion de sefales por LPS. Una cascada de multiples fosforilaciones y
desfosforilaciones secuenciales de diferentes cinasas (como las protein-
cinasas activadas por estrés, SAP-cinasas) resulta en activacion de proteinas
que participan en la traduccién y traslocacion de factores transcripcionales
(particularmente NF-kB y AP-1). Debido a que en las células se expresan
pocos receptores de IL-1 y que sélo se necesita la activacion de pocos de estos
receptores para producir una respuesta bioldgica a IL-1 puede deducirse que el
mecanismo de sefalizacidén es altamente eficiente. La mejor explicacion de la
potencia de la sefializacién inducida por IL-1 es la amplificacion, luego de la

union al receptor, a través de multiples protein-cinasas (29).



Polimorfismos de este gen parecen estar implicados en una amplia gama de
enfermedades entre ellas el cancer. Estudios realizados lo han asociado con
mayor riesgo a padecer cancer de prostata (30), asi mismo mediante la
inhibicion de este receptor IRAK1 se encontré un aumento de las respuestas
terapéuticas en el melanoma (29).

2.5.5 INTERLEUCINA 1 RECEPTOR ANTAGONISTA (IL-1RN) +2018T/C
(rs419598)

Localizaciéon gen: 2q14.2 Exoén 11
Secuencia:ATCTGAGGAACAACCAACTAGTTGC[CITIGGATACTTGCAAGGACCAAATGTA

Cambio de base:C/T

Chromosome 2 - NC_000002.12

[ 113055635 e [ 113275021

IL3ERN IL1RN sy P304 PREG-AZ1
ILiF10 PAXS

Funcién: La IL-1RN (antagonista de receptor) es liberada durante la lesion
tisular y no posee un efecto en si, sino que compite como antagonista del
receptor de la IL- 1. Es una proteina de la familia de la IL 1, cuya funcion
principal es inhibir la actividad de IL-1a e IL-13, y de ese modo modular la gran

variedad de respuestas inmunoldgicas mediadas por estas interleucinas (17).

Asociacion con cancer: El gen de la IL-1RN tiene 5 exones y existen 3
isoformas conocidas de IL-1RN: IL-1RN soluble glicosilado (sIL-1Ra) y dos
formas intracelulares no glicosiladas (iclL-1Ral e iclL-1Rall). sIL-1Ra e iclL-
1Ral provienen del mismo gen, mediante transcripcion alternativa del primer

exon. La expresion de slL-1Ra e iclL-1Ral esta regulada por 2 promotores



distintos, localizados corriente arriba de cada uno de los primeros exones
alternativos con diferentes elementos reguladores de la transcripcién. La
regulacion de la expresion de iclL-1Ra es especifica de cada tipo de célula

(17).

Debido a que la funcion principal es inhibir la actividad de IL-1a e IL-1 las
cuales participan de manera importante tanto en actividades proinflamatorias
como en la respuesta citotoxica sobre las células cancerosas e infectadas.
Estudios realizados del polimorfismo IL-1RN 2018T>C lo han asociado con
cancer de colon, donde la frecuencia del genotipo CC entre los pacientes es

significativamente mayor que en el grupo control (31).

2.5.6 INTERLEUCINA 1 BETA (IL-1B) -511C/T (rs16944)
Localizacién gen: 2q14 Ex6n 7

Secuencia:TACCTTGGGTGCTGTTCTCTGCCTC[G/AJGGAGCTCTCTGTCAATTGCAGGA
GC

Cambio de base: G/A

Chromosome 2 - NC_000002.12

[112737567 [112915552 p

CKAP2L IL1E IL37
IL1A LOCIo01 25413

Funcién: Es primariamente producida por macrofagos, monocitos, células
endoteliales, queratinocitos, células sinoviales, astrocitos, osteoblastos,
neutrofilos, células de la glia. Asi también por células no inmunoldgicas, tales
como fibroblastos y células endoteliales activadas durante la lesion celular, la

infeccidn, la invasion y la inflamacioén (17).



Esta citocina es liberada al medio extracelular cuando la célula sufre apoptosis,
actua sobre los receptores IL-1RI e IL-1RIl. Muchas de las actividades
proinflamatorias de la IL-1 estan relacionadas con su capacidad de inducir la
ciclooxigenasa-2 (COX-2) con incremento de productos eicosanoides,
incluyendo prostaglandina E2 (PGE2) y leucotrieno B4 (LTB4) como segundos
mensajeros. Induce la sintesis de otras citocinas como TNF, IL-6, GM-CSF v,
mediante retroalimentacidon positiva, un incremento en la sintesis de IL-1. Al
igual que el TNF, tiene efectos citotdxicos sobre las células cancerosas e

infectadas (27).

Asociacion con cancer: La IL-1B es codificada por un gen cuya longitud es de
9,7 kb que comprende 7 exones, el promotor de la IL-1B contiene una caja
TATA, un motivo tipico de los genes inducibles (17).

Experimentos in vitro e in vivo han mostrado multiples efectos biolégicos tanto
de IL-1a como de IL-1B; la base para la gran variedad de propiedades de la IL-
1 es el efecto de esta unica citocina en la expresién de varios genes, como es
el caso de aquellos genes inducibles que responden a retos enddgenos o
exogenos; esto incluye la habilidad de IL-1B para aumentar la expresion de la
familia de genes de IL-1. En forma similar, los genes de otras citocinas
inflamatorias, factores de crecimiento de linfocitos, factores estimuladores de

colonias y factores de crecimiento mesenquimal, son estimulados por IL-1 (27).

Por sus propiedades proinflamatorias y su papel en la respuesta inmune innata
se ha pensado que la IL-1 podria estar implicada en los mecanismos

fisiopatolégicos de una amplia gama de enfermedades.



Actualmente, hay un interés creciente en el estudio de los polimorfismos de los
genes que codifican para cada uno de los miembros de la super familia de la
IL-1, que parecen afectar la expresion proteica de estas citocinas ya sea por
aumento o por defecto, y de esta manera afectar el fenotipo de la enfermedad.

Existe un estudio en el que se ha encontrado una relacién de este gen con

cancer esofagico donde se asocia con un menor riesgo (27).

2.5.7 ANTIGENO CD14 -159C/T (rs2569190)
Localizacién gen: 5g31.1 Exo6n 3

Secuencia:AATGAAGGATGTTTCAGGGAGGGGG[A/G]ICCGTAACAGGAAGGATTCTGCA
GGG

Cambio de base: A/G

Chromosome 5 - NC_000005.10

[ 140570004 e [ 140662450 P

LOC1o0S057es RPLZEPLL COl4 4  WOUFAZ
HAUE1F1 THCOE
HIRZIEES
IK

Funcién: Es una proteina de membrana de 55 kDa anclada a
glucosilfosfatidilinositol, expresada sobre la superficie de monocitos,
macrofagos, células de la microglia y leucocitos PMN. CD14 es reconocido
como el principal receptor de lipopolisacarido (LPS) de bacterias gram-
negativas (17). Una vez que interaccionan CD14-LPS, el receptor similar a toll
tipo 4 (TLR4) actua como un coreceptor e induce sefales intracelulares
conduciendo a la activacion de factores nucleares como NF-KB,
desencadenando la sintesis de mediadores solubles inmunolégicos como las
citocinas y quimiocinas; el cambio de base se ha asociado con incremento en

la produccién de Interferéon gamma (IFN-y) (32).



Asociacién con cancer: Existe un polimorfismo CD14-159C>T que se localiza
en la regién del promotor de este gen, este polimorfismo modula los niveles
circulantes de CD14. Los individuos homocigotos para el alelo -159T tienen
niveles elevados de CD14. Este polimorfismo también esta asociado con un
incremento en la produccion IFN-y (17).

Estudios previos han encontrado una asociacion significativa con cancer de
préstata (33); Asimismo, en estudios de expresion antigénica se ha encontrado
que la sobre expresion de CD14 regula el alza de la respuesta inflamatoria
TNF-a y suprime la malignidad de las células en carcinoma gastrico y leucemia

mieloide aguda (34).

2.5.8 TOLL LIKE RECEPTOR 4 (TLR-4) -1183G/A (rs4986790)
Localizacién gen: 9933.1 Exo6n 4
Secuencia:GCATACTTAGACTACTACCTCGATGIA/GITATTATTGACTTATTTAATTGTTTG

Cambio de base: A/G

Chromosome 9 - HC_000009.12

[ 117645605 [ 115732745 e

LOCL 01325797 LOCL 01 325526 LOCL0 2724529
RPL3EAPEZ TET1PD
TLRd o

Funcién: Son proteinas transmembranales con un dominio extracelular rico en
repeticiones de leucina (N-terminal), un dominio extracelular y uno intracelular
denominado TIR (C-terminal), el cual es similar al dominio intracelular del
receptor de IL1 (17).

Los TLR's se expresan tanto en tejido linfoide como no linfoide en monocitos,

neutrofilos, células dendriticas, macréfagos, neutréfilos y linfocitos, ademas de



células endoteliales y epiteliales. Son considerados receptores de "vigilancia",
lo que indica que son capaces de vigilar los tejidos para los estados de la
enfermedad ya que son los encargados de reconocer patdgenos activando la
respuesta inmune celular y son una parte imprescindible de la respuesta

inmune innata (35).

Asociaciéon con cancer: Se han identificado varios SNP’s en el promotor y en
regiones codificantes del gen; El SNP en el exdn cuatro da como resultado el
cambio en la posicion 299 de una glicina por una asparagina. Este SNP esta en
desequilibrio de ligamiento con otro SNP en la posicion 399 que cambia una
treonina por una isoleucina. Estos SNP’s se localizan en el dominio extracelular
LRR de TLR4, y alteran la sefalizacion mediada por esta molécula (17).

Existen algunos estudios que han demostrado la asociacion de esta variante
con un aumento de riesgo de cancer (36), el genotipo GC se ha asociado con

un mayor riesgo de cancer gastrico (37) y cancer de vesicula biliar (35).



Tabla 3 SNP’s Candidatos, funcién y origen

Gen Cromoso | Origen Principal funcién

ma

IL6 7p15-p21 | Monocitos, Media la respuesta de la fase aguda de
macréfagos, inflamacion, Induce la diferenciacion de
linfocitos Ty B, eosindfilos y la produccion de IgA.
fibroblastos,
células
endoteliales,
sinoviocitos,
células de la glia,
adipocitos y
células epiteliales
intestinales.

IL8 4g13-g21 | Monocitos Induce la quimiotaxis y activacion de

neutrofilos.

IL10 1931-g32 | Macrofagos , Induce la proliferacién de células T, potencia
queratinocitos, la proliferacion mastocitos inducida por la IL-3.
linfocitos T y B.

IRAK1 Xq28 Monocitos y Activa la apoptosis a través de FADD y
células caspasa 8, actia como mediador de la
endoteliales. respuesta inflamatoria.

IL1RN 2q14.2 Linfocitos B Inhibe la actividad de IL-1a e IL-18,
Neutrdfilos, modulando las respuestas inmunoldgicas
monocitos y mediadas por estas interleucinas.
células de medula
Osea.

IL1B 2q14 Monocitos, células | Induce la sintesis de otras citocinas como
endoteliales, TNF, IL-6 y ciclooxigenasa-2(COX-2), tiene
macréfagos efectos citotoxicos sobre las células
alveolares, cancerosas e infectadas
fibroblastos.

CD14 5931.1 Monocitos, Actlia como un correceptor e induce sefiales
macréfagos, intracelulares desencadenando la sintesis de
células de la mediadores inmunoldgicos como las citocinas
microglia y y quimiocinas.
leucocitos PMN

TLR4 9933.1 Tejido linfoide y Receptor encargado de reconocer patdgenos

tejido no linfoide,
monocitos,
neutrdfilos,
células
dendriticas,
macroéfagos,
linfocitos, células
endoteliales y
epiteliales.

activando la respuesta inmune celular y son
una parte imprescindible de la respuesta
inmune innata.
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Tabla 4 Estudios de SNP’s candidatos implicados en predisposiciéon a cancer

SNP ID FENOTIPO OR/P REFERENCIA
IL-6 - rs1800795 La variante IL6 se asocio Briseis
174 Su actividad influye significativamente con una Aschebrook-
GIC en la patogénesis de | disminucion del riesgo de muerte, Kilfoy, y cols.
linfoma no Hodgkin asi como la recaida y cancer 2012 (19).
(NHL). secundario, entre las personas con
linfoma no Hodgkin.
En pacientes La variante se asocio a la presencia | Lobo Gatti,
brasilefios, la de adenocarcinoma gastrico, la Rodriguez R,
frecuencia de alelo asociacion fue independiente del y cols. 2007
(G) fue mayor en tipo de tumor (p 0,001) (20).
cancer gastrico que
en los pacientes con
gastritis cronica.
Asociacion de Pacientes portadores de uno o mas | Lagmay J,
rs1800795 alelos (C) tuvieron una SG Londonw, y
(promotor) y superiores a los que son cols. 2009
rs8192284 homocigotos para el alelo (G) (p (22).
(Receptor) en =0,0413)
Neuroblastoma.
Asociacion con Las mujeres con la variante Hefler
cancer de mama presentaron mayor riesgo OR 1,5 L, GimmC, y
(IC del 95% (01.04 a 02.03) p = cols. 2005
0,04) (21).

IL-8 - | rs4073 Asociacion con una Los genotipos AA/ AT se asociaron | Lin-Bo Gao,
251 disminucion con un aumento significativo del Xin-Min Pan, y
AT el riesgo de cancer riesgo de carcinoma nasofaringeo cols. 2010

en poblacién en comparacion con el genotipo TT || (23).
africana. (OR=1,48, IC 95%, 1,16-1,89).

Asociacion con Los genotipos T/ T(P=0,004) se Rafrafi A,
cancer de pulmén no | a50¢j0 a un aumento significativo Chahed B, y
microcitico. del riesgo de CPNM ?%S) 2013
Asociacion y SNP IL8 (rs4073) se asocio con Lang Q.y
significado supervivencia (p = 0,001). cols. 2006
prondstico en la (39).
supervivencia de

linfoma folicular.

Asociacion del alelo- | Cancer de mama: homociotos ye Dluzniewski,
251A con mayor heterocigotos para el alelo-251A, P.

riesgo a padecer fueron de : OR 1,45(IC del Wang, y cols.
cancer; cancer de 95%:1,18 a 1,79) y (IC del95%: 2012 (28).

mama, cancer
gastrico y cancer
nasofaringeo, asi
COmo un menor
riesgo de cancer de
prostata, no se
encontré evidencia
que indique que el
alelo-251A
predisponga a sus
portadores a cancer
colorrectal ni
pulmonal.

1,25-1,85) 1,52, respectivamente.

Cancer gastrico: homocigotos y
heterocigotos para alelo -251A
fueron OR 1.28 (1C95% 1,02-1,62)
y OR 1,13(IC del95%:0,98 a 1,30),
respectivamente.

El cancer nasofaringeo: homociotos
ye heterocigotos para el alelo-
251A, fueron de : OR 2,04 (IC del
95%:1,38 2 2,99) y 1,59 (95%
Cl11.19-2.13) respectivamente.
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Asociacion con un OR 0.70 (95% CI = 0.50-0.98) Campa, D.
menor riesgo de Hashibe, M. y
cancer de laringe. cols. 2007
(40)
Asociaron con un Los genotipos AA y AT del Wang, Z.
mayor riesgo a polimorfismo IL-8-251A>T se Wang, C.y

cancer oral.

asociaron con un mayor riesgo a
cancer oral. (OR =1.23, 95% CI:
1.03-1.46, P = 0.025; OR = 1.25,
95% CI: 1.07-1.47, P = 0.006;

cols.2013 (24).

respectivamente)
Asociacion con un Los genotipos AA y AT del Wang, Z.
mayor riesgo de polimorfismo IL-8-251A> T se Wang, C.y
cancer oral en asocia a un mayor riesgo de cancer | cols. 2013
poblaciones oral en poblaciones caucasicas. (24).
caucasicas. (OR =1.40,95% CI: 1.14—

1.72, P=0.001; OR = 1.29, 95%

Cl: 1.06-1.57, P =0.011;

respectivamente)

IL-10 - rs1800896 Asociacion con El polimorfismo rs1800896 alelo Wang M.
1082 riesgo a cancer de (A), se asocia positivamente con Dluznowlski
G/A prostata. riesgo a cancer de prostata. P.ycols. 2012

(AG vs. GG, OR de 1.69, CI: 1.10- (28).
2.60; AA vs. GG, OR of 1.81, ClI:
1.11-2.96)
Asociacién con un Tanto el haplotipo AGCC([OR] Lan Q, Zheng
mayor riesgo a =1,54,I1C del95% [Cl]=1,21a 1,96, | T.y cols. 2006
linfomas de células P <0,001) y el haplotipo TATA (39).
B. (OR=1,37,1C 95% = 1,052 1,79, P
=0,02) se asociaron con mayor
riesgo de linfomas de células B.
Asociacion con Haplotipo IL-10 GCC (-1082, -819y- | Liu J, Song B.
riesgo de cancer 592) se asocié con un mayor riesgo | y cols. 2011
gastrico. de cancer gastrico. OR =2,3, IC (26).
del95%, 01.02 a 04.01, P =0,005)
IL-10- rs1800871 Asociacién con El haplotipo GCC (SNP-1082, - Yao J. Gao L.
819C/T riesgo de cancer 819y-592) se asocia a un mayor y cols. 2008
oral. riesgo de cancer oral en (41).
comparacion con el haplotipo ATA.
(OR=1.716; 95% CI, 1.230-2.395;
P=0.001)

IL-10- rs1800872 Asociacion con El SNP IL-10 rs1800872 se Schoof N.
592 riesgo a melanoma. asociado a un menor riesgo de Bonin F. y
C/A desarrollar melanoma (P=0.02) cols. 2009

(42).
Asociacién con un El alelo (A), se asoci6 con un Dluzniewski
riesgo de recurrencia | mayor riesgo de recurrencia del P.Wang M.y
del cancer de cancer de prostata (OR = 1.76, cols. 2012
prostata. 95% CI: 1.00-3.10) (28).

IRAK1 | Expresién en Asociacién con Aumento de las respuestas Srivastava R.
células de melanoma terapéuticas en el melanoma porla | GengD.y
melanoma. inhibicion de IRAK-1 cols. 2012

(29).
Asociacion con La variante en Toll-like se asocia a Stark J.
rs1059703 mortalidad del cancer | la mortalidad del cancer de Wiklund F. y
de préstata. préstata. cols. 2009
(30).
IL1IRN | rs419598 Asociacion con el El alelo 2018T-C se asocia con el Burada F.
cancer de colon. cancer de colon. (OR2,42, IC del Dumitrescu T.
95%: 1,06 a 5,53, p =0,034) y cols. 2013
(31).

[ L



IL1B | rs16944 Asociacion con Asociacion de polimorfismos de Chiurillo M.
cancer gastrico y genes en el cancer gastrico y 2014 (43).
lesiones precursoras. || lesiones precursoras.

Asociacion con El genotipo GA se asoci6 con una Liang Z. Jun

cancer de esofago. disminucion significativa del riesgo Y.y cols. 2013
de CECE(OR =0.69, IC 95% = (27).
0,49-0,99, p =0,041)

CD14 | rs2569190 Asociacion con Se encontrd asociacion entre los Mason T,
cancer de proéstata. genotipos C(C /C + C/T) y el cancer | Ricks S.y

de prostata(P =0,07) los genotipos | cols. 2010
C se asociaron significativamente (33).
con el riesgo a cancer de prostata
(OR: 2,18, 1C 95%: 1,07 a 4,44, P
<0,05)
Expresion Asociacion con La sobreexpresién de CD14 regula | Kang L, Zeng
antigénica carcinoma gastrico. al alza las respuestas inflamatorias | D. y cols. 2013
TNF-a-mediada y suprime la (44).
malignidad de las células de
carcinoma ga’strico.
Asociacion con Implicaciones prondsticas de Choi Y. Je-
leucemia mieloide positividad de CD14 en leucemia Hwan L.y
aguda. mieloide aguda. cols. 2013
(34).
TLR4 rs4986790 Asociacion con Los polimorfismos TLR4Asp299Gly | Anton G.
(790) cancer gastrico (rs4986790) se relaciona con un Kutikhin, y
mayor riesgo de lesiones gastricas cols. 2011
pre cancerosas Y el cancer (35).
géstrico.
Asociacion con El genotipo A/G se asocia con un Garcia de
cancer gastrico mayor riesgo de cancer gastrico. (p | Oliveira J,
=0,033) Fla'via A,y
cols. 2013
(37).
Asociacion con Se asociaron con un aumento de Zhang K. Zhou
susceptibilidad al riesgo de cancer (rs4986790: OR B. y cols. 2013
cancer. =1,24,1C 95% =1,01a 1,52 en el (36).

modelo dominante, OR = 1,24, IC
95% = 1,02 a 1,52 en el modelo
recesivo.)
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer en la infancia es una enfermedad que representa la segunda
causa de mortalidad en nifos de 0 a 14 anos, solo después de los
accidentes. En los nifos, este padecimiento tiene diferente origen y
comportamiento clinico debido a que el crecimiento celular es mas rapido,
agresivo e invasor, y mas sensible a la quimioterapia debido a que las

células tumorales suelen ser embrionarias e inmaduras.

Mucho se ha avanzado en el estudio del cancer asi como en los factores
etiolégicos que lo predisponen. Se sabe que la interaccion de factores
genicos y estimulos ambientales provoca alteraciones celulares, que
frecuentemente llevan a una proliferacién anormal y que para eliminar estas
aberraciones, el sistema inmune posee diversos mecanismos que le
permiten reconocer y eliminar las células transformadas; sin embargo, en
algunas ocasiones, la respuesta inmune no es lo suficientemente efectiva
para controlar el crecimiento celular anormal o esta respuesta es nula, lo

que trae como consecuencia el desarrollo de un tumor.

Debido a la importancia de los mecanismos inmunolégicos implicados en la
génesis tumoral, mediante este proyecto se pretende estudiar polimorfismos
en genes que regulan estas vias con el fin de encontrar si existe una
asociacion entre la presencia de estas variaciones y el riesgo a padecer

cancer a temprana edad.



4. HIPOTESIS

Alteraciones en el funcionamiento de la inmunidad innata afectan los procesos
de apoptosis, proliferacion y proceso inflamatorio, favoreciendo con esto el
desarrollo de células cancerigenas. Por lo tanto, los polimorfismos funcionales
en genes que participan en la inmunidad innata pueden asociarse al desarrollo

de cancer a edad temprana, asi como a su comportamiento clinico.

5. OBJETIVOS

5.1 GENERAL

Aportar y reunir informaciéon que enriquezca el conocimiento basico de la
asociacion entre los polimorfismos en los genes de Interleucina 6 -
174G/C(rs1800795), Interleucina 8 -251 A/T (rs4073), Interleucina 10 -1082G/A
(rs1800896), -819C/T (rs1800871), -592C/A (rs1800872), Receptor asociado a
quinasa IRAK1-532 T/C (rs1059703), Interleucina 1 receptor antagonista
+2018T>C ( rs419598), Interleucina 1 beta IL1B-511C/T (rs16944), Antigeno
CD14 -159C/T (rs2569190), Receptor TollLike 4 TLR4-G1183A (rs4986790) y

el desarrollo de cancer pediatrico.

5.2 PARTICULARES
» Genotipificar utilizando el sistema de discriminacion alélica (Real-Time
PCR Viia7™) mediante sondas TagMan polimorfismos de genes que
codifican distintas citocinas (IL-6 -174G/C, IL-8 -251 A/T, IL-10 -1082
G/A -819C/T -592 C/A, IRAK1-532 T/C, IL1RN +2018T>C, IL-1B -

511C>T, CD14-159C/T, TLR-4 G1183A) a partir de ADN extraido de



muestras sanguineas de pacientes con distintos tipos de cancer
pediatrico.
» Determinar la frecuencia del alelo de riesgo para cada uno de los genes

candidatos.

» Comparar frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos
seleccionados entre casos y controles con la finalidad de evaluar si

existe asociacion entre los mismos con el cancer pediatrico.

» Determinar si existe asociacion entre el tiempo de supervivencia de la
enfermedad segun los datos de los pacientes y la presencia de los

polimorfismos.

6. MATERIAL Y METODOS

6.1. DISENO EXPERIMENTAL

> Diseio de investigacion: Estudio de casos y controles, estudio de

asociacion de genes candidato.

» Tipo de estudio: Observacional, Comparativo, Retrospectivo,

Transversal

» Poblacion de estudio: Pacientes con cancer pediatrico procedentes del

Hospital Infantil México “Federico Gobmez”

CASOS
En este estudio se incluyeron un total de 101 casos, individuos no relacionados

entre si que acudieron al servicio de oncologia pediatrica del Hospital Infantil de

México "Federico Gémez” (HIM), con previo consentimiento informado de los



padres y en su caso de los pacientes. El estudio fue autorizado por los comités

de bioética de las instituciones participantes.

Todos los individuos fueron examinados por un oncologo pediatra y su
diagndstico fue confirmado por el servicio de patologia del HIM. Los datos de
filiacion de los pacientes fueron recabados para la identificacion del paciente.
Se registré en una base de datos edad, sexo, diagndstico por patologia, fecha
del diagndstico, estado actual (vivo /muerto con o sin enfermedad), fecha de

ultima consulta, fecha recaida y fecha de defuncién (segun sea el caso).

CONTROLES

Se incluyeron en el grupo un total de 274 adultos sanos sin antecedentes de
cancer pediatrico, que fueron seleccionados del biobanco del estudio del mapa
de haplotipos (45) del Instituto Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN).
Los individuos seleccionados otorgaron su consentimiento informado para la

utilizacion de sus muestras en estudios genéticos.

6.2 CRITERIOS DE INCLUSION, EXCLUSION, ELIMINACION

Los criterios de seleccion para casos y controles se describen a continuacién:
» Inclusion
Casos
v' Edad pediatrica que comprende desde el nacimiento hasta los 18
afos de edad
v' Pacientes diagnosticados con algun tipo de cancer pediatrico
confirmado por patologia

v" Pacientes sin antecedentes de enfermedades inmunoldgicas



v Firma de consentimiento informado
Controles
v' Adultos sanos sin antecedentes de cancer pediatrico
v Individuos informados y de acuerdo en participar como controles
en el proyecto de investigacion
» Exclusién
v' Pacientes con antecedentes de enfermedades inmunoldgicas
> Eliminacién
v" Los padres o el paciente que decidan no seguir participando en el
proyecto
v Muestra de DNA insuficiente o de mala calidad para realizar

ensayos de genotipificacion.

6.3 VARIABLES

Dependientes
» Genotipos de los polimorfismos en los genes: IL-6, IL-8, IL-10, IRAK1,
IL1RN, IL1B, CD14, TLR4
Independientes
» Cancer
Subtipo de cancer
Respuesta a Tratamiento

Sobrevida Libre de Enfermedad

vV VYV V V¥V

Sobrevida Global



6.4 OBTENCION DE MUESTRA SANGRE

A todos los individuos se les realizé una extraccion de una muestra de sangre
periférica, recolectadas en tubos al vacio con EDTA como anticoagulante,
obtenida por personal especializado en el Hospital Infantil, esta fue trasladada
al Instituto Nacional de Medicina Genomica inmediatamente almacenada a
-20°C hasta el momento de la extraccion de ADN y les fue asignado un numero

de identificacion (ID).

6.5 EXTRACCION DE ADN

El ADN fue extraido a partir de sangre total con el kit Puregene bloodcore (Cat.
158389 QIAGEN) de acuerdo al protocolo del fabricante, con algunas

modificaciones a continuacion.

Las muestras fueron tratadas con choque térmico dentro de un bano Maria a
37°C durante 30 segundos. Se realizd la eliminacion de los hematies
incubando la sangre del paciente en solucion RBC durante 10 minutos a
temperatura ambiente, invirtiendo el tubo varias veces durante la incubacion.
Las muestras se centrifugaron posteriormente a 3,000 revoluciones por minuto
(r.p.m.) durante 15 minutos y se eliminé el sobrenadante en el que se
encontraban los restos de los hematies, con una pipeta de tipo Pasteur (Este
paso se repitid las veces necesarias para la eliminacién total de hematies). El
boton se resuspendid utilizando un agitador tipo “vértex” y se anadié 1 mL de
solucion de lisis, compuesta por un detergente aniénico cuya funcion es romper
la membrana de los leucocitos, principales células nucleadas de la sangre,

dejando asi los componentes celulares en suspension.



El siguiente paso implicé la eliminacién de proteinas celulares y nucleares
mediante una precipitacion salina, consistente en la adicion de 0.45 pL de
solucion de precipitacidon seguida de agitacion en un agitador tipo “vortex’
durante 20 segundos y centrifugacion a 3.000 r.p.m. durante 10 minutos a
temperatura ambiente. El resultado de la centrifugacién es un precipitado
marrén oscuro y un sobrenadante limpio de particulas que contiene el ADN.
Este se transfirid a un tubo limpio con 1.3 mL de isopropanol frio y se agit6
aproximadamente 20 veces, procediéndose después a una centrifugacion de 8
minutos a 3,000 r.p.m. La funcion que lleva a cabo el isopropanol es precipitar
el ADN este precipitado, que presenta un color blanquecino, se separ6 del
sobrenadante, que se desechod y se dejo secar durante aproximadamente 10
minutos con el fin de evaporar los restos de isopropanol. Posteriormente se
afiadié 1 mL de etanol al 70% para lavar el ADN y se centrifugé durante 8
minutos a 3.000 r.p.m. Una vez centrifugado, se eliminé el sobrenadante y se
dejo secar el precipitado durante 30 minutos.

Por ultimo, se resuspendio el precipitado en 200 puL de solucion hidratante
(DNA Hydration Solution), se transfirid a un criotubo y se dejo reposar en hielo

minimo 30 minutos antes de su cuantificacion.

6.6 CUANTIFICACION ADN

La cuantificacion de ADN se realizd con el espectrofotdmetro NanoDrop® ND-
1000. Para medir la concentracion de &acidos nucléicos, se determind la
absorbancia a 260nm y a 280nm en el espectrofotometro, el calculdé de la

concentracion de los acidos nucléicos se realizé siguiendo la relacion: 1 A



260nm =1 OD ADN = 50 yg/mL. También se evaluaron los valores de la
relacion 260/280 (ADN/proteinas) y 260/230 (ADN/solventes organicos) que
aportan informacién sobre la pureza de la muestra. Los valores que se
consideraron para la relacion OD260/280 fue 1.8 — 2.0 y un valor de
0OD260/230 en intervalo de 2.0 — 2.2. Las mediciones de cada una de las

muestras se realizaron por triplicado.

Una vez realizada la cuantificacion de ADN extraido (ADN stock) se hicieron
diluciones del ADN stock hasta lograr una concentracion final de 3 ng/uL, las
muestras fueron depositadas en placas de 96 pozos y fueron almacenadas a

-20°C hasta su utilizacion.

6.7 EVALUACION DE INTEGRIDAD

La integridad del ADN de las muestras se evalu6 mediante electroforesis, la
cual se basa en la separacion de macromoléculas en funcién del tamarno, carga
eléctrica y otras propiedades fisicas. Asi pues, consiste en aplicar corriente
eléctrica colocando electrodos en ambos extremos del gel con el fin de que las
moléculas migren a través de él y sean separadas.

Las propiedades de una molécula determinan su separacién y la velocidad,
segun la naturaleza de la carga neta, las particulas cargadas migraran hacia el
catodo o hacia el anodo. De modo que cuando se aplica un campo eléctrico a
un gel con pH neutro, los grupos fosfato del ADN cargados negativamente lo
haran migrar hacia el anodo y su velocidad de migracion sera en funcién a su

tamanio (46).



La electroforesis se realizé utilizando gel de agarosa al 1% preparados con
Ultrapure (Cat.15510-027) y solucién amortiguadora TAE1X (Tris-Acetato-
EDTA). Se cargaron 3.0 ng de muestra mas 7 yL de solucion amortiguadora
de carga, obteniendo un volumen final de 10uL. La integridad se evalud
comparando la corrida de la muestra frente a la de un marcador de peso
molecular conocido formado por fragmentos que cubren el rango de tamafo
100 -1000 pb con incrementos de 100 pb entre una banda y la siguiente,
corrido a 80 voltios durante 1 hr. Finalmente el revelando del gel se realizd
utilizando Gel Red® NucleicAcidStain 10000x BIOTIUM (Cat. 41003) como

colorante fluorescente y se observo con luz UV en el transiluminador Kodak.

6.8 GENOTIPIFICACION

Los dos alelos fueron genotipificados utilizando el sistema de discriminacion
alélica mediante sondas TagMan (Real-Time PCR Viia7™). Los ensayos
disefiados y probados funcionalmente (Assay-by-Design) se obtuvieron de
AppliedBiosystems, excepto la sonda y primers para el SNP 174G/C de IL6, el
cual fue disenado por AppliedBiosystems (Assay-on-demand). Las reacciones
fueron  preparadas utiizando TagMan  Genotyping Master Mix
(AppliedBiosystems Cat.4371357), sondas TagMan® SNP Genotyping Assay
AppliedBiosystems 20X o 40X (segun sea el caso), agua libre de DNasas
(Lonza cambrex accugene Cat. 51200), 10 ng de ADN gendémico en un

volumen final de 10 uL por reaccion.



Tabla 5 Sondas TagMan Genotipificacion

No RefSNPAI
Catalogo | lelesviC/ ContextSequence [VIC/FAM]
FAM
IRAK | rs105 | C___ AIG AGGGGGGATGCAGCTGGCGGCCTCC[AIGIAATGCCCGGGCACCCCCG
1 9703 3966363-1 (REV C/T) | CCACCAC
IL10 | rs180 | C___ AIG TCCTCTTACCTATCCCTACTTCCCCITICITCCCAAAGAAGCCTTAGTAGTG
0896 (1) 747360_1 | (REV T/C) | TTG
IL10 | rs180 | C___ AIG AGTGAGCAAACTGAGGCACAGAGATI[A/GITTACATCACCTGTACAAGGG
0871 (1) 747362_1 | (REV C/T) | TACAC
IL10 | rs180 | C___ TIG CTTTCCAGAGACTGGCTTCCTACAG[T/GIACAGGCGGGGTCACAGGATG
0872 ; 747363_1 | (REV A/IC) | TGTTC
ILIR | rs419 | C___ CIT (FWD) | ATCTGAGGAACAACCAACTAGTTGCICITIGGATACTTGCAAGGACCAAAT
N 598 8737990_1 GTCA
0
TLR4 | rs498 | C_1172223 | A/G GCATACTTAGACTACTACCTCGATGIA/GITATTATTGACTTATTTAATTGTT
6790 | 820 (FWD) TG
L8 rs407 | C_1174811 | A/T (FWD) | TTATCTAGAAATAAAAAAGCATACA[A/TITTGATAATTCACCAAATTGTGG
3 6_10 AGC
IL1B | rs169 | C___ GIA(FWD) | TACCTTGGGTGCTGTTCTCTGCCTC[G/AIGGAGCTCTCTGTCAATTGCAG
44 1839943_1 GAGC
0
IL6 rs180 | IL6- GIC ACTTTTCCCCCTAGTTGTGTCTTGC[C/G]JATGCTAAAGGACGTCACATTG
0795 | 174G/C (REV C/G) | CACA
CD14 | rs256 | C_1604399 | A/G AATGAAGGATGTTTCAGGGAGGGGG[AIGICCGTAACAGGAAGGATTCTG
9190 | 7_10 (FWD) CAGGG

Posteriormente la amplificacién y deteccion de los productos de PCR se realizo
utilizando el instrumento Viia7™ Real-Time PCR System (AppliedBiosystems).
Las condiciones de termociclado fueron las siguientes: 10 min 95°C para
activacion de la enzima seguida de 40 ciclos a 92°C por 15 segundos y 60°C

por un minuto (llustracion 5).
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llustracion5 Termociclado PCR-tiempo real en detector Viia7

Este sistema detecta la acumulacion de productos especificos de PCR al
utilizar sondas marcadas con fluorocromos distintos, para la deteccion de los
alelos silvestre (WT o alelo ancestral) y alelo menos frecuente. Cada sonda
tiene en el extremo 5’ un fluorocromo emisor (reporter) y en el extremo 3’ un
fluorocromo receptor (quencher). Durante la fase de extension de la PCR, la
sonda de discriminacion alélica es hidrolizada por la actividad 5’ nucleasa de la
Taq polimerasa, provocando la separaciéon de los fluorocromos reporter y
quencher con un consecuentemente un aumento de la fluorescencia. Esta
fluorescencia es cuantificada por el equipo y sera proporcional al numero de
copias del gen presente en la muestra; asi la genotipificacién esta determinada

por la fluorescencia generada en la reaccién de PCR (47).
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7. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis de los resultados para la busqueda de una asociacion genética entre
cancer pediatrico y los polimorfismos en genes de inmunidad innata se realizé

mediante el programa SPSS version 15.0 y FINETTI (http://ihg.gsf.de/cqi-

bin/hw/hwa1.pl). Para cada polimorfismo se calcularon las frecuencias tanto

genotipicas como alélicas, y se evalué el equilibrio de Hardy Weinberg (HWE).

La asociacidon entre el estatus de cancer, subtipo de cancer, y las variables
categoricas, tales como son los polimorfismos seleccionados y otros
potenciales confusores, se analizaron utilizando la prueba del chi-cuadrada. Se
calcularon el OR (odds ratio) y los intervalos de confianza. Finalmente se utilizé
el método de Kaplan-Meier para evaluar la supervivencia global y libre de
enfermedad, asi como Log-Rank y regresion Cox para analizar la asociacion

de cada polimorfismo con la supervivencia.

8. RESULTADOS

8.1 POBLACION DE ESTUDIO

El analisis descriptivo de la poblacion estudiada se llevo a cabo utilizando el
paquete estadistico SPSS 15.0 (IBM, Chicago, lllinois). Las variables
cualitativas fueron descritas en funcién de proporciones en los diferentes
grupos, mientras que el analisis de variables cuantitativas se llevd a cabo
utilizando medidas de tendencia central (media o mediana en funcion de las

caracteristicas de la variable).
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CONTROLES

Se incluyeron un total de 274 individuos en el grupo control todos ellos con una
edad mayor a 18 afos, con cierto predominio del sexo masculino con un 52.9%
de hombres y un 47.1% de mujeres (Tabla 6). Todos los individuos incluidos

en la poblacion control fueron adultos sanos sin antecedentes de cancer

pediatrico.
Tabla 6 Frecuencias controles, edad y sexo.
Caracteristica n 274 Frecuencia
(%)
SEXO
Femenino 145 47.1
Masculino 129 52.9
EDAD Adultos 100
(mayores de18 anos)
CASOS

En cuanto a los casos el estudio incluyé un total de 101 pacientes con
diagndstico clinico de cancer pediatrico confirmado por patologia. Se observé
predominio del sexo masculino 54.5% contra un 45.5% de mujeres, la
mediana de edad de los mismos fue de 94.5 meses con un rango de 4 a 213
meses. Los grupos de edades que presentaron mayor frecuencia de padecer
cancer pediatrico fue el grupo de 5-9 afos de edad con una frecuencia de
31.7% seguido del grupo de 10-14 anos con un 29.7%, el grupo de 1-4 afos
con 18.8% vy el grupo de 15-18 afos con 11.9%, finalmente los menores a un
afio de edad presentaron un 7.9% siendo la menor frecuencia entre los

pacientes (Tabla 7).



Tabla 7 Frecuencias casos sexo y edad

Caracteristica Frecuencia
n101 (%)

SEXO

Femenino 46 455

Masculino 55 54.5

EDAD CATEGORIAS

<1 afo 8 7.9

1-4 anos 19 18.8

5-9 anos 32 31.7

10-14 aios 30 29.7

15-18 ainos 12 11.9

EDAD RANGO (meses)

Minimo 4

Maximo 213

Media 94.5

En cuanto al diagnéstico confirmado de cada uno de los pacientes, el tipo
predominante de acuerdo a la frecuencia correspondié a Leucemia con 27.7%,
seguida de tumores del Sistema Nervioso Central (SNC) 25.5%, Tumores
Hepaticos 12.9%, carcinomas 10.9% (carcinoma papilar 6 medular de tiroides,
carcinoma de glandulas suprarrenal), Sarcomas de Tejidos Blandos (STB) y
Tumores Renales con un 5%, Tumores 6seos, Germinales, y Linfomas con un
4% vy finalmente Neuroblastoma con el menor porcentaje en los pacientes 1%
(Tabla 8, llustracion 6).

Tabla 8 Frecuencias segun subtipo de cancer pediatrico

DIAGNOSTICO FRECUENCIA %
LEUCEMIAS 28 27,7
SNC 26 257
HEPATICOS 13 12,9
CARCINOMAS 11 10,9
RENALES 5 5,0
SARCOMAS DE 5 5,0
TEJIDOS BLANDOS

OSEOS 4 40
CELULAS GERMINALES 4 4,0
LINFOMAS 4 4,0
NEUROBLASTOMA 1 1,0

Total 101 100
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llustracion 6 Frecuencia segun subtipo de cancer pediatrico

Tras una segunda clasificacion de los tipos de tumor donde se agruparon de
acuerdo a su grupo siendo hematolégico o sélido, se observo claramente que
la mayor frecuencia la presenta en su conjunto los tumores sélidos con un 69%

(Nustracién 7).

H HEMATOLOGICO
HSOLIDO

llustracion 7 Frecuencia segun tipo de tumor
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8.2 CUANTIFICACION DE ADN

El ADN extraido de cada muestra fue cuantificado por triplicado en el equipo
de espectrofotometria NanoDrop con los resultados obtenidos se calculd el
promedio, minimo y maximo de la concentracion de ADN asi como los
promedios de los parametros 260/280 y 260/230 los cuales nos indican la
pureza de la muestra (Tabla 9). Obteniendo asi un promedio de concentracion
de 1009.58 (ng/uL) y un resultado para los factores de 260/280 (1.86) y
260/230 (2.03).

Tabla 9 Concentracién de ADN en muestras (casos)

Concentracion A260 A280 260/280 260/230

(ng/ulL)
Promedio 1009,58 | 20191,73 | 10902,27 1,86 2,03
Desv. 785,454 | 15709,12 | 8885,44 ,070 ,295
Minimo 51,97 1039 ,55 1,32 ,52
Maximo 4510,63 90213 53520 1,95 3,20

8.3 GELES DE INTEGRIDAD

La evaluacion de la integridad del ADN extraido se evaluo siguiendo el método
de electroforesis en gel de agarosa. Tras la corrida de este, se visualizo el gel
con una ldmpara de Iluz UV (llustracién8), obteniendo las bandas
correspondientes a las muestras de ADN extraido y los marcadores de peso
molecular de 1 Kb ideal para determinar el tamafio de ADN de doble cadena.

Se obtuvo el perfil electroforético de las distintas muestras, en la gran mayoria
de ellas (marcadas en recuadro verde) se observo una banda estrecha, integra

y de alto peso molecular. No asi en muestras con ID 52, 241, 245, 343 en las
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cuales se observo claramente una banda difusa de mas de un cm lo cual indica

degradacion del ADN, estas muestras fueron descartadas del estudio.

INMUNIDAD INNATA
GEL INTEGRIDAD CASOS 1

Perfil electroforético de la muestras ID 1 ala 89

e ——————————————————
e ———
1000PH 90 91 92 94 96 99 103 105 106 108 109 112 118 119 120 12% 131 137 141 140 144 146 147 154 1000Pb

A0 i E

.-

1000Ph 11561160 172 174 175 176 177 178 187 192 204 208 211 224 226 229 232 239 249 247 245 241 NTC NTC 1000Pbw

INMUNIDAD INNATA
GELINTEGRIDAD CASOS 2

Perfil electroforético de la muestra ID 90 a la 241

1000Pb 1309 305 297 287 276 275 271 255 311 320 321 325 326 331 334 336 341 342 343 345 356 357 358 360 1000Pb

363 367 NTC NTC NTC NTC NTCNTC 1000Pb

INMUNIDAD INNATA
GEL INTEGRIDAD CASOS 3

Perfil electroforético de la muestra ID 309 a la 360

llustracién 8 Visualizacién con luz UV de perfil electroforético de muestras en gel de
agarosa al 1% con buffer TAE, marcador de peso molecular de 1000 pb
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8.4 COMPARACION DE FRECUENCIAS DE SNP'S EN DIFERENTES
POBLACIONES

Se realizé una busqueda en dbSNP (Single Nucleotide Polymorphism

Database, disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/), la cual es una base

de datos de polimorfismos, que incluye SNP’s, (indels/DIPs), (STRs), (MNPs),
entre otras. La base de datos fue desarrollada por el National Center for
Biotechnology Information (NCBI) en colaboracién con el National Human
Genome Research Institute (NHGRI). Todos los genes estudiados fueron
identificados en ésta pagina, determinandose de ese modo su localizacién
cromosomica, la posicion del polimorfismo, el cambio de base, asi como sus
frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo en distintas poblaciones. La
tabla 10 muestra la distribucién del alelo menos frecuente en las distintas

poblaciones reportadas en dbSNP.

Tras la recopilacion de los resultados en los estudios reportados para cada uno
de los SNP’'s se pudo evaluar el comportamiento de nuestra poblacién de
interés ya sea hispana o mexicana en comparacion a las demas, se observo lo

siguiente:
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Tabla 10 SNP’s Candidatos, Frecuencia en poblaciones en base a estudios
reportados en HapMap. Referencia NCBI dbSNP(Databasefor Short

GeneticVariations)

Gen
ALELO MENOS FRECUENTE EN POBLACIONES

HAP MAP HAP MAP HAP MAP HAP MAP HISP MEX CAUC | RESULTADO

CEU HCB JPT YRI CONTROLES

(EUROPEAN) |  (ASIAN) (ASIAN) (AFRICAN)
IL-6 0.535 1.00 1.00 1.00 0205 | 0.160 | 00 0.142
IL8

GENO_PANEL | GENO_PANEL | GENO_PANEL | GENO_PANEL

0.600 0.611 0.729 0175 0522 | NR | 0565 0.606
IL10-
592 0.531 0.047 0.052 0.274 0.238 | 0.320 | 0.403 0.255
(360)
IL10 - GENO_PANEL | GENO_PANEL | GENO_PANEL | GENO_PANEL
1082 0,508 0.733 0,698 0.363 0.261 N/R 0.290 0.424
(362)
IL10-
819 0.211 0.238 0.634 0.473 0.273 |0.378 0.290 0.425
(363)
IRAK1 0.775 0.167 0.205 0.621 N/R N/R N/R 0.445
IL1RN 0.296 0.047 0.064 0.018 NIR 0.340 NIR 0.330
IL1B 0.642 0.547 0.523 0.420 0.391 | 0.500 | 0.742 0.423
CD14 0.474 0.500 0.488 0.293 0.348 N/R 0.621 0.520
TLR4 0.033 0 0 0.033 0.043 N/R 0.032 0.026
(238)

IL6 La poblacion mexicana tiene un comportamiento similar a la hispana 0.160

pero totalmente alejado a lo que reporta tanto la poblacion europea 0.532,

como la asiatica y africana con 1.00.

IL8 La poblacion hispana 0.522 se comporta de manera similar tanto a la

europea 0.600 como a la asiatica 0.729, difiriendo completamente a lo

reportado para la africana 0.178. Para este SNP no se reportan estudios

realizados en poblacion mexicana.

IL10-592 Se puede observar que tanto la poblacion hispana 0.238 como la

mexicana 0.320, se comportan muy similar a las frecuencia de dicho alelo en

la africana 0.274 y difieren con la europea la cual reporta un aumento de mas
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del doble de la frecuencia 0.53, esto contrario a la poblacion asiatica la cual
reporta una frecuencia por mucho menor a estas 0.052.

IL10-1082 La poblacién hispana con una frecuencia de 0.261 se comporta con
mayor similitud a la europea 0.208 y africana con 0.383 difiriendo de la
poblacién asiatica con unas frecuencias por mucho mayor 0.698. Para este
SNP no se reportan estudios realizados en México.

IL10-819 Tanto la poblaciéon hispana con una frecuencia de 2.73 como la
mexicana reportada 0.378 se comportan de manera muy similar a la europea
0.211, difiiendo evidentemente tanto para la poblacién asiatica 0.634 como la
africana 0.473.

IRAK 1 No existen reportes para las poblaciones mexicana ni hispana por lo
cual no es posible conocer el comportamiento de estas, en cuanto a lo
reportado para las poblaciones europea 0.775 se comporta de manera similar a
la africana 0.621 difiiendo de la asiatica 0.205.

IL1IRN No se reporta una frecuencia para la poblacién hispana, pero si para la
mexicana 0.340 la cual se comporta similar a la europea 0.296 difiriendo de las
poblaciones asiatica 0.064 y africana 0.018.

IL1B La poblacion hispana 0.391 se comporta similar a la africana 0.420
difiriendo de la asiatica 0.523 y europea 0.642. Para este SNP no se reportan
estudios realizados en poblacién mexicana.

CD14 La poblacion hispana presenta una frecuencia considerablemente
menor del alelo en comparacion con la poblacion tanto europea como asiatica
observandose un 0.348 contra 0.47 y 0.50 respectivamente, no asi para la
africana la cual difiere reportando un 2.93. Para este SNP no se reportan

estudios realizados en México.



TLR4 La poblacion hispana 0.043 se comporta de manera muy similar en
cuanto a la frecuencia, tanto para la poblacion europea 0.033 como la africana
0.033 y a los caucasicos 0.032. Para este SNP no se reportan estudios

realizados en México ni Asia.

De manera general tomando en cuenta el comportamiento de todos los SNP's,
se puede observar que existe una mayor similitud en el comportamiento de la
poblacion tanto hispana como mexicana con los resultados en las poblaciones
africana y europea, asi mismo coinciden en diferir con las frecuencias alélicas

reportadas para la poblacion asiatica.

Agregado a este analisis entre las variaciones reportadas en estudios previos
en las distintas poblaciones, se realizé un analisis estadistico mas utilizando X?
de Pearson comparando las frecuencias alélicas obtenidas en nuestra
poblacién control para cada SNP y lo reportado para la poblaciéon nacional. Con
lo que no se encontré diferencia significativa es decir que el resultado obtenido
en nuestra poblacion control se comporta similar a los valores de frecuencias
alélicas reportados para cada SNP en la base de datos dbSNP para la

poblacién mexicana o hispana.

8.5 EQUILIBRIO HARDY-WEINBERG

El principio de Hardy-Weinberg (HWE) es un modelo tedrico el cual establece
que las frecuencias de los alelos y genotipo en una poblacién permaneceran

constantes de generacion en generacion y se fijaran en un valor de equilibrio



particular correspondiente a una funcién en la ausencia de otras influencias
evolutivas. Estas influencias son: el apareamiento no aleatorio, ausencia de
diploidia, mutacion, seleccidén, deriva génica y el flujo genético. Debido a que
una o mas de estas influencias son tipicamente presentes en las poblaciones
reales, el principio de Hardy-Weinberg describe una condicion ideal contra el
cual los efectos de estas influencias se pueden analizar ya que las violaciones
de sus suposiciones pueden causar desviaciones de los valores esperados.
Debido a esto es una pieza clave cuando se estudian asociaciones genéticas
entre casos y controles, proporciones de HWE se pueden utilizar para detectar
penetrancia, errores de genotipificacion, estratificacion de la poblacion y

asociacion genética (16).

Con el objetivo de establecer posibles diferencias entre la distribucion de las
frecuencias genotipicas esperadas siguiendo los lineamientos teéricos de HWE
y las obtenidas en la genotipificacion, se realizé6 la comparacién de dichas
frecuencias mediante un test de contingencia tipo X2 de Pearson para su
evaluacion, estableciendo un valor de significacion de p-value <0.05. Estas
comparaciones se llevaron a cabo utilizando la plataforma estadistica on-line
FINETTI. Tras el analisis X? el valor obtenido de p-value debe ser no
significativo y asi poder decir que el SNP evaluado se encuentra en equilibrio
debido a que no existe una diferencia entre la distribucién observada vy la

tedrica establecida por lineamientos de la teoria de Hardy-Weinberg.

En los resultados obtenidos los SNP's IL8. IL6, IL10-1082, 1L10-819, IL1RN,

IL1B, CD14 Y TLR4 (238) fueron no significativos, tanto para casos como



controles, No asi para el SNP IL10-592 en el cual el resultado de sus casos
tuvieron un resultado de p-value <0.05 siendo este significativo (0.0018) y

finalmente el SNP IRAK1 fue significativo tanto para casos como para controles

(Tabla 11).
Tabla 11 Resultados prueba x? Pearson equilibrio HWE
SNP PRUBA DE EQUILIBRO HWE
(X2 PEARSON)
CONTROLES CASOS
(p- value) (p- value)
IL6 0.7850 0.3364
IL8 0.2476 0.4250
IL10-1082 0.4632 0.7667
IL10-819 0.9231 0.3154
IL10-592 0.9851 0.0018
IRAK 1 1.76X10-1 2.83X10°7
(localizacion en cromosoma x)
IL1RN 0.8076 0.5907
IL1B 0.8255 0.0790
CD14 0.6094 0.8126
TLR4 (238) 0.0562 0.7182

De la misma manera la plataforma estadistica nos arroja los resultados
representados en un grafico de FINETTI. El cual nos muestra las frecuencias
genotipicas mediante un sistema de coordenadas triangular, donde las
longitudes de los segmentos P, H y Q representan las frecuencias de los
genotipos AA, Aa y aa, respectivamente, los vértices en la base representan la
fijacion del alelo a (izquierda) y del alelo A (derecha), el vértice superior
representa una poblacién constituida solo por heterocigotos, sin homocigotos y
finalmente la parabola representada dentro del tridngulo representa el conjunto
de puntos de poblacién con frecuencias genotipicas de equilibrio Hardy-

Weinberg.
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llustracién 9 Diagramas Finetti equilibrio de Hardy-Weinberg

De Finetti diegram with Hardy-MWeinberg parabola De Finetti diagram with Hardy-Weinberg parabola

Frequency of allele 1 Fregquency of allele 1
Controls Cases Controls Coses

De Finetti diagram with Hardy-Weinberg parabola De Finetti diagram with Hardy-Weinberg parabola

Frequency of allele 1 Frequency of allele 1
Controls Coses Controls Coses

De Finetti diogrom with Hardy-Meinberg parabola De Finetti diagram with Hardy-Heinberg parabola

Frequency of allele 1 Frequency of allele 1

Controls Coses Controls Coses
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De Finetti diegram with Hardy-Heinberg parabola De Finetti diagram with Hardy-Heinberg parabola

Y Y
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Tras la obtencion del grafico de FINETTI (ilustracién 9), se puede observar que
los SNP IL6, IL8, IL10-1089, IL10-819, IL1RN, CD14 y TLR4 tanto para casos
como controles la intersecciéon de cada genotipo se encuentran dentro de la
parabola que representa el equilibrio tedérico de Hardy-Weinberg. En el
diagrama que representa a IL1B, se puede observar que la interseccion de
genotipos para la poblacién de casos se encuentra ligeramente fuera de la
parabola, esto por su frecuencia relativamente alta de heterocigotos sin
embargo, el valor de p-value obtenido no fue significativo (0.0790) por lo que a

pesar de ello se considera en equilibrio.
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De Finetti diogram with Hardy-Weinberg parabola

0.0 0.0

En la particularidad del SNP [L10-592, las frecuencias genotipicas
correspondientes a los controles se encuentran en un equilibrio de la ecuacion.
No para la poblacion de los casos, en los que se puede observar que la
interseccion sale de la parabola, esto debido a que las frecuencia genotipicas
de heterocigotos es de 65.3% siendo esta mayor a la esperada con un de p

significativo (< 0.05).

Finalmente en el caso del SNP IRAK1, se observa un comportamiento peculiar
ya que tal pareciera que las intersecciones de los genotipos tanto para casos
como para controles se encuentran dentro de la parabola de equilibrio, las
frecuencias de los genotipos para los controles son WT (43.1%) heterocigotos
(24.8%), homocigotos (32.15%) y para casos WT (46.5%) heterocigotos
(23.8%), homocigotos (29.7%) con estos valores en el resultado de la ecuacion
de Hardy-Weinberg se obtiene un valor significativo entre el valor esperado

(tedrico) y el obtenido.
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IRAK1

De Finetti diogram with Hardy-Heinberg parabola

2 T T
0.0 . 0.4 0.6 0.8 1.0
Frequency of allele 1

En algunas publicaciones, para los genes ubicados en el cromosoma X, como
es el caso de IRAK1, se analiza el HWE solo en los individuos del sexo
femenino. Se realizd este ejercicio y se encontré que en el grupo de casos el
HWE se mantiene pero en el caso de los controles se reporta un valor p= 0.02

por lo tanto existe desviacion del HWE (Tabla 12)

Tabla 12 Equilibrio Hardy-Weinberg IRAK1 solo mujeres

SNP FRECUENCIA GENOTIPICA PRUBA DE
EQUILIBRO HDW
(X” PEARSON)
WT (%) | HET (%) | HOM* (%) p
IRAK1 CASOS n=46 |13 (28.3)| 24 (52.2)| 9 (19.6) 0.7272
SEXO FEMENINO
CONTROLES n=145| 47 (32.4) | 59 (40.1)| 39 (26.9) 0.0269

Con el fin de buscar una explicacion mas a este desequilibrio para los SNP’s
analizados y asi saber si hay estratificacion de la poblacion o una verdadera
asociacion genética, se realizé el calculo utilizando la plataforma estadistica on-
line FINETTI el coeficiente de consanguinidad o endogamia (F). El cual se
define como el cruzamiento entre individuos emparentados, es decir es la

probabilidad de que 2 genes, en un locus de un individuo de la poblacién, sean
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idénticos por descendencia. Su efecto primario es el de provocar una
desviacion de las frecuencias genotipicas de la poblacién con respecto a las
esperadas en equilibrio Hardy-Weinberg; en concreto, provoca un incremento
en la frecuencia de homocigotos y un descenso paralelo en la frecuencia de
heterocigotos (16).

En este sentido, es posible cuantificar el nivel de endogamia (F) de una
poblacién en virtud de sus efectos como la reduccién proporcional en la
frecuencia de heterocigotos en poblacion con respecto a la esperada. Si no hay
endogamia en poblacion (F = 0) las frecuencias genotipicas seran las de
equilibrio Hardy-Weinberg (p?, 2pq y g?), si la endogamia es maxima (F = 1),
s6lo habra homocigotos AA y aa, en frecuencias p y q, respectivamente, Sin
embargo, cuando F esta entre 0 y 1, hay un exceso de homocigotos en
comparaciéon con proporciones esperadas, y cuando (F<0) hay un exceso de
heterocigotos. Para poder concluir que existe una estratificacion de la

poblacién, el valor de F debe ser consistente para todos los marcadores (16).

Basado en lo anterior y en analisis del resultado obtenido en el coeficiente de
consanguinidad (Tabla 13). Se muestra que los SNP IL10-592 (-0.31014) y
IL1B (-0.17478) en la poblacion de casos se obtuvieron un valor de F menor a
0, lo que nos sugiere que se detecta un exceso de heterocigotos en la

poblacion.



Tabla 13 Resultados prueba coeficiente de consanguinidad (F)

SNP PRUEBA COEFICIENTE DE CONSANGUINIDAD (F)
CONTROLES CASOS

IL6 -0.01648 0.09565

IL8 -0.06983 -0.08017

IL10-1082 -0.02253 0.02951

IL10-819 0.00293 -0.09989

IL10-592 0.00057 -0.31014

IRAK 1 0.49763 0.51090

(localizaciéon en cromosoma x)

IL1RN -0.01471 -0.05350

IL1B 0.01331 -0.17478

CD14 -0.03086 -0.02358

TLR4 (238) 0.02039 -0.03590

Asi mismo como se comentd anteriormente, el SNP IRAK1 esta ligado al
cromosoma X por lo que este hecho queda comprobado al presentar un fuerte
desequilibrio de Hardy-Weinberg, ya que obtuvo un 0.49 y 0.51 para controles y
casos respectivamente, 1o que nos indica que hay un exceso de homocigotos

en comparacion con proporciones esperadas.

A excepcién de lo ya mencionado el resto de los SNP’s tanto para las
poblaciones de casos y controles, el valor de consanguinidad de la poblacion
no fue significativamente diferente de F=0, lo que nos indica que no existe una
desviacion significativa del equilibrio Hardy Weinberg. Finalmenteno se detecté
para ninguno de los SNP’s analizados un valor de F=1, por lo que se descarta
la endogamia maxima tanto para la poblacion control como para los casos

estudiados.
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8.6 ANALISIS DE ASOCIACION CON POLIMORFISMOS

Se llevdo a cabo un analisis estadistico X? de Pearson, comparando la
distribucién de los diferentes polimorfismos entre casos y controles en funcion
de sus frecuencias genotipicas y alélicas, con el fin de determinar una posible
asociacion, utilizando la plataforma estadistica on-line FINETTI. Las diferencias
se establecieron a partir de un nivel de significancia de p < 0.05. Para estimar
el riesgo derivado de las diferencias significativas se calculé la Razon de
momios (“Odds Ratio”,OR) se expreso en todos los casos con un intervalo de

confianza del 95%.

En los Resultados arrojados por FINETTI solo tres de los SNP analizados
resultaron con un valor de P significativo (Tabla 14) estos fueron: IL8 con un
valor de p= 0.04327 con un OR de 0.701 (IC 95% = 0.496-0.990) asi como IL6
con valor de p= 0.0037 con un OR de 2.413 (IC 95% = 1.310-4.445) y
finalmente IL10-592con valor de p= 0.0062 con un OR de 0.670 (IC 95% =

0.502-0.894)
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Tabla 14 Resultados asociacion entre casos y controles

FRECUENCIA FRECUENCIA ASOCIACION ALELO
GENOTIPICA ALELICA MENOS FRECUENTE
SNP CON CANCER
WT (%) | HET HOM* | Alelo Alelo P OR IC

(%) (%) ancestral % ?:::::nte % 95%
IL6 Casos 89 1 1 0.003 | 2.413 | 1.31
(88.1) | (10.9) (1.0) 94.6 54 7 0-
Controles 201 68 5 4.44
(73.4) | (24.8) (1.8) 85.8 14.2 5
IL8 8 438 45 0.043 | 0.701 | 0.49
Casos (7,9) | (47.5) | (44.6) 31.7 68.3 27 6-
38 140 96 0.99
Controles (13.9) | (51.1) | (35.0) 39.4 60.6 0
IL10- Casos 60 35 6 0.537 | 1.113 | 0.79

1082 (59.4) | (34,7) (5.9) 76.7 23.3 3 2-
(360) Controles 588 409 63 1.56

N= 1060 (56.0) | (39.0) | (6.0) 75.5 25.5 5
IL10-819 | Casos 28 55 18 0.467 | 0.898 | 0.67

(362) (27,7) | (54,5) | (17,8) 55.0 45.0 7 2-
Controles 359 526 195 1.20

N= 1080 (33.2) | (48.7) | (18.1) 57.6 42.4 0
IL10-592 | Casos 15 66 20 0.006 | 0.670 | 0.50
(363) (14,9) | (65,3) | (19.8) 47,5 52.5 2 2-
Controles 360 532 197 0.89
N= 1092 (33.0) | (49.0) | (18.0) 57.5 425 4
IRAK1 Casos 47 24 30 0.471 1.128 | 0.81
(46.5) | (23.8) | (29.7) 58.4 41.6 30 3-
Controles 118 68 88 1.52

(43.1) | (24.8) | (32.1) 55.5 44.5

IL1RN Casos 45 43 13 0.771 0.951 | 0.67
(44,6) | (42.6) | (12.9) 65.8 34.2 0 6-
Controles 122 123 29 1.33
(44.5) | (44.9) | (10.6) 67.0 33.0 7
IL1B Casos 32 57 12 0.581 1.097 | 0.79
(31.7) | (56.4) | (11.9) 59.9 40.1 19 0-
Controles 92 132 50 1.52
(33.6) | (48.2) | (18.2) 57.7 42.3 3
CD14 Casos 22 49 30 0.634 | 0.925 | 0.66
(21.8) | (48.5) | (29.7) 46.0 54.0 67 9-
Controles 61 141 72 1.27
(22.3) | (51.5) | (26.3) 48.0 52.0 8
TLR4 Casos 94 7 0 0.502 | 0.730 | 0.29
(238) (93.1) (6.9) (0) 96.5 3.5 49 0-
Controles 261 12 1 1.83
(95.3) (4.4) (0.4) 97.4 2.6 6

8.7 ANALISIS ASOCIACION CON CARACTERISTICAS SEXO Y TIPO DE
TUMOR

Se realizd un andlisis utilizando el paquete estadistico SPSS 15.0 (IBM,

Chicago, lllinois) de asociacién con las caracteristicas de sexo y tipo de tumor




mediante el andlisis de X2, con el fin de determinar la posible influencia de
estas dos variables en la significacién encontrada.

En los resultados obtenidos de asociacion de los SNP's analizados con la
caracteristica del sexo del paciente (tabla 15) solo IRAK1 resulté con un valor

de p significativo siendo este < 0.000 con un OR de 2.539 (IC 95% = 1.022-

6.303).
Tabla 15 Resultados X? Pearson asociacién con sexo
SNP ASOCIACION SNP CON SEXO
FRECUENCIA
GENOTIPICA
WT (%) HET (%) | HOM* (%) P OR IC 95%
IL6 Masculino 50 5 0 0.436 <0.000 0-NaN
(90.9) (9.1) (0)
Femenino 39 6 1
(84.8) (13.0) (2.1)
IL8 Masculino 6 28 21 0.252 0.566 0.255-
(10.9) (50.9) (38.2) 1.252
Femenino 2 20 24
(4.3) (43.5) (52.2)
IL10-1082 | Masculino 36 18 1 0.115 0.151 0.017-
(360) (65.5) (32.7) (1.8) 1.350
Femenino 24 17 5
(52.2) (36.9) (10.9)
IL10-819 | Masculino 14 28 13 0.247 2.538 0.830-
(362) (25.5) (50,9) (23.6) 7.760
Femenino 14 27 5
(30.4) (58.7) (10.9)
IL10-592 | Masculino 6 35 14 0.195 2.276 0.765-
(363) (10.9) (63.6) (25.5) 6.511
Femenino 9 31 6
(19.6) (67.4) (13.0)
IRAK1 Masculino 34 0 21 <0.000 2.539 1.022-
(61.8) (0) (38.2) 6.303
Femenino 13 24 9
(28.3) (52.2) (19.6)
IL1RN Masculino 25 23 7 0.980 0.972 0.302-
(45.5) (41.8) (12.7) 3.127
Femenino 20 20 6
(43.5) (43.5) (13.0)
IL1B Masculino 16 31 8 0.613 1.787 0.501-
(29.1) (56.4) (14.5) 6.366
Femenino 16 26 4
(34.8) (56.5) (8.7)
CD14 Masculino 9 26 20 0.176 2.057 0.644-
(16.3) (47.3) (36.4) 5.011
Femenino 13 23 10
(28.3) (50.0) (21.7)
TLR4 Masculino 51 4 0 0.882 <0.000 0-NaN
(238) (92.7) (7.3) (0)
Femenino |43 3 0
(93.5) (6.5) (0)
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En tanto al analisis de asociacion entre el SNP y la caracteristica del tipo de
tumor (Tabla 16) ya sea solido o hematolégico en los resultados obtenidos

ninguno de los SNP’s analizados presento valor de p significativo (<0.05).

Tabla 16 Resultados X? Pearson asociacion con tipo de tumor

SNP ASOCIACION SNP CON TIPO
FRECUENCIA DE TUMOR
GENOTIPICA
WT (%) HET (%) HOM* (%) |P OR IC 95%
IL6 Solido 61 8 1 0.768 <0.000 |0-NaN
(87.2) (11.4) (1.4)
Hematologico |28 3 0
(90.3) (9.7) (0)
IL8 Solido 6 33 31 0.936 0.965 |0.412-
(8.6) (47.1) (44.3) 2.258
Hematoldgico |2 15 14
(6.5) (48.4) (45.1)
IL10-1082 Solido 39 27 4 0.460 0.878 |0.152-
(360) (55.7) (38.6) (5.7) 5.070
Hematolégico |21 8 2
(67.7) (25.8) (6.5)
IL10-819 Solido 21 40 9 0.143 0.761 0.300-
(362) (30.0) (57.1) (12.9) 1.931
Hematoldgico |7 15 9
(22.6) (48.4) (29.0)
IL10-592 Solido 13 45 12 0.226 0.594 |0.215-
(363) (18.6) (64.5) 17.1) 1.644
Hematologico |2 21 8
(6.5) (67.7) (25.8)
IRAK1 Solido 33 15 22 0.681 1.317 | 0.509-
(47.1) (21.4) (31.4) 3.406
Hematologico |14 9 8
(45.2) (29.0) (25.8)
IL1RN Solido 32 30 8 0.802 2.223 |0.084-
(45.7) (42.9) (11.4) 0.591
Hematol6gico |13 13 5
(41.9) (41.9) (15.2)
IL1B Solido 22 40 8 0.968 0.871 0.241-
(31.4) (57.1) (11.4) 3.140
Hematolégico |10 17 4
(32.2) (54.9) 12.9)
CD14 Solido 15 35 20 0.898 0.84 0.336-
(21.4) (50) (28.6) 2.095
Hematoldgico |7 14 10
(22.6) (45.2) (32.2)
TLR4 (238) Solido 67 3 0 0.116 <0.000 |0-NaN
(95.7) (4.3) (0)
Hematolégico |27 4 0
(87.1) (12.9) (0)
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8.8 ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

El analisis de supervivencia se realizd utilizando el método de Kaplan-Meier
con el paquete estadistico SPSS 15.0 (IBM, Chicago, lllinois). La supervivencia
global la cual corresponde al tiempo transcurrido desde la fecha de diagnéstico
hasta la fecha de ultimo contacto con el paciente y la supervivencia libre de
enfermedad que corresponde al tiempo transcurrido desde la fecha de
diagndstico hasta la fecha de recaida. Se calculé la funcién de supervivencia,
media y mediana de supervivencia (el tiempo en el que el 50% de los sujetos
siguen sin haber desarrollado el evento), los percentiles (25, 50 y 75%) y
finalmente se construyeron los graficos de supervivencia con sus
correspondientes errores estandar y los intervalos de confianza al 95%. Se
realizd la comparacion de curvas de supervivencia con el fin de evaluar su
igualdad mediante la técnica Test Log-Rank para comprobar si estas
diferencias muéstrales entre los grupos (diagnostico, tipo de tumor) son
diferencias significativas o se deben al azar. Finalmente las variables
identificadas como posibles factores de riesgo (SNP’s) se introdujeron en un
analisis multivariante mediante modelo de regresion de COX con el fin de
identificar cuales de ellas tienen una influencia significativa sobre la funcion de
supervivencia. El nivel de significacion estadistica asumido durante todo el

estudio fue del p<0.05.

8.8.1 SUPERVIVENCIA GLOBAL
Se analiz6 un total de 84 pacientes de los 101 que participaron en el estudio ya
no fue posible conocer el estado actual del resto de los pacientes pues tras su

diagndstico, reseccion tumoral, tratamiento o recuperacidon se perdid su



contacto. Los resultados del analisis estadistico reportaron una media de

supervivencia global de 56.94 meses (I.C 49.27 — 64.612) asi como un percentil

25% de 67 meses percentil 50% de 57 meses y percentil 75% de 57 meses

(Tabla 17, llustracién 10).

Tabla 17 Supervivencia global

N° total

N° de eventos

Censurado

NO

Porcentaje

84

75

89,3%

Medias y medianas del tiempo de supervivencia

Media(a) Mediana
Estimacion | Error Intervalo de confianza al | Estimacion Error Intervalo de confianza al
tipico 95% tipico 95%
Limite Limite Limite Limite
inferior superior inferior superior
56.944 3.912 49.277 64.612 57.000 14.871 27.854 86.146
a La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.
Percentiles
25,0% 50,0% 75,0%
Estimacién | Error tipico | Estimacion | Errortipico | Estimacion | Error tipico
67.000 57.000 14.871 57.000 22.660
Funcién de supervivencia
Funcién de
1,0 supervivencia
~+ Censurado

o o o
~ =) 3
1 1 1

Supervivencia acum

o
N
1

0,0

%

20

40

meses

60

llustracion 10 Grafico Supervivencia global
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SUPERVIVENCIA GLOBAL DE ACUERDO A DIAGNOSTICO

Los resultados del analisis estadistico por tipo de tumor reportaron una media
de supervivencia global de 54.10 meses (I.C 48.53 — 59.67) para tumor
hematoldgico y una supervivencia global aparentemente mayor para el tumor

soélido con 63.06 meses (I.C 58.99 - 67.14) (Tabla 18).

Tabla 18 Supervivencia global vs diagnoéstico

Medias y medianas para el tiempo de supervivencia

Tipo de Media®

Tumor Estimaci Error Intervalo de confianza de 95

on estandar %
Limite Limite
inferior superior

HEMATOLOG 54.100 2.842 48.530 59.670

ICO

SOLIDO 63.069 2.080 58.992 67.147

Global 58.630 3.791 51.199 66.061

Resumen de procesamiento de casos
Diagndstico N total N de eventos Censurado
N Porcentaje

SNC 22 0 22 100.0%
SNS 1 0 1 100.0%
STB 2 0 2 100.0%
OSEOS 4 1 3 75.0%
RENALES 5 0 5 100.0%
CARCINOMAS 9 0 9 100.0%
CELULAS 4 0 4 100.0%
GERMINALES
HEPATICOS 12 2 10 83.3%
LEUCEMIAS 25 2 23 92.0%
LINFOMAS 3 0 3 100.0%
Global 87 5 82 94.3%
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Sin embargo no se demostraron diferencias en la supervivencia segun el tipo

de tumor (p = 0.923 Log-Rank). Asimismo la supervivencia no se modificd

segun el tipo histolégico (p = 0.335 Log-Rank) (llustracién 11).

Supervivencia acumulada

Supervivencia acumulada

Funciones de supervivencia

"‘—T*,A‘ -

TICARCINOMAS
CELULAS GERMINALES
HEPATICOS
LEUCEMIAS

L ILINFOMAS

-~censurado
H— LINFOMAS-censurado

T T
20 40

Supervivencia Global

T
60

Funciones de supervivencia

Lttt +

Tipo de Tumor
[ HEMATOLGCICO
SOLIDO
|+ HEMATOLGGICO-
+—SOLIDO-censurada

T T
20 40

Supervivencia Global

Comparaciones globales

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel- 10,200 335
Cox)
Comparaciones globales
Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel- 009 923

Cox)

llustracion 11 Grafico Supervivencia global vs diagnéstico

SUPERVIVENCIA GLOBAL VS POLIMORFISMOS

Al realizar
diferencias en la supervivencia segun el SNP analizado: IL10360 (p = 0.798
Log-Rank), IL10362 (p = 0.565 Log-Rank), IL10363 (p = 0.723 Log-Rank), IL8
(p = 0.840 Log-Rank), IL6 (p = 0.689 Log-Rank), CD14 (p = 0.471 Log-Rank),
IRAK1 (p = 0.809 Log-Rank) y IL1B (p = 0.219 Log-Rank). Sin embargo se

mostré un resultado para ILRN de (p = 0.051 Log-Rank) y TLR4 (p = 0.69 Log-

la comparaciéon de curvas de supervivencia, no se observaron

Rank) (Tabla 19, ilustracion 12).
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llustracion 12 Grafico Supervivencia global vs SNP’s

Tabla 19 Supervivencia global vs SNP’s

WT | Eventos

HET

Eventos

HOM | Eventos

Log
Rank

1L10360 | 53

28

0.798

1L10362 | 25

45

17

0.565

1L10363 | 14

55

18

0.723
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42
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0.840
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Las variables prondsticas de supervivencia fueron: diagnéstico, tipo de tumor y
SNP. Tras el analisis de multivariantes (regresién Cox) no se encontré una
influencia, significativa (p<0.05), sobre la funcién de supervivencia global para

ninguna de las variables. (Tabla 20)

Tabla 20 Regresién Cox Supervivencia global

Variables en la ecuacion

B SE Wald g Sig. Exp(B)
I
DIAGNOSTI 2.674 1.649 | 2.629 | 1 0.105 14.503
CO
TUMOR 35.387 | 140.824 | 0.063 | 1 0.802 | 2335817327352731.0
00
IL10360 10.603 7.091 2.236 | 1 0.135 40261.312
IL10362 -5.301 7.638 | 0.482 | 1 0.488 0.005
IL10363 -0.080 7.494 | 0.000 | 1 0.992 0.923
IL8 9.365 5885 | 2.532 | 1 0.112 11668.181
IL6 -19.555 19.363 | 1.020 | 1 0.313 0.000
CD14 4.884 3.616 | 1.824 | 1 0.177 132.119
IL1RN 2.006 4688 | 0.183 | 1 0.669 7.436
IRAK1 -5.921 4.372 1.835 | 1 0.176 0.003
TLR4238 35.844 | 140.979 | 0.065 | 1 0.799 | 3688567791838036.0
00
IL1B 16.015 10.377 | 2.382 | 1 0.123 9019027.505

8.8.2 SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD

Se analizé un total de 84 pacientes de los 101 que participaron debido a las
causas anteriormente explicadas. Tras el analisis estadistico se obtuvo una
media de supervivencia libre de enfermedad de 40.969 meses (I.C 35.145 -
46.793) asi como un percentil 25% de 54 meses percentil 50% de 42 meses y

percentil 75% de 35 meses (Tabla 21, ilustracion 13).




Tabla 21 Resultados Supervivencia libre de enfermedad

N° total N° de eventos Censurado

N° Porcentaje

84 25 59 70.2%

Medias y medianas del tiempo de supervivencia

Media(a) Mediana
Estimacion Error Intervalo de confianza al | Estimacion Error Intervalo de confianza al
tipico 95% tipico 95%
Limite Limite Limite Limite
inferior superior inferior superior
40.969 2.971 35.145 46.793 42.000 1.805 38.462 45.538

a La estimacion se limita al mayor tiempo de supervivencia si se ha censurado.

Percentiles
25,0% 50,0% 75,0%
Estimacién | Error tipico | Estimacion | Errortipico | Estimacion | Error tipico
54.000 6.110 42.000 1.805 35.000 6.605
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llustracion 13 Grafico Supervivencia libre de enfermedad

SUPERVIENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD DE ACUERDO AL
DIAGNOSTICO

Los resultados del analisis estadistico por tipo de tumor reportaron una media
de supervivencia libre de enfermedad de 35.776 meses (.C 32.647 — 38.905)

para tumor hematolégico y wuna supervivencia libre de enfermedad
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aparentemente menor para el tumor sélido con 33.373 meses (I.C 29.454 -
37.292) (Tabla 22).

Tabla 22 Supervivencia libre de enfermedad vs diagnéstico

Medias y medianas para el tiempo de supervivencia
Tipo de Media?
Tumor Estimaci Error Intervalo de confianza de
on estandar 95 %
Limite Limite
inferior superior
HEMATOLO 35.776 1.597 32.647 38.905
GICO
SOLIDO 33.373 1.999 29.454 37.292
Global 34.876 1.500 31.936 37.816
Resumen de procesamiento de casos
Diagndstico N total N de eventos Censurado
N Porcentaje
SNC 22 4 18 81.8%
SNS 1 1 0 0.0%
STB 2 0 2 100.0%
OSEOS 4 2 2 50.0%
RENALES 5 0 5 100.0%
CARCINOMAS 9 3 6 66.7%
CELULAS 4 2 2 50.0%
GERMINALES
HEPATICOS 11 2 9 81.8%
LEUCEMIAS 25 4 21 84.0%
LINFOMAS 2 0 2 100.0%
Global 85 18 67 78.8%

Sin embargo no se demostraron diferencias en la supervivencia segun el tipo
de tumor (p = 0.207 Log-Rank). En cambio tras el andlisis de comparacion de
funciones de supervivencia entre subtipo de diagnostico, se obtuvo una

diferencia significativa (p = 0.035 Log-Rank). (llustraciéon 14)
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llustracion 14 Grafico Supervivencia libre de enfermedad vs diagnéstico

SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD VS POLIMORFISMOS

Al realizar

la comparacion de curvas de supervivencia no se demostraron

diferencias en la supervivencia segun el SNP analizado IL10360 (p = 0.586

Log-Rank), IL10362 (p = 0.347 Log-Rank), IL10363 (p = 0.136 Log-Rank), IL8

(p = 0.286 Log-Rank), IL6 (p = 0.387 Log-Rank), CD14 (p = 0.672 Log-Rank),

ILRN (p = 0.210 Log-Rank), IRAK1 (p = 0.922 Log-Rank), TLR4 (p = 0.263 Log-

Rank) y IL1B (p = 0.254 Log-Rank). (Tabla 23). Es importante hacer notar que

el numero de eventos durante el seguimiento de los pacientes fueron

solamente 5, por lo que es probable que se deba a que el tiempo de

seguimiento fue insuficiente.




Tabla 23 Supervivencia libre de enfermedad vs SNP’s
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llustracion 15 Grafico Supervivencia libre de enfermedad vs SNP’s

Las variables prondsticas de supervivencia fueron: diagndstico, tipo de tumor
y SNP. Tras el analisis de multivariantes (regresion Cox) no se encontrd una
influencia, significativa (p<0.05), sobre la funcién de supervivencia global para

ninguna de las variables (Tabla 24).



Tabla 24 Regresion Cox Supervivencia libre de enfermedad

Variables en la ecuacion

B SE Wald gl Sig. Exp(B)

DIAGNOSTICO |  -0.031 0.091 | 0.114 1| 0735 0.970
TUMOR 0.329 0.783 | 0.177 1| 0.674 1.390
IL10360B 0.566 0.538 | 1.108 1| 0.293 1.762
IL10362B 0.020 0.799 | 0.001 1| 0.980 1.020
IL10363B -0.775 0.932 | 0.693 1| 0.405 0.460
IL8B 14.389 | 561.491 | 0.001 1| 0.980 | 1774966.643
IL6B -1.627 1.055 | 2.380 1| 0.123 0.196
CD14B 0.385 0.713 | 0.292 1| 0.589 1.470
IL1IRNB 0.501 0.615 | 0.665 1| 0415 1.651
IRAK1B -0.340 0.522 | 0.424 1| 0515 0.712
TLR4238B -14.311 | 1304.152 | 0.000 1| 0.991 0.000
IL1BB -0.717 0.521 | 1.893 1| 0.169 0.488

SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD VS HAPLOTIPO IL10

Tras el estudio de interleucina 10 como haplotipo, a pesar de no haber
realizado el analisis de asociacion de estos SNP’s con cancer pediatrico,
debido a que no pudieron comprarse los genotipos entre casos y controles ya
que en el caso de los controles los cuales fueron tomados a partir del estudio
de mapa de haplotipos realizado por el Instituto Nacional de Medicina
Gendmica (45), s6lo contamos frecuencias totales y no genotipos individuales.
Con los datos disponibles, si fue posible realizar el analisis de supervivencia.
Sin embargo en los resultados obtenidos al realizar la comparacion de curvas
de supervivencia no presentaron diferencias segun los haplotipos de
interleucina 10 realizando las combinaciones (p= 0.154 Log-Rank), ni para los
haplotipos mas comunes reportados como lo son ATA'y no ATA (p= 0.590 Log-

Rank) (llustracién 16).
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llustracion 16 Grafico Supervivencia libre de enfermedad vs Haplotipo IL10




9. DISCUSION

En este estudio se incluyeron 101 casos de nifios diagnosticados con cancer
infantil. Tras el analisis descriptivo del grupo en estudio se observé una mayor
frecuencia de la enfermedad en el sexo masculino con un 54%. Asimismo los
tipos de cancer con mayor incidencia fueron las leucemias, los tumores del
SNC y los tumores hepaticos lo cual concuerda con lo reportado en México y

en la literatura (1, 2).

Se estudiaron 10 polimorfismos de genes que codifican citocinas las cuales a
su vez participan activamente en la respuesta inmune innata, con el fin de
estudiar su asociacion con el desarrollo de cancer pediatrico, se genotipificaron

los SNP’s de casos y controles, asi mismo se evalué su equilibrio de HDW.

Tras la evaluacién del HWE la mayoria de los SNP’s analizados entraron en
equilibrio tanto para casos como controles (IL8. IL6, IL10-1082, IL10-819,
IL1RN, IL1B, CD14 y TLR4), lo que nos indica que entre las frecuencias
genotipicas observadas y las esperadas no hay diferencia, por lo que podemos
suponer que los apareamientos en la poblacién ocurren al azar. A excepcion de
IL10-592 en el cual el resultado de sus casos tuvo un valor significativo (p-
value< 0.05) e IRAK1 el cual fue significativo tanto para casos como para

controles (Tabla 11).

Segun los lineamientos del equilibrio de HDW las posibles razones por las que
no encuentra un equilibrio, puede deberse tanto a las violaciones de las leyes
que establece como: errores de genotipificacién, los cuales se pueden deber a

errores técnicos o por la posibilidad de un sesgo no sistematico por la medicién



no simultanea de los casos y de los controles, problemas de identificacién y
codificacion e incluso subjetividad en la valoracién de las lecturas de los
resultados. Si los genotipos de los controles de una poblaciéon determinada no
se ajustan al HWE lo primero que hay que hacer es estar seguros de que no se
trata de un error de este tipo. Sin embargo cuando los controles que tienen
como funcion representar a la poblacién general se encuentran en equilibrio de
HDW, mientras que el desequilibrio se encuentra en los casos sugiere una
asociacion entre la variacion y la enfermedad (48). En base a esto, tras el
analisis de resultados se concluyen las posibles razones de su desequilibrio
descartando errores de genotipificacion debido a que los demas SNP
analizados se ajustan al HWE. En cuanto al SNP IL10-592 en el cual los
genotipos correspondientes a los casos no entraron en un equilibrio puede
deberse, ya sea a que la poblacion analizada sea pequefia 0 no lo bastante
grande para minimizar el efecto de la deriva genética, que causa un cambio
aleatorio en las frecuencias genotipicas, esto es debido al efecto de muestreo 6
a la asociacion verdadera de la variante con la enfermedad. Finalmente en el
caso particular del IRAK1 su desviacion tanto en casos como controles, se
puede deber a ausencia de diploidia, ya que el gen en consideracion se localiza
en un cromosoma X, es decir que tiene un numero distinto de copias para cada
sexo, sin embargo al ajustar este equilibrio a solo mujeres para su evaluacién
siguidé reportando resultados significativos, por lo tanto se puede concluir que

existe desviaciéon evidente de HWE.



Los polimorfismos que presentaron asociaciones génicas significativas con
cancer pediatrico fueron IL6, IL8 e IL10-592. Se sabe que estos SNP’s se
localizan en regiones promotoras, lo que permite postular que el mecanismo
subyacente implicado, podria estar relacionado con el control de la expresion
de estos genes. A continuacion se discutiran a detalle los resultados obtenidos
en relacion con cada una de estas citocinas, asi como las bases moleculares

de su participacién en oncogénesis.

Interleucina 6 (IL-6) -174G/C (rs1800795)

La IL6, es una citocina que constituye uno de los mediadores mas importantes
de la respuesta inflamatoria aguda, es la principal estimuladora de la
produccion de la proteina C-reactiva, amiloide sérico A, ceruloplasmina,
haptoglobina, hemopexina y ferritina; promueve la diferenciacién y maduracién
de los linfocitos T y B, estimula la producciéon de inmunoglobulinas por parte de
las células B, inhibe la secrecion de citocinas proinflamatorias como el TNF-a y
la IL-1. Asi mismo se sabe que coestimula el crecimiento de diferentes colonias
de precursores hematopoyéticos; promueve el crecimiento de colonias de
granulocitos y macréfagos e interviene en la proliferacion y maduracion de la
serie megacariocitica. En este sentido IL-6 presenta tanto acciones

proinflamatorias como antinflamatorias (17, 18).

El gen que codifica para esta proteina se encuentra en el cromosoma 7p21 y
se ha identificado el SNP en la region 50 del promotor del gen 1L6-174 (G o C)

estudios que proponen que este polimorfismo influye en los niveles de



expresion de esta citocina, con el consecuente efecto sobre las respuestas

inmunoldgicas mediadas por ésta (17).

Diversos estudios han sido realizados con el fin de estudiar su asociacion con
el desarrollo de cancer. Apoyando a nuestros resultados, se ha reportado que
los individuos con el alelo G en la posicion 174 se caracterizan por producir
mayores niveles de IL-6 comparado con aquellos con el genotipo C/C. Gatti L. y
cols. 2017 (20) en base a sus resultados en un estudio de 56 pacientes
residentes del norte de Brasil mostraron la asociacién entre el genotipo GG de
IL-6-174 y la presencia de adenocarcinoma gastrico, reportando en su
poblacion de riesgo una frecuencias del 75% para los homocigotos (GG), el
23% en heterocigotos (GC), y solo el 2% era genotipo como alelo CC. Con lo
cual sus resultados sugieren que el genotipo GG de IL6 es un factor biolégico
importante en desarrollo de adenocarcinoma. Asi mismo Lagma Y. J. y cols.
2009 (22) Han reportado que los individuos homocigotos G/G producian
concentraciones mayores de IL-6 (5,35 £ 3.01 pg / litro) en comparacion con
aquellos con el genotipo G/C (3,96 + 2,71 pg / ml) o C/C (3,52 £ 2,4 pg/mL).
Reportaron también que en su poblacion de pacientes con neuroblastoma el
57,3% de ellos eran portadores del genotipo G/G, los autores observaron una
asociacion entre IL6 174 G>C, progresion de la enfermedad y supervivencia.
Esta asociacion ofrece una relacidn mecanicista entre el microambiente y el
potencial de crecimiento del tumor. Aunado a esto Briseis, Aschebrook Kilfoy, y
cols. 2012 (19) reportaron que el genotipo IL6 C/C esta significativamente
asociado con una disminucion del riesgo de muerte, asi como de recaida y de

segundas neoplasias en pacientes con linfoma no-Hodgkin (NHL). Los
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pacientes con niveles séricos elevados de IL6 tienen una tasa de supervivencia
general mas pobre en comparacion con los pacientes con niveles normales.

En el presente estudio este SNP rs1800795 del gen IL 6 -174G/C presentd una
asociacion estadisticamente significativa con cancer pediatrico. Principalmente
esta asociacion se obtuvo con el homocigoto para el alelo menor (G/G), con

valor de p=0.0037 con un OR de 2.413 y IC 95% = 1.310-4.445 (Tabla 14).

Con base en lo obtenido, este SNP se asocié como un factor de riesgo a la
presencia del genotipo homocigoto para el alelo menor (G/G) en posicién -174
con el desarrollo de la enfermedad. Previamente se ha reportado que la
presencia de este alelo esta relacionado a produccién de niveles aumentados
de IL-6, por lo que puede postularse que esta variacion produciria cambios en
la expresidn, provocando una desregulacion en la sintesis de esta citocina, lo
que tendria como consecuencia un aumento de la respuesta inflamatoria, con

lo que es posible explicar su asociacion al desarrollo tumoral.

Interleucina 8 (IL-8) -251 A/T (rs4073)

La IL-8 es conocida por su actividad quimiotactica para los eosindfilos y
linfocitos, principalmente células T y su capacidad para producir la
desgranulacion de los neutréfilos. Se ha demostrado que esta implicada en
una amplia variedad de procesos en la patogenia de cancer, incluyendo
tumorigénesis, angiogénesis, adhesion, invasibn o metastasis. El gen que
codifica a dicha proteina se localiza en el cromosoma 4q13- g21, en la regién

del promotor se ha identificado el SNP -251A/T, el cual ha demostrado que



influye en sus niveles de expresion, el alelo A se correlaciona con una elevada

produccion de dicha proteina (17).

Estudios anteriores sobre la asociacion de -251A/T polimorfismo con diferentes
tipos de cancer presenta resultados contradictorios. Lin-Bo Gao, y cols.2010
(23). Al evaluar el efecto de este SNP con la susceptibilidad a cancer,
realizando un meta-analisis de 14,876 casos con diferentes tipos de cancer y
18,465 controles de 45 estudios de casos y controles, encontraron que el
genotipo AA/AT se asocio con un aumento significativo del riesgo de carcinoma
nasofaringeo (OR = 1.48; IC del 95%, 1.16-1.89). Ademas, se observo que el
genotipo AA se asocia con un aumento del riesgo a cancer en poblacion
africana, pero no para la poblacién de Asia o Europa. Del mismo modo, Wang
Z. y cols. 2013 (24) realizaron un meta-analisis en el cual investigaron la
asociacion con el riesgo de cancer oral, analizando seis estudios publicados
con un total de 1,324 casos de cancer oral y 1,879 controles sanos. Sus
resultados mostraron que los genotipos AA y AT se asociaron con un mayor
riesgo de cancer oral (OR = 1.23, IC del 95%: 1.03 a 1.46; p = 0.025; OR =
1.25; IC del 95%: 1.07 a 1.47; p = 0.006; respectivamente). En el analisis de
subgrupos por etnia, obtuvieron asociaciones significativas entre AA 'y AT y un
mayor riesgo de cancer oral entre las poblaciones caucasicas (OR = 1.29; IC
del 95%: 1.06 a 1.57; p = 0.011). Sin embargo, no encontraron valores
estadisticamente significativos entre las poblaciones asiaticas. En el meta-
analisis realizado por Dluzniewski P. y cols. 2012 (28). Se analizaron 13,189
casos y 16,828 controles procedentes de 42 estudios caso-control, sus

resultados mostraron que los portadores del alelo A tenian riesgo elevado de



cancer de mama, cancer gastrico y cancer nasofaringeo y un riesgo reducido
para el cancer de préstata, pero no se encontré ninguna evidencia que indique
que los portadores de este alelo se asocie a cancer colorrectal ni pulmonar.
Cuando se estratificdé por descendencia racial, se encontré que los portadores
del alelo A se asociaron con un mayor riesgo de cancer entre el grupo africano
y asiatico, pero no en el grupo europeo. Lo que puede indicar que es un factor

de riesgo etnia-dependiente para cancer.

Contrariamente a lo anterior Rafrafi A. y cols. 2013 (38), evaluaron la relacién
entre IL-8 (-251 A/T) y el riesgo a cancer de pulmoén de células no pequefias en
la poblacion tunecina. Encontraron una asociacion significativa para el genotipo
TT (OR = 2.55, P = 0.004)) entre los pacientes de adenocarcinoma y tipo de
adenocarcinoma CPNM (OR = 1.72, P = 0.003). Asimismo, el alelo T fue
altamente asociado con tumores de mayor tamafo y estadios avanzados de
NSCLC. Al igual que el estudio realizado por Lang Q. y cols. 2006 (39), al
evaluar la asociacion IL 8 -251 A/T y la supervivencia global del linfoma
folicular, encontraron que el genotipo TT se asocié a menor supervivencia, los
investigadores proponen que los niveles altos de IL-8 (relacionado con

inflamacion) pueden desempenfiar un papel protector en el linfoma folicular.

Las investigaciones comentadas previamente muestran que se han realizado
gran numero de estudios de epidemiologia molecular para evaluar el papel del
SNP IL8-251T/A y su asociacion con diferentes tipos de cancer como el de
mama, colorrectal, gastrico, oral, de pulmén, de proéstata, entre otros. Los

diversos estudios han reportado diferentes frecuencias alélicas del SNP



IL8-251T/A de acuerdo las areas geograficas y las poblaciones étnicas.
Ademas, se ha observado que la asociacion del alelo varia de un tipo de

cancer a otro; por lo que el efecto del polimorfismo podria ser tejido especifico.

El analisis de los resultados en el presente estudio reportd una asociacion
estadisticamente significativa del SNP IL-8 -251 A/T (rs4073) del genotipo
homocigoto para el alelo (T/T) con cancer pediatrico con un valor de

p=0.04327 y OR de 0.701 con IC 95% de 0.496-0.990 (Tabla 14).

Con base en lo obtenido, este SNP se asocié como un factor de riesgo a la
presencia del genotipo homocigoto para el alelo (T/T) en posicion -251.
Previamente se ha reportado que la presencia de este alelo esta relacionado a
la produccion de niveles disminuidos de IL-8, por lo cual postulamos que los
niveles de IL-8 mas altos (relacionado con inflamacion) puede desempefiar un
papel protector en el desarrollo tumoral, esto podria deberse a que IL-8 es
conocida por su actividad quimiotactica celular, principalmente para eosinoéfilos
y linfocitos, asi como a su capacidad para producir la desgranulacion de

neutrofilos.

SNP Interleucina 10 (IL-10) o CSIF (human cytokinesynthesisinhibitory
factor) -1082 G/A rs1800896, -819C/T rs1800871, -592 C/A rs1800872.

IL10 es una citocina anti-inflamatoria producida por los macréfagos, células T-
helper 2 y linfocitos B. Se ha demostrado que inhibe varias funciones inmunes,

tales como; la presentacion de antigenos, la produccion de citocinas, activacion



de macréfagos, proliferacion de células T e Inhibiendo la sintesis de citocinas
pro-inflamatorias como, IL1, IL2, IL3, IL6, TNFa (18).

IL-10 esta codificada por un gen localizado en el cromosoma 1 (1931-1932, se
sabe que contiene al menos 27 sitios polimérficos. Estos polimorfismos
incluyen los SNP's en -1082 (rs1800870), -819 (rs1800871) y -592
(Rs1800872). Estos polimorfismos se localizan en la region promotora del gen
de IL10el alelo G en el SNP -1082 se asocia a un aumento en la expresion y

el alelo A en la posicion -592 con una disminucion en la expresion (17).

Diversos estudios previos se han realizado para la busqueda de este SNP y su
relacion con el riesgo al desarrollo del cancer con resultados contrapuestos.
Sicinschi. L. y cols. 2006 (49). Al estudiar la asociacion de este SNP IL10-592
con cancer gastrico en 183 casos y 377 controles de poblacion mexicana,
reportaron asociacion significativa para los sujetos homocigotos para el alelo
AA con un mayor riesgo a desarrollar cancer gastrico (OR 2.20; 95% CI 5 1.04
a 4.65). Asi mismo Chiurillo M.A. 2014 (43). Mediante un meta-analisis donde
estudiaron la asociacion de este SNP-592 con cancer gastrico en algunos
paises de América Latina, encontraron que el SNP’s IL-10 -592 C/A se asocia
con mayor riesgo de cancer gastrico (AA y CA) en la poblacién de Costa Rica y
Brasil. Otro estudio han reportado una asociacién positiva con el SNP -1082 en
donde tanto el genotipo GG como AG se han asociado a un mayor riesgo a
cancer oral (41). Asimismo, con un aumento del riesgo de cancer gastrico (OR
1,2; IC del 95%: 0,6 a 3,2, P = 0,007) (26). También se ha asociado a una
menor supervivencia en pacientes con linfoma de células B (OR 1.48; 95% Cl,

0.91 a 2.38) (50).



En el presente estudio no se encontr6 una asociacion estadisticamente
significativa para los SNP’s del gen IL-10 en -1082 G/A rs1800896 y -819C/T
rs1800871 con cancer pediatrico (p=0.5373, OR de 1.113 con IC 95% de
0.792-1.565 y p=0.4677, OR de 0.898 con IC 95% de 0.672-1.200
respectivamente). Sin embargo, si para la variacion en [L10-592 C/A
(rs1800872) encontrando una asociacion significativa positiva para el genotipo
homocigoto (A/A) obteniendo un valor de p=0.0062 y OR de 0.670 con IC 95%
de 0.502-0.894 (Tabla 14), cabe mencionar que esta variante no se encontré

en equilibrio de HDW en los casos.

Con base en lo obtenido, el SNP IL10-592 C/A rs1800872 se asocia como un
factor de riesgo a la presencia del genotipo homocigoto para el alelo (A/A) en
posicion -592. Previamente se ha reportado que la presencia de este alelo esta
relacionado a produccion de niveles disminuidos de IL-10. Debido a que se ha
demostrado que esta citocina tiene una propiedad anti-inflamatoria, Inhibiendo
la sintesis de citocinas pro-inflamatorias. Podemos postular que los cambios
en su expresion se asocian con aumento en la respuesta inflamatoria y con

esto su posible asociacion al desarrollo tumoral.

Siete de los SNP estudiados: IL1RN, IL1B, CD14, TLR4, IL10-1082, IL10-819 e
IRAK1, reportaron resultados no significativos (P>0.05), es decir no se
relacionaron con la enfermedad, ya que no se encontraron diferencias entre las
frecuencias genotipicas entre los casos y los controles, asi mismo no se

asociaron a las caracteristicas independientes como subtipo de cancer, tipo de



tumor y sexo. A excepcion de IRAK1 en el cual se corrobord su asociacion al

sexo debido a su localizacion en el cromosoma X.

Las posibles razones que pudiesen explicar nuestros resultados negativos y el
contraste con los estudios realizados previamente, puede deberse a que los
estudios de asociacion genética presentan algunos desafios adicionales a los
tecnologicos y metodologicos. Entre las posibles causas de tales
inconsistencias son los reportes falso positivos o falso negativos que fallan en
replicar una asociacion valida entre los estudios comparados. Es posible
también que la falla de replicacion, se deba al débil efecto que tienen las
variantes causales en el riesgo de enfermedad. En la mayoria de los estudios
de asociacion, la variable causal se asocia con un 10-15% de aumento del
riesgo de enfermedad, y por lo tanto se requieren tamafios de muestras de
miles de pacientes para alcanzar un valor nominal de p < 0.05. Por lo que la
principal limitacion de nuestro estudio puede deberse al tamafio de la muestra,
es posible que nuestras asociaciones sean reales pero no reproducibles debido
a que el efecto de la variable de riesgo es muy débil. Aunque los resultados
que hemos obtenido tienen suficiente poder estadistico, una poblacion mayor
permitiria aumentar la potencia del analisis estadistico y asi ampliar los

resultados obtenidos.

Otro factor que resta poder de deteccion de la asociacion es el estudio de
enfermedades complejas como lo es el cancer, debido a la heterogeneidad de
la enfermedad, ya que esta no ha sido bien definida y se asocia a distintas

enfermedades subyacentes, asi como la influencia de distintos factores



ambientales. Este mecanismo contrasta con el modelo de enfermedad
mendeliana, en donde generalmente la presencia o ausencia de un alelo causal
predice completamente la presencia o ausencia de la enfermedad. Para las
enfermedades complejas los alelos de riesgo son menos determinantes, no
suelen funcionan individualmente, sino que trabajan en coordinacion con otros
SNP’s para manifestar la enfermedad por lo que el riesgo se mide de manera
mas probabilistica. Finalmente dado que existen diferencias genéticas entre
los SNP’s en distintos contextos poblacionales este es otro factor importante,
ya que la ancestralidad de una poblaciéon puede tener influencia en el impacto

de cada variante génica en el riesgo a la enfermedad (51, 52).

Asociacién con supervivencia

Finalmente al realizar el analisis de asociacion de los polimorfismos con
supervivencia, mediante la técnica Test Log-Rank. Tanto para el subtipo de
diagnostico como para los haplotipos de IL10, no se obtuvo resultado
significativo para la supervivencia global, de manera que se puede decir que no
existen diferencias en el tiempo de supervivencia entre los grupos
(llustracion11). En cambio para la supervivencia libre de enfermedad segun el
subtipo de diagndstico se obtuvo una diferencia significativa (llustracion 14).
Es importante mencionar que estos resultados podrian no ser confiables ya que
el tamafio muestral para cada subtipo de cancer fue muy pequeno. Finalmente
las variables identificadas como posibles factores de riesgo (SNP) tras el
analisis de multivalentes (regresion Cox) no mostraron una significancia
estadistica (Tabla 20, 24) lo cual nos dice que no existe una influencia sobre la
funcién de supervivencia tanto global como libre de enfermedad y los SNP

estudiados.



Existen estudios previos sobre la asociacion de la supervivencia con solo
algunos de los SNP’s estudiados, como el realizado por: Lagmay J. y cols.2009
(22) y Aschebrook Kilfoy, y cols.2012 (19) Quienes reportaron asociacion de
IL6-174 G/G vy la disminucion de supervivencia en pacientes con
neuroblastoma y linfoma no-Hodgkin respectivamente, Lan Q. y cols. 2006 (39)
asociaron a IL8-251 T/T con menor supervivencia en pacientes con linfoma
folicular, Habermann T.M. y cols. 2008 (50) asociaron a IL10-1082 G/G con una
menor supervivencia en pacientes con linfoma de células B. De igual manera
mediante estudios in vitro Seiffert M. y cols. 2010 (32), reportaron asociacion de
CD14 con mayor supervivencia en lineas células de leucemia linfocitica
cronica y finalmente Srivastava R. y cols. 2012 (29) asociaron a IRAK1 con la

supervivencia en lineas celulares de melanoma.

Con base en los resultados obtenidos en este estudio, aunque puede tener
limitaciones, nuestro analisis postula una nula asociacién de los SNP’s con la
supervivencia, sin embargo el aumento de las variables como el tamaro de la
muestra y la duracion del seguimiento serian necesarios para poder confirmar

estos resultados.

Finalmente aunque la funcidén precisa de los polimorfismo en el desarrollo del
cancer es desconocido, un mecanismo plausible es que las variaciones de
SNP’s pueden aumentar la transcripcion del gen con esto la produccién de la
proteina y afectando finalmente su funcion, atribuyendo eventualmente a la

correlacion entre el SNP y el riesgo de cancer.
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Los datos relativos de estos SNP’s y sus asociaciones con diferentes tipos de
cancer pueden ser contradictorios y es dificil concluir algo definitivamente.
Tales discrepancias en los resultados de diferentes autores se pueden explicar
por las diferencias en averiguacion, criterios de inclusion, el disefio del estudio,
y las poblaciones. Por ejemplo, por las diferencias en la estratificacion, los
meétodos de diagndstico, tamanio de la muestra, peculiaridades étnicas asi

como por diferencias metodoldgicas.

Sin embargo es importante mencionar que no se han reportado estudios
previos al nuestro realizados para la evaluacion de estos SNP’s para cancer
pediatrico en poblacion mexicana. El estudio de esta poblacién es importante,
ya que en edad pediatrica se tienen caracteristicas especificas, pues debido a
su desarrollo, tienen una dinamica constante en su estado de salud y son
expuestos de forma longitudinal a influencias de caracter biolégico y ambiental.
Dichas variables en los adultos se convierten en factores de riesgo o factores
protectores y/o promotores, por ello en edad adulta es mas complejo analizar

su exposicion a ellas (5) .

Por lo tanto, nuestro estudio es un aporte importante ya que nuestros
resultados evidencian el efecto de 10 polimorfismos simultaneamente
evaluados en genes implicados en la respuesta inmune innata, proceso que
puede potenciar el riesgo de cancer, no solo es de aporte en base al tipo de
poblacién estudiada sino también, enfatizando la importancia de la evaluacion
de multiples polimorfismos asociados a una misma respuesta funcional. Ya que

debido a que es un analisis combinado que involucra diversos polimorfismos en



genes de citocinas responsables de procesos tanto proinflamatorios como
antiinflamatorios, permite una evaluacion mas completa de la interaccion, por lo
tanto la determinacién de los perfiles genéticos de asociaciones pueden ser

mas informativos sobre el proceso de la enfermedad.

Sin embargo es importante tomar en cuenta que, puesto que la accién o efecto
de una determinada variante dentro de un gen debe interpretarse en el
contexto de una red compleja que incluya ademas de interacciones con otras
variantes y con el medio ambiente la propia complejidad de la ruta biolégica en
la cual el gen esta inmerso. Asi mismo estas variaciones pueden ser en si
mismas funcionales y estar relacionadas a la enfermedad, pero en algunos
casos, reflejan el mapeo y ubicacion de los verdaderos sitios relevantes en
base a la cercania de los posibles verdaderos genes responsables de la

patologia.



10. CONCLUSIONES

1.

En este estudio se analizé la asociacion de polimorfismos en genes que
participan en la inmunidad innata en 101 casos de nifios mexicanos
diagnosticados con cancer pediatrico. Clasificados conforme al subtipo
de diagnostico se incluyd el porcentaje de 27.7% pacientes con
Leucemia, 25.5% Tumores del Sistema Nervioso Central (SNC), 12.9%
Tumores hepaticos, 10.9% Carcinomas, 5% Sarcomas de tejidos
blandos (STB), 5% Tumores renales, 4% Tumores 6seos, 4% Tumores

germinales, 4% Linfomas y 1% Neuroblastomas.

Las principales asociaciones génicas con cancer pediatrico detectadas
entre los polimorfismos analizados y las caracteristicas clinico-biolégicas
han sido las correspondientes a polimorfismos ubicados en los genes de
interleucina 8 (IL8-251) con un valor de p= 0.04327, OR= 0.701 (IC 95%
= 0.496-0.990), asi como interleucina 6 (IL6-174) con valor de p=
0.0037, OR= 2.413 (IC 95% = 1.310-4.445) y finalmente interleucina 10

(IL10-592) con valor de p= 0.0062, OR= 0.670 (IC 95% = 0.502-0.894).

En relacion con estudio de asociacion entre los SNP’s y su efecto en el

tipo de tumor no se observo significancia estadistica.

. Mediante la determinacion de la influencia entre el tiempo de

supervivencia de la enfermedad vy la presencia de los polimorfismos. No
se encontré asociacion estadisticamente significativa sobre la funcion

de supervivencia tanto global como libre de enfermedad y los SNP



estudiados, sin embargo, el tamafo muestral y el tiempo de seguimiento

pudieron ser factores que influyen en estos resultados.

11. PERSPECTIVAS

Mediante los resultados obtenidos en el presente trabajo es posible proponer

las siguientes perspectivas con el fin de validar la investigacion e ir mas alla de

los resultados preliminares.

1.

Realizar la validacién de la significancia de los SNP aumentando el
numero muestral en el analisis con la finalidad de confirmar caracter

predictivo en poblaciones mas amplias.

Es conveniente realizar un estudio de asociacién entre los SNP y su
efecto en cada subtipo de cancer pediatrico, con el fin de obtener una
mayor informacion sobre la participacion de las interleucinas estudiadas

en la particularidad de la fisiopatologia de cada subtipo.

Realizar el estudio de Interleucina 10 en funcién de haplotipos y con el
fin de comparacién con lo confirmado los resultados del analisis

individualizado.

Realizar un estudio aditivo de los 10 SNP’s involucrados con el fin de

evaluar las combinaciones génicas y asi proporcionar una informacién



mas completa que la derivada del analisis individualizado de los

polimorfismos.

Tras confirmar la asociacion tomando en cuenta los puntos anteriores
esta podra corroborarse realizando un analisis funcional estudiando su
efecto de manera in vivo mediante ratones knockout o por cultivo

celular.



12. ANEXOS

ANALISIS PROGRAMA FINNETTI

SNP

Tests for deviation

from Hardy-

Weinberg

equilibrium
Controls | Cases
n11=38 |n11=8
(42.57) |(9.71)
n12=140 |n12=46
(130.86) |(42.59)
n22=96 |n22=45
(100.57) |(46.71)
f a1=0.3 [f a1=0.3
9 +/- 1 +/-
0.020 0.032
F=- F=-
0.06983 |0.08017
p=0.2476 p=0.4250
92 51
(Pearson |(Pearson
)
p=0.2463 |p=0.4203
84 (LIr) |35 (LIr)
p=0.3111 |p=0.4918
01 82
(Exact) |(Exact)
n11=201 n11=89
(201.55) ((88.42)
n12=68 |n12=11
(66.90) {(12.16)
n22=5 n22=1
(5.55) (0.42)
f a1=0.8 [f a1=0.9
6 +/- 4 +/-
0.015 0.018
=- F=0.095
0.01648 |65
p=0.7850 |p=0.3364
67 41
(Pearson |(Pearson
) )
p=0.7825 |p=0.4032
35 (LIr) |94 (LIr)
p=1.0000 |p=0.3376
00 13
(Exact) |(Exact)
n11=61 |n11=22
(63.11) |(21.41)
n12=141 \n12=49
(136.78) {(50.18)
n22=72 n22=30
(74.11)  |(29.41)
f a1=0.4 |f_a1=0.4
8 +/- 6 +/-
0.021 0.035
F=- F=0.023
0.03086 |58

Tests for association (C.l.: 95% convidence interval)

allelefreq.
difference

[1<->[2]

Odds_ratio=1.
427
C.l.=[1.010-
2.017]
chi2=4.08
p=0.04327 (P)

[21<->[1]

Odds_ratio=0.
701
C.1.=[0.496-
0.990]
chi2=4.08
p=0.04327 (P)

[11<->[2]

Odds_ratio=0.
414
C.1.=[0.225-
0.764]
chi2=8.42
p=0.00371 (P)

[21<->[1]

Odds_ratio=2.
413
C.1.=[1.310-
4.445]
chi2=8.42
p=0.00371 (P)

[11<->[2]

Odds_ratio=1.
082
C.1.=[0.783-
1.495]
chi2=0.23
p=0.63467 (P)

heterozygou
s

[111<->[12]

Odds_ratio=1.
561
C.1.=[0.679-
3.586]
chi2=1.11
p=0.29153

[22]<->[12]

Odds_ratio=0.
701
C..=[0.431-
1.140]
chi2=2.06
p=0.15114

[11]<->[12]

Odds_ratio=0.
365
C.1.=[0.184-
0.724]
chi2=8.83
p=0.00296

[22]<->[12]

Odds_ratio=0.
809
C.1.=[0.086-
7.594]
chi2=0.03
p=0.85245

[11]<->[12]

Odds_ratio=0.
964
C.1.=[0.536-
1.731]
chi2=0.02
p=0.90120

homozygous
Riskallele 2
[11+]<->[22]

Odds_ratio=2.
227
C.1.=[0.961-
5.161]
chi2=3.60
p=0.05770

Riskallele 1
[22]<->[11]

Odds_ratio=0.
449
C.1.=[0.194-
1.041]
chi2=3.60
p=0.05770

Riskallele 2
[11+]<->[22]

Odds_ratio=0.
452
C.1.=[0.052-
3.922]
chi2=0.55
p=0.45984

Riskallele 1
[22]<->[11]

Odds_ratio=2.
214
C.1.=[0.255-
19.226]
chi2=0.55
p=0.45984

Riskallele 2
[11+]<->[22]

Odds_ratio=1.
155
C.1.=[0.605-
2.207]
chi2=0.19
p=0.66191

Riskallele 1

allelepositivit | Armitage'str

y

[11]<-
>[12+22]

Odds_ratio=1.
832
C.1.=[0.823-
4.076]
chi2=2.25
p=0.13333

[11+12]<-
>[22]

Odds_ratio=0.
647
C.1.=[0.406-
1.032]
chi2=3.36
p=0.06692

[11]<-
>[12+22]

Odds_ratio=0.
371
C.1.=[0.192-
0.718]
chi2=9.17
p=0.00246

[11+12]<-
>[22]

Odds_ratio=1.
859
C.1.=[0.215-
16.106]
chi2=0.33
p=0.56767

[11]<-
>[12+22]

Odds_ratio=1.
028
C.1.=[0.592-
1.785]
chi2=0.01
p=0.92078

end test

commonodd
s ratio

Odds_ratio=1.
479

chi2=4.38
p=0.03645

commonodd
s ratio

Odds_ratio=0.
677

chi2=4.38
p=0.03645

commonodd
s ratio

Odds_ratio=0.
451

chi2=8.32
p=0.00392

commonodd
s ratio

Odds_ratio=2.
129

chi2=8.32
p=0.00392

commonodd
s ratio

Odds_ratio=1.
079

chi2=0.23
p=0.63194


http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/finetti2.pl?nco_11=38&nco_12=140&nco_22=96&nca_11=8&nca_12=46&nca_22=45&snp=IL8
http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/finetti2.pl?nco_11=201&nco_12=68&nco_22=5&nca_11=89&nca_12=11&nca_22=1&snp=IL6
http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/finetti2.pl?nco_11=61&nco_12=141&nco_22=72&nca_11=22&nca_12=49&nca_22=30&snp=CD14

IRAK1

TLR42
38

p=0.6094 |p=0.8126
92 99
(Pearson |(Pearson
)

p=0.6094 p=0.8127
51 (LIr) |08 (LIr)
p=0.7163 |p=0.8419
88 98
(Exact) |(Exact)
n11=122 n11=45
(122.89) |(43.78)
n12=123 |n12=43
(121.22) |(45.43)
n22=29 |n22=13
(29.89) {(11.78)

f a1=0.6 |f_a1=0.6
7 +/- 6 +/-
0.020 0.034
F=- F=0.053
0.01471 |50
p=0.8076 |p=0.5907
50 83
(Pearson |(Pearson
)

p=0.8074 |p=0.5920
02 (LIr) |85 (LlIr)
p=0.8915 |p=0.6578
98 89
(Exact) |(Exact)
n11=118 n11=47
(84.32) |(34.47)
n12=68 |n12=24
(135.36) ((49.07)
n22=88 |n22=30
(54.32) |(17.47)

f a1=0.5 |f_a1=0.5
5 +/- 8 +/-
0.026 0.043
F=0.497 |F=0.510
63 90
p=1.763e |p=2.830e
-16 -07
(Pearson |(Pearson
)

p=4.396e |p=1.753e
-17 (LIr) |-07 (LIr)
p=5.697¢ |p=2.140e
-17 -07
(Exact) |(Exact)
n11=261 n11=94
(260.18) ((94.12)
n12=12 |n12=7
(13.64) |(6.76)
n22=1 n22=0
(0.18) (0.12)

f a1=0.9 f a1=0.9

7 +/- 7 +/-
0.007 0.013
F=0.020 |F=-

39 0.03590
p=0.0562 |p=0.7182
91 75

(Pearson |(Pearson

)
p=0.1563 |p=0.6161

[2]<->[1]

Odds_ratio=0.
925
C.1.=[0.669-
1.278]
chi2=0.23
p=0.63467 (P)

[11<->[2]

Odds_ratio=1.
052
C.1.=[0.748-
1.479]
chi2=0.08
p=0.77104 (P)

[2]<->[1]

Odds_ratio=0.
951
C.1.=[0.676-
1.337]
chi2=0.08
p=0.77104 (P)

[11<->[2]

Odds_ratio=0.
887
C.1.=[0.640-
1.229]
chi2=0.52
p=0.47130 (P)

[2]<->[1]

Odds_ratio=1.
128
C.1.=[0.813-
1.563]
chi2=0.52
p=0.47130 (P)

[11<->[2]

Odds_ratio=1.
369
C.1.=[0.545-
3.443]
chi2=0.45
p=0.50249 (P)

[2]<->[1]

Odds_ratio=0.
730

[22]<->[12]

Odds_ratio=0.
834
C.1.=[0.488-
1.425]
chi2=0.44
p=0.50651

[11]1<->[12]

Odds_ratio=0.
948
C.1.=[0.582-
1.543]
chi2=0.05
p=0.82921

[22]<->[12]

Odds_ratio=0.
780
C.1.=[0.372-
1.636]
chi2=0.43
p=0.50990

[11]1<->[12]

Odds_ratio=0.
886
C.1.=[0.499-
1.575]
chi2=0.17
p=0.68024

[22]<->[12]

Odds_ratio=1.
035
C.1.=[0.555-
1.931]
chi2=0.01
p=0.91312

[111<->[12]

Odds_ratio=1.
620
C.1.=[0.619-
4.236]
chi2=0.98
p=0.32157

[22]<->[12]

Odds_ratio=1.
800

[22]<->[11]

Odds_ratio=0.

866
C.1.=[0.453-
1.654]
chi2=0.19
p=0.66191

Riskallele 2

[11+]<->[22]

Odds_ratio=1.

215
C.1.=[0.581-
2.542]
chi2=0.27
p=0.60424

Riskallele 1

[22]<->[11]

Odds_ratio=0.

823
C.1.=[0.393-
1.721]
chi2=0.27
p=0.60424

Riskallele 2

[11+]<->[22]

Odds_ratio=0.

856
C.1.=[0.501-
1.461]
chi2=0.33
p=0.56832

Riskallele 1

[22]<->[11]

Odds_ratio=1.

168
C.1.=[0.684-
1.994]
chi2=0.33
p=0.56832

Riskallele 2

[11+]<->[22]

Odds_ratio=0.

922
C.1.=[0.037-
22.839]
chi2=0.36
p=0.54862

Riskallele 1

[22]<->[11]

Odds_ratio=1.

084

[11+12]<-
>[22]

Odds_ratio=0.

844
C.1.=[0.509-
1.397]
chi2=0.44
p=0.50841

[11]<-
>[12+22]

Odds_ratio=0.

999
C.1.=[0.631-
1.581]
chi2=0.00
p=0.99601

[11+12]<-
>[22]

Odds_ratio=0.

801
C.1.=[0.399-
1.610]
chi2=0.39
p=0.53324

[11]<-
>[12+22]

Odds_ratio=0.

869
C.1.=[0.550-
1.374]
chi2=0.36
p=0.54828

[11+12]<-
>[22]

Odds_ratio=1.

120
C.1.=[0.682-
1.840]
chi2=0.20
p=0.65522

[11]<-
>[12+22]

Odds_ratio=1.

495
C.1.=[0.579-
3.861]
chi2=0.70
p=0.40326

[11+12]<-
>[22]

Odds_ratio=1.

113

commonodd
s ratio

Odds_ratio=0.
927

chi2=0.23
p=0.63194

commonodd
s ratio

Odds_ratio=1.
073

chi2=0.08
p=0.77148

commonodd
s ratio

Odds_ratio=0.
934

chi2=0.08
p=0.77148

commonodd
s ratio

Odds_ratio=0.
924

chi2=0.35
p=0.55661

commonodd
s ratio

Odds_ratio=1.
082

chi2=0.35
p=0.55661

commonodd
s ratio

Odds_ratio=1.
451

chi2=0.42
p=0.51664

commonodd
s ratio

Odds_ratio=0.
905


http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/finetti2.pl?nco_11=122&nco_12=123&nco_22=29&nca_11=45&nca_12=43&nca_22=13&snp=ILRN
http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/finetti2.pl?nco_11=118&nco_12=68&nco_22=88&nca_11=47&nca_12=24&nca_22=30&snp=IRAK1
http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/finetti2.pl?nco_11=261&nco_12=12&nco_22=1&nca_11=94&nca_12=7&nca_22=0&snp=TLR4238
http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/finetti2.pl?nco_11=261&nco_12=12&nco_22=1&nca_11=94&nca_12=7&nca_22=0&snp=TLR4238

=
-
w

65 (LIr)
p=0.1565
63
(Exact)

n11=92
(91.11)
n12=132
(133.78)
n22=50
(49.11)

f a1=0.5
8 +/-
0.021
F=0.013
31
p=0.8255
84
(Pearson

)
p=0.8256
18 (LIr)
p=0.8057
46
(Exact)

n11=588
(592.51)
n12=409
(399.99)
n22=63
(67.51)

f a1=0.7
5 +/-
0.009
F=-
0.02253
p=0.4632
36
(Pearson

)
p=0.4609
58 (LIr)
p=0.5149
27
(Exact)

n11=359
(358.23)
n12=526
(527.55)
n22=195
(194.23)
f a1=0.5
8 +/-
0.011
F=0.002
93
p=0.9231
70
(Pearson

)
p=0.9231
74 (LIr)
p=0.9503
24
(Exact)

36 (LIr)
p=1.0000
00
(Exact)

n11=32
(36.24)
n12=57
(48.52)
n22=12
(16.24)
f_a1=0.6
0 +/-
0.031
F=-
0.17478
p=0.0790
03
(Pearson

p=0.0765
04 (LIr)
p=0.1001
32
(Exact)

n11=60
(59.47)
n12=35
(36.06)
n22=6
(5.47)

f a1=0.7
7 +/-
0.030
F=0.029
51
p=0.7667
73
(Pearson
)
p=0.7684
58 (LIr)
p=0.7812
33
(Exact)

n11=28
(30.50)
n12=55
(50.00)
n22=18
(20.50)
f_a1=0.5
5 +/-
0.033
F=-
0.09989
p=0.3154
30
(Pearson
)
p=0.3146
71 (LIr)
p=0.4210
57
(Exact)

C.1.=[0.290-
1.836]
chi2=0.45
p=0.50249 (P)

[1]<->[2]

Odds_ratio=0.
912
C.1.=[0.657-
1.266]
chi2=0.30
p=0.58159 (P)

[21<->[1]

Odds_ratio=1.
097
C.1.=[0.790-
1.523]
chi2=0.30
p=0.58159 (P)

[11<->[2]

Odds_ratio=0.
898
C.1.=[0.639-
1.263]
chi2=0.38
p=0.53733 (P)

[21<->[1]

Odds_ratio=1.
113
C.1.=[0.792-
1.565]
chi2=0.38
p=0.53733 (P)

[]<->[2]

Odds_ratio=1.
113
C.1.=[0.833-
1.488]
chi2=0.53
p=0.46777 (P)

[2]<->[1]

Odds_ratio=0.
898
C.1.=[0.672-
1.200]
chi2=0.53
p=0.46777 (P)

C.1.=[0.065-
50.097]
chi2=0.57
p=0.45153

[111<->[12]

Odds_ratio=1.
241
C.1.=[0.747-
2.064]
chi2=0.70
p=0.40380

[22]<->[12]

Odds_ratio=1.
799
C.1.=[0.891-
3.632]
chi2=2.73
p=0.09825

[11]<->[12]

Odds_ratio=0.
839
C.1.=[0.543-
1.296]
chi2=0.63
p=0.42794

[22]<->[12]

Odds_ratio=0.
899
C.1.=[0.363-
2.223]
chi2=0.05
p=0.81683

[11]<->[12]

Odds_ratio=1.
341
C.1.=[0.834-
2.154]
chi2=1.48
p=0.22452

[22]<->[12]

Odds_ratio=1.
133
C.1.=[0.649-
1.977]
chi2=0.19
p=0.66075

C.1.=[0.044-
26.843]
chi2=0.36
p=0.54862

Riskallele 2

[11+]<->[22]

Odds_ratio=0.

690
C.1.=[0.327-
1.457]
chi2=0.95
p=0.32905

Riskallele 1

[22]<->[11]

Odds_ratio=1.

449
C.1.=[0.686-
3.060]
chi2=0.95
p=0.32905

Riskallele 2

[11+]<->[22]

Odds_ratio=0.

933
C.1.=[0.388-
2.247]
chi2=0.02
p=0.87765

Riskallele 1

[22]<->[11]

Odds_ratio=1.

071
C.1.=[0.445-
2.579]
chi2=0.02
p=0.87765

Riskallele 2

[11+]<->[22]

Odds_ratio=1.

184
C.1.=[0.638-
2.194]
chi2=0.29
p=0.59230

Riskallele 1

[22]<->[11]

Odds_ratio=0.

845
C.1.=[0.456-
1.566]
chi2=0.29
p=0.59230

C.1.=[0.045-
27.552]
chi2=0.37
p=0.54322

[11]<-
>[12+22]

Odds_ratio=1.
090
C.1.=[0.669-
1.776]
chi2=0.12
p=0.72953

[11+12]<-
>[22]

Odds_ratio=1.
656
C.1.=[0.842-
3.255]
chi2=2.17
p=0.14092

[11]<-
>[12+22]

Odds_ratio=0.
851
C.1.=[0.562-
1.289]
chi2=0.58
p=0.44680

[11+12]<-
>[22]

Odds_ratio=1.
001
C.1.=[0.422-
2.372]
chi2=0.00
p=0.99909

[11]<-
>[12+22]

Odds_ratio=1.
298
C.1.=[0.825-
2.043]
chi2=1.28
p=0.25855

[11+12]<-
>[22]

Odds_ratio=1.
016
C.1.=[0.596-
1.731]
chi2=0.00
p=0.95340

chi2=0.42
p=0.51664

commonodd
s ratio

Odds_ratio=0.
876

chi2=0.32
p=0.57456

commonodd
s ratio

Odds_ratio=1.
147

chi2=0.32
p=0.57456

commonodd
s ratio

Odds_ratio=0.
919

chi2=0.39
p=0.53362

commonodd
s ratio

Odds_ratio=1.
088

chi2=0.39
p=0.53362

commonodd
s ratio

Odds_ratio=1.
104

chi2=0.53
p=0.46648

commonodd
s ratio

Odds_ratio=0.
905

chi2=0.53
p=0.46648


http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/finetti2.pl?nco_11=92&nco_12=132&nco_22=50&nca_11=32&nca_12=57&nca_22=12&snp=IL1B
http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/finetti2.pl?nco_11=588&nco_12=409&nco_22=63&nca_11=60&nca_12=35&nca_22=6&snp=IL101082
http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/finetti2.pl?nco_11=588&nco_12=409&nco_22=63&nca_11=60&nca_12=35&nca_22=6&snp=IL101082
http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/finetti2.pl?nco_11=359&nco_12=526&nco_22=195&nca_11=28&nca_12=55&nca_22=18&snp=IL10819
http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/finetti2.pl?nco_11=359&nco_12=526&nco_22=195&nca_11=28&nca_12=55&nca_22=18&snp=IL10819

n11=360 |n11=15

(359.85) |(22.81)

n12=532 |n12=66 [1<->[2] [11]<->[12]
(532.30) {(50.38)

n22=197 |n22=20 |Odds_ratio=1. | Odds_ratio=2.
(196.85) |(27.81) 493 977

f a1=05 |f a1=04 |C.1.=[1.118- |C.1.=[1.673-
7 +/- 8 +/- 1.993] 5.299]

0.011 0.029 chi2=7.47 chi2=14.95
F=0.000 |F=- p=0.00629 (P) |p=0.00011
57 0.31014

p=0.9851 |p=0.0018

02 28 [21<>[1] | [221<->[12]
(Pearson |(Pearson

) ) Odds_ratio=0. |Odds_ratio=1.
p=0.9851 |p=0.0016 670 222

02 (LIr) |60 (LIr) |C.1.=[0.502- |C.|.=[0.722-
p=1.0000 |p=0.0027 |0.894] 2.068]

00 25 chi2=7.47 chi2=0.56
(Exact) |(Exact) |p=0.00629 (P) p=0.45471

Riskallele 2
[11+]<->[22]

Odds_ratio=2.
437
C.1.=[1.220-
4.866]
chi2=6.72
p=0.00951

Riskallele 1
[22]<->[11]

Odds_ratio=0.
410
C.1.=[0.206-
0.820]
chi2=6.72
p=0.00951

[11]<-
>[12+22]

Odds_ratio=2.
831
C.1.=[1.613-
4.970]
chi2=14.20
p=0.00016

[11+12]<-
>[22]

Odds_ratio=0.
894
C.1.=[0.535-
1.494]
chi2=0.18
p=0.66993

commonodd
s ratio

Odds_ratio=1.

557

chi2=7.64
p=0.00570

commonodd
s ratio

Odds_ratio=0.

643

chi2=7.64
p=0.00570

108


http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/finetti2.pl?nco_11=360&nco_12=532&nco_22=197&nca_11=15&nca_12=66&nca_22=20&snp=IL10592
http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/finetti2.pl?nco_11=360&nco_12=532&nco_22=197&nca_11=15&nca_12=66&nca_22=20&snp=IL10592
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