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MEXICO

El presente trabajo se realiz6 bajo la direccion de la Dra. Silvia Jiménez Morales en
el laboratorio de Gendmica del Cancer, Instituto Nacional de Medicina Gendmica
(INMGEN). El proyecto conto con el financiamiento del Consejo Nacional de Ciencia
y Tecnologia (CONACYT). Convocatoria Fronteras de la Ciencia (FOINS) 2016-01-
2119.
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IV. RESUMEN

La leucemia linfoblastica aguda es la neoplasia hematoldégica mas frecuente en
nifos, se estima que esta enfermedad representa cerca del 80% de todas las
leucemias presentes en nifilos con cancer, la sobrevida en paises desarrollados
alcanza el 90%, sin embargo, para paises en vias de desarrollo como México dicha
cifra apenas alcanza el 60%. Se denota a la LLA como una enfermedad

multifactorial, pues su etiologia no ha sido del todo esclarecida.

En la actualidad se ha propuesto que polimorfismos en proteinas involucradas en el
metabolismo de xenobidticos puede modificar el riesgo de desarrollar LLA, por ello
el objetivo del presente trabajo fue conocer si los polimorfismos de los genes
CYP1A1, CYP2ELl, NAT2 Y NQO1, Estan asociados con la susceptibilidad de
padecer leucemia linfoblastica aguda en nifios mexicanos. Para ello se llevé a cabo
un estudio de casos y controles, que incluyeron a 478 pacientes pediatricos
diagnosticados con LLA como casos Yy a 284 individuos sanos como grupo control,

todos de nacionalidad mexicana.

De los polimorfismos analizados se encontr6 asociacion como variantes riesgo al
rs1801280 (OR= 1.534; IC 95% 1.21-1.939, p=0.00034, rs1799929 (OR=1.963; IC
95% 1.549-2.487, p=1.740e-08) y al rs1208 (OR=1.46; 1C95% 1.16-1.83, p=0.0012),
en donde el riesgo se incrementa bajo un modelo recesivo (OR=2.20; IC95% 1.304-
3.7110, OR=3.883; 1C95%2.21-6.809 y OR=2.32; 1C95%1.36-3.95,
respectivamente), para el resto de los polimorfismos de NAT2, se encontr6 una
probable asociacion estadisticamente significativa como variantes de proteccion. En
cuanto CYP2E1 y NQO1 no se encontrd asociacion estadisticamente significativa.
Por lo cual se puede concluir que el gen NAT2 se encuentra asociado con la
leucemia linfoblastica aguda, incrementando el riesgo de desarrollar esta

enfermedad en nifios mexicanos.



1. INTRODUCCION

Se estima que cada afio se diagnostican en el mundo entre 175,000 y 250,000
nuevos casos de cancer infantil, sin embargo, es probable que estas cifras estén
subestimadas (1). De acuerdo a la organizacion mundial de la salud (OMS) el cancer
mas frecuente en nifios y adolescentes es la leucemia, con una incidencia de 2,127
casos nuevos hasta el 2018 y una mortalidad de 30%(2). En México, el cancer
infantil es un problema prioritario de la salud publica dado que las estimaciones
sefalan que hay de 2600 a 3120 casos nuevos de cancer por afio, de estos, las
leucemias representan el 50.8%, de las cuales, el 80% son leucemia linfoblastica
aguda (LLA)(3). Con respecto a la edad, 6.1% de los casos de cancer infantil son
menores de 1 afio, 35.4% de 1 a 4 afios, 26.5% de 5 a 9 afos, 22.3% de 10 a 14

anosy 9.9% de adolescentes entre 15 a 19 afios (1).

En la actualidad la supervivencia libre de esta enfermedad alcanza hasta el 90%
en paises desarrollados, pues el constante desarrollo cientifico y tecnolégico ha
aumentado la posibilidad de un diagndéstico oportuno; aunado al disefio de
esquemas terapéuticos adecuados al riesgo que tiene el paciente para recaer. El
escenario en paises en vias de desarrollo como México no es igual de favorable,
puesto que solo se alcanza una sobrevida del 60% (1, 4, 5).
Ademas de lo anterior aun existe un grupo de pacientes que no responde al
tratamiento, lo que hace necesario la busqueda de nuevas estrategias que permitan
desarrollar esquemas de tratamiento mas especializados para aumentar la

sobrevida de los pacientes. Las herramientas gendmicas prometen ser utiles para



generar conocimiento que impacte en el desarrollo de esquemas de diagnadstico,

seguimiento y tratamiento a la medida el paciente (5)

Desde el punto de vista de la gendmica se ha propuesto que polimorfismos en genes
que codifican a proteinas involucradas en el metabolismo de sustancias exégenas
como contaminantes, pesticidas, alcohol e incluso medicamentos, tienen un papel
en el desarrollo de diferentes neoplasias como las leucemias, es por ello que el
presente trabajo tuvo como objetivo conocer si existe asociacion entre los
polimorfismos de un solo nucleétido (6) presentes en los genes CYP1A1, CYP2EL1,

NAT2 y NQO1vy la LLA.



2. MARCO TEORICO

2.1 Céncer infantil

En el mundo cerca de la mitad de los casos reportados de cancer infantil son
hematoldgicos, de los cuales las leucemias ocupan el primer lugar. Leucemia es el
término que se usa para definir un grupo de enfermedades malignas en la sangre y
se caracteriza por la proliferacién clonal y descontrolada de cualquier célula del
tejido hematopoyético. La células inmaduras y transformadas ocupan la médula
O0sea y con el avance de la enfermedad, migran a la circulacion periférica

infiltrandose a otros tejidos (7).

2.2 Leucemia linfoblastica aguda

La LLA es la neoplasia hematoldgica de la estirpe linfoide que deriva de la
transformacién maligna de una célula progenitora capaz de generar células
idénticas con diversas anormalidades que les confieren resistencia a la apoptosis y

desregulacion del ciclo celular(8).

De acuerdo al GLOBOCAN en México se diagnostican anualmente 1470 casos de
cancer en nifios de 0 a 14 afos, en donde las leucemias son la neoplasias mas
frecuentes (28.9%), de los cuales, la LLA constituye hasta el 80% de los casos (2).
En paises desarrollados se alcanza una tasa de curacion de hasta el 90%, sin
embargo, en paises en vias de desarrollo como México, la sobrevida es menor al

60% a 5 afios (1).



2.2.1 Manifestaciones clinicas y diagnostico
Las manifestaciones clinicas de la LLA suelen presentarse de manera gradual o
abrupta cuando disminuye la hematopoyesis normal, a consecuencia de la
ocupacion de medula 6sea. Por lo general el paciente presenta: palidez, fatiga,
taquicardia, disnea, petequias, purpura, hemorragias, fiebre y cuadros infecciosos
con mayor frecuencia. Cuando la enfermedad avanza y hay infiltracion
extramedular, el paciente presenta: dolor 6seo, esplenomegalia, hepatomegalia,
adenopatias y en casos muy avanzados infiltracion a sistema nervioso central,

higado, bazo, pleura y testiculo (8, 9).

En los estudios de laboratorio, hasta el 60 % de los pacientes muestran recuentos
celulares por debajo de los valores de referencia (Hb< 8g/dl, plaguetas < 50X10°%/L
y leucocitos <10X10%L); sin embargo, la cantidad de células en sangre periférica
dependera de la proliferacion existente en la medula 6sea y del tiempo de evolucion
de la enfermedad(9, 10). El aspirado de médula 6sea (MO) permite observar al
porcentaje de ocupacion por parte de las células neoplasicas, que en casos
avanzados puede ser hasta del 100%. Usualmente se sospecha de una leucemia
cuando la cantidad de blastos en MO es mayor al 5% y es confirmatoria cuando

alcanzan el 20%(8, 11).

Otros estudios complementan el diagnostico de LLA haciendo evidente el
incremento del metabolismo celular el cual es proporcional al desarrollo del tumor.
La lactato deshidrogenasa (LDH) se ve aumentada por el proceso constate de
destruccion celular, se observa hipercalcemia como resultado de la resorcion de

hueso en MO y uricemia por la tasa de recambio celular. Es posible ver resultados
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anormales en otros estudios que evallian el funcionamiento de érganos debido al
dafio producido por la infiltracion celular, tal es el caso de higado y rifion. En sangre
periférica se suele observar una cantidad considerable de blastos, parametro basico
para el diagndstico de leucemia, sin embargo, en la mayoria de los casos la baja

cantidad de células dificulta el diagndstico usando solo este parametro(8).

2.2.2 Clasificacion
Las leucemias se dividen de acuerdo a su célula progenitora como mieloblasticas o
linfoblasticas y con respecto a su evolucion en agudas o crénicas. La evolucion
aguda de la enfermedad se caracteriza por un desarrollo rapido y la presencia de
precursores inmaduros. En cuanto a la evolucion crénica, el desarrollo de la
enfermedad es lento y las células presentes estan en etapas de maduracion mas
avanzadas(4, 8). La clasificacion de esta enfermedad se hace con base en la

morfologia celular, propiedades citoquimicas e inmunofenotipo.
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Figura 1. Diagrama de hematopoyesis normal y leucémica. Se esquematiza clasificacion de
leucemia de acuerdo a su linaje (mieloide o linfoide) y su evolucién (agudas o cronicas).
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La leucemia de origen linfoide se distingue por la presencia de blastos pequefios de
nacleo grande con cromatina homogénea y escaso citoplasma; son negativas para
mieloperoxidasa y negro sudan, su inmunofenotipo se representa por la positividad

a los marcadores: CD2, CD10, CD3, CD4, CD7, CD19 y CD20.

La primer subclasificacion sugerida para LLA se realiz6 por el grupo Francés-
Americano-Britanico (12), el cual, tomando en cuenta las caracteristicas
morfologicas celulares, divide a la LLA en los subtipos L1, L2 y L3 (Tablal, Figura2).
Sin embargo, en la actualidad, el diagnéstico y la clasificacion estandar de esta

enfermedad se basa en el inmunofenotipo(13).

Tablal. Clasificacion Franco-Américano-Britdnico (12) de leucemia linfoblastica

aguda.
Caracteristica L1 L2 L3
citologica
Tamarno Predominancia de células Grandes o con Grandes y
celular pequefas tamafio heterogéneo  heterogéneas
Cromatina Homogénea y fina Variable Punteada, fina y
homogénea
Nucleo Regular, ocasionalmente  Irregular, cominmente Regular, oval o
hendido. con hendidura redondo.
nucléolos Ausentes Uno a dos Uno a dos
prominentes
Citoplasma Escaso, ligeramente Abundante y basofilo Abundante y
basdfilo. basdfilo
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Tomada y modificada de Carrol 2016, (11)

L2

L1 . @

Figura 2. Clasificacion citoldgica de las leucemias linfoblasticas agudas. A) L1, B) L2 Y C)

L3. Tomado y modificado de Michel G, 2008.(14)

El inmunofenotipo se determina con citometria de flujo y anticuerpos monoclonales
especificos para diversos antigenos expresados por las células y que difieren segun

el tipo de célula y su etapa de maduracion (Tabla 2.).

Tabla 2. Clasificacion de leucemia linfoblastica con respecto a marcadores de

superficie.
Subtipo Inmunofenotipo Frecuencia  Pronostico
Pro-B HLA-DR, TdT, CD19,CD79a,CD22, 5% Desfavorable
CD10V
Pre-B HLA-DR, TdT, CD19,CD79A,CD22, 63% CD10+ buen
temprana CD10+, cigM pronostico
Pre-B TdT, HLA-DR, CD19, CD20,IgC-y, 16% Buen
1gS- .
CélulaB HLA-DR, CD19,CD20,CR2, y,k0 A 15% Desfavorable
T-temprana TdT, CD7,CD5,CD3c, CD2V 10% Desfavorable
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T-cortical TdT, CD7, CD2, CD4 y/o 1 Desfavorable
CD8,CD5,CD1

T-madura CD3, CD7,CD5, CD4 o CD8 2 Desfavorable

Tomada de Arriaga,2019 (13)

Existen casos reportados de leucemias agudas que expresan caracteristicas de
mas de un linaje hematopoyético y se han definido como leucemias de linaje mixto
o leucemias bifenotipicas, la incidencia no es mayor al 5% y actualmente cuentan
con una clasificacion dada por EGIL (The European Group for Immunological

Classification of Acute Leukemia) (15).

2.2.3 Etiologia
La LLA es una entidad compleja, en donde los agentes etiolégicos que influyen en

su desarrollo son tanto ambientales como genéticos.

Dentro de los factores ambientales se encuentra: la exposicion a radiaciones
ionizantes, el consumo de tabaco, alcohol, café y medicamentos con efecto
leucomogeénico (ejemplo. alquilantes, inhibidores de topoisomerasa Il), la exposicion
a carcinogénicos (hidrocarburos como el benceno) y pesticidas; asi como,
infecciones. Estas Ultimas, se ha sugerido que estan asociados con LLA, ya que en
la edad pediatrica el sistema inmune no se encuentra del todo desarrollado, por lo
cual hay una mayor susceptibilidad a los efectos oncogénicos de determinados
agentes patdégenos como los virus, Epstein Barr y los HTLV | y II; aunque hasta el

momento, no han presentado una clara asociacion (4, 11, 16).
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Dentro de los factores genéticos de riesgo se encuentran, el sindrome de Down,
anemia de Fanconi, sindrome de Bloom y ataxia telangictasica, ya que tienen
diversos mecanismos que promueven el desarrollo de una neoplasia como; la
fragilidad cromosémica, mayor susceptibilidad a la replicacion viral y alteraciones

en diversos genes (16).

Desde hace unos afios se ha reportado que la combinacion de factores ambientales
y la presencia de mutaciones o alteraciones a nivel génico, contribuyen al desarrollo
de diversas patologias complejas como el cancer. Para la LLA, se han asociado
varios polimorfismos de un solo nucleétido (SNP por sus siglas en inglés) en genes
que codifican para enzimas que participan en el metabolismo de xenobibticos con
el riesgo de desarrollar la enfermedad, presentar recaida temprana, toxicidad a
quimioterapia, menor resistencia a agentes antineoplasicos y menor sobrevida (5,

17, 18).

2.2.4 Citogenética
El amplio estudio de la LLA desde la perspectiva de los andlisis génicos ha revelado
que alteraciones a nivel de acido desoxirribonucleico (19) estan asociadas al
desarrollo de esa neoplasia y se ha reportado que dichos cambios estan presentes
hasta en el 75% de los pacientes (20). Dentro de las anormalidades identificadas

estan:

* Aneuploidias o alteracion en el nimero de cromosomas. Las hiperdiploidias (>50

cromosomas) estan asociadas a un excelente pronostico y se presenta en 30%
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de los casos; mientras que las hipodiploidias (< 44 cromosomas) son de muy mal

prondstico y se presentan en 3% de los casos (21).

Translocaciones (cambio de segmentos entre dos cromosomas), con respecto
LLA, son las més estudiadas, pues por lo general involucran genes relacionados
con los factores de transcripcion hematopoyéticos, moduladores epigenéticos,
proteinas constitutivas, entre otros. Para el linaje de células B, las
translocaciones de valor pronostico son: t(12;21) (TEL-AML/ETV6-RUNX1),
t(1;19) (E2A-PBX/ TCF3 -PBX1) y t(9;22) (BCR-ABL1) y fusiones que involucran
al gen MLL (MLL-AF4, principalmente). En cuanto al linaje de células T, las
anomalias de interés son: mutaciones de NOTCHL1 y los rearreglos en TLX1-

HOX11, TLX3-HOX11L2, LYLI, TALIy MLL(5, 21).

Mutaciones puntuales en genes que involucran proteinas con roles clave en el
desarrollo linfoide (PAX5,1ZKF1, EBF1,LMO2), en la regulacion del ciclo celular
como genes supresores de tumor (CDKN2A/ CDKN2B, PTEN, RB1, TP53), y
aguellos que participan como sefializadores linfoides (BTLA, CD200), entre otros

(20).

2.3Polimorfismos

Los polimorfismos constituyen un elemento clave en la investigacion y la practica

de la genética humana. Son variaciones en la secuencia del genoma que se

presentan en mas del 1% de la poblacion abierta (22).

Después de conocer la secuencia del ADN, se determind que solo el 99% de la

identidad de la secuencia sera compartida entre los individuos, el resto se conoce
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como variabilidad genética, la cual se atribuye a los diferentes polimorfismos
(inserciones, deleciones, cambios de numero de secuencias repetidas, etc) y
principalmente a los SNP (del inglés, single nucleotide polymorphisms). Los SNPs
son los polimorfismos mas frecuentes, en su mayoria se presentan de forma
bialélica y en funcién de su localizacion dentro del gen se pueden clasificar en
codificantes y no codificantes. A su vez, los SNP codificantes pueden ser sinbnimos
0 no sindnimos, si no modifican el aminoacido para el que codifican o si lo cambian,

respectivamente. Estos Ultimos pueden alterar la funcion de la proteina (23).

Se sabe que algunas de estas variantes confieren alto riesgo para padecer la
enfermedad, modifican su gravedad o se asocian a la respuesta al tratamiento. En
este Ultimo caso, existen algunas variantes que requieren de su genotipificacion

previo al tratamiento (22).

2.4 Estudios de asociacion en la identificacion de factores genéticos de
riesgo para padecer LLA.

Una de las estrategias que ha llevado a la identificacion de SNPs potencialmente
relevantes en el tratamiento de una enfermedad han sido los estudios de asociacion.
Estos estudios permiten conocer si hay relacion estadistica entre un marcador y un
rasgo o enfermedad. Es una herramienta que se ha usado por diversos
investigadores para conocer la contribucién genética en enfermedades complejas
como la diabetes, hipertension, cancer, etc. Los marcadores pueden ser genes,
regiones de cromosomas o polimorfismos (24, 25). Este tipo de estudios se basa en
el hallazgo de que si un el alelo de un locus se encuentra diferencialmente

distribuido entre los casos y los controles (ya sea en mayor o menor frecuencia),

17



entonces el marcador se encuentra asociado a la enfermedad(22). Los disefios de

estudios de asociacibn mas comunes son:

a)

b)

Casos y controles: cosiste en la comparacion entre individuos no
relacionados, los cuales son clasificados en dos grupos; casos (individuos que
presentan la enfermedad o el rasgo de interés) y controles (aquellos que no
presentan la enfermedad). Este disefio suele ser ideal para el estudio de
enfermedades raras o complejas, ademas de ser relativamente mas barato y

facil de realizar(26).

Cohorte: en este tipo de disefio se selecciona a un grupo de individuos con
caracteristicas definidas a las cuales se les dara un seguimiento, el tiempo
aproximado en el que se espera la aparicion de la enfermedad o el rasgo de
interés. Este estudio por lo general es ideal para la evaluacion de incidencia o
de historia de la enfermedad; sin embargo, son caros y requieren un periodo

de seguimiento en donde puede existir la perdida de los integrantes(27).

Basados en relacion familiar: el mas simple de los disefios de este tipo es
aplicar la prueba de desequilibrio de transmision o TDT (del inglés, the
transmission disequilibrium test). Consiste en el andlisis de trios, la persona
afectada y sus dos padres. En general este disefio evita problemas de
estratificacién en la poblacion (sesgos en la seleccion de la muestra), sin
embargo, muchas veces es dificil aplicarlo porque se requiere de muchas

familias(28).
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2.5Genes que participan en el metabolismo de Xenobidticos y LLA.

Los humanos se encuentran en constante exposicion a todo tipo de sustancias que
pueden resultar dafinas para la salud, entre ellas esta: quimicos ambientales,
aditivos de alimentos, agentes contaminantes y medicamentos; este tipo de

sustancias exodgenas se les denomina Xenobibticos(Xbs) (29).

Los xenobidticos son sustancias que no son parte de la composicién habitual del
cuerpo, pero que son capaces de acceder a su interior (30). Los humanos tienen un
sistema de defensa contra estas sustancias exdégenas en donde se transforman por
un conjunto de procesos enzimaticos cuyo objetivo es incrementar su hidrofilia para
facilitar su neutralizacion y eliminacion; dicha transformacion se lleva a cabo en dos

etapas:

2.5.1 Fase |

Consta de reacciones del tipo oxidacion, hidrolisis y reduccion, cuya finalidad es
formar moléculas més polares que faciliten su excrecidén. Durante esta etapa se ven
involucradas varias enzimas, siendo el complejo citocromo p450 (CYP450) el mas
importante de éstas por la gran cantidad de reacciones en las que estan

involucrados.

2.5.1.1 Citocromo 450.

Los CYP450 o P450, es un conjunto de proteinas monoxigenasas que contienen un
grupo hemo, se caracterizan por absorber la luz a 450nm en su estado reducido y

en presencia de mondxido de carbono (29, 30). Estas proteinas se encuentran
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distribuidas en diferentes tejidos entre ellos: la piel, pulmon, cerebro, tejido
hematopoyético y de forma méas abundante en higado e intestino. Esta superfamilia
de proteinas constan con un sistema de nomenclatura donde se usa el prefijo
“CYP” seguido del numero de la familia, la identidad de la subfamilia y el nUumero de

miembro de esta(31).

A través de los afios se ha estudiado la variabilidad genética de P450 y su relacion
con la capacidad de metabolizar diferentes sustancias, asi como su relaciéon con
respecto a algunas enfermedades como el cancer. Dentro de estos estudios se
demostré que la presencia de algunos SNPs en estos genes se encuentran
relacionados con la actividad enzimatica ya sea que resulte normal, disminuida,
aumentada o ausente(29). CYP1Al Y CYP2E1l estan entre los genes mas

estudiados en LLA.

2.5.1.1.1 CYP1Al1
Este gen se localiza en el cromosoma 15 en la seccion q24.1, tiene 6 intrones y 7
exones cuyo tamafo es de 6,069 bases. CYP1A1 codifica para la hemoproteina de
la familia 1, subfamilia A, miembro 1 y tiene como sustratos a los hidrocarburos
aromaticos poli-ciclicos, benzopirenos, dioxinas halogenadas, estrégenos, entre
otros. Se expresa en pulmon, higado, cerebro, corazoén y linfocitos.(32) Es un gen
en donde se han encontrado mdultiples SNPs, entre los cuales esta la variante
CYP1A1*2 (33), la cual consiste en un cambio de timina (T) por una citosina (C)
en la posicion 3801, el rs4646903 se encuentra en la region 3" de la zona no
codificante y a pesar de no modificar la enzima, se ha encontrado un aumento en la

expresion y estabilidad del mMRNA de CYP1A1l, incrementando de este modo su
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actividad (34-36).Dado su rol en el metabolismo de Xbs, estudios previos se han
interesado en su rol en enfermedades como el cancer, con respecto a LLA se ha
asociado al rs4646903 con el aumento del riesgo de esta enfermedad en poblacion
hispana de forma contradictoria a lo encontrado por Lu y colaboradores, en donde
no reportaron asociacion con Caucasicos o Asiaticos, estos resultados inconclusos

también se han observado en poblacién de la india (37)(36, 38, 39).

2.5.1.1.2 CYP2E1
Este gen se encuentra ubicado en el cromosoma 10 en la seccién g26.3, tiene un
tamafo de 40,815 bases, 8 intrones y 9 exones. Codifica para la hemoproteina de
la familia 2, subfamilia E, miembro 1 y tiene como sustratos la clorzoxazona, N,N-
dimetilalanilina, trimetidiona, acetaminofén, halotano, alcohol, benceno, acetona,
nitrosamina entre otros. Ademas de la piel, pulmon, cerebro, tejido hematopoyético,
higado e intestino, CYP2E1 también se expresa en MO y el endotelio(32). El estudio
de las variantes génicas permitio6 encontrar dos polimorfismos en la region
promotora 5" el rs2031920 (Rsal) y el rs3813867 (Ptsl) (40). Ambos polimorfismos
se han asociado con diversas enfermedades incluyendo cancer de cavidad oral,
nasofaringe, estbmago y eséfago (41). Su relacién con LLA ha sido poco explorada
(42). Se ha descrito que los alelos CYP2E1* 5B y 6* incrementan hasta tres veces
mas el riesgo a padecer LLA, en algunos de los estudios dicha asociacién se
encuentra considerando que algunos de los progenitores presentan condiciones

tales como alcoholismo (17, 43, 44).
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2.5.2 Fase ll
En esta etapa se involucran enzimas denominadas transferasas actian sobre los
Xbs o0 los metabolitos resultantes de la fase | y dan paso a reacciones de
conjugacion con sustancias enddégenas que facilitan su transporte por el organismo
y su rapida excrecion por medio de la orina o la bilis(45). Dentro de este grupo se

encuentran la N-Acetiltransferasa 2 (NAT2) y NAD(P)H: quinona oxidoreductasa 1

(NQO1)

2.5.2.1 NAT2
Este gen se encuentra en el brazo corto del cromosoma 8, estd conformado por
14,635 bases, se compone por dos exones y un intron. Codifica para la proteina N-
Acetiltranferasa la cual forma parte de la Fase |l de la biotransformacion de Xbs y
cataliza la acetilacion usando como cofactor a la Acetil-CoA. Dentro de sus sustratos
estdn las amidas arométicas o0 compuestos con hidracinas (sulfametazina,

iIsoniazida, hidralazina y sulfamidas)(31).

NAT2 es altamente polimérfico y es por ello que hay un consenso en su
nomenclatura con respecto los fenotipos de acetilacion ya sea rapida, lenta o
intermedia (http://nat.mbg.duth. gr/). Algunos de los polimorfismos que se
encuentran en este gen son: rs1801280 (lle114Thr), rs1799930 (Argl97GIn),
rs1799931 (Lys286Glu), rs1208 (Lys268Arg), rs1041983 y rs1799929; Las
variaciones de este gen se han asociado con la modificacién de la actividad de la
enzima o con su estabilidad. es por ello que ha sido de gran interés para los

investigadores entender su relacion con el desarrollo de cancer (18, 46).
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2.5.2.2 NQO1
El gen que codifica a NAD(P)H: quinona oxidoreductasa 1, se encuentra ubicado
en el cromosoma 16qg22.1, consta de 19,673 bases y esta conformado por 5 intrones
y 6 exones. La enzima producto forma parte de la segunda linea de defensa, cuya
propiedad es la transferencia de dos electrones usando NADH o NADPH como
agente reductor, algunos de sus sustratos son: quinonas exdgenas y endogenas,
diclofenolindolfenol, compuestos con grupos nitro y azo y azul de metileno (47). Este
gen tiene mas de 93 SNPs, entre ellos el mas investigado es el C609T (rs1800566),
el cual consiste en un cambio de una citosina por una timina en el nucleétido 609.
Este SNP provoca un cambio de aminoacidos en la posicion 187 de prolina a serina
(Pro187Ser), modificacion asociada con la pérdida de la funcion de la enzima(48).
La actividad de NQOL1 ayuda a la proteccion de la célula frente a radicales libres y
metabolitos toxicos generados por la reduccion catalizada por CYP450 u otras
enzimas. Se ha reportado que la variante rs1800566 esta asociada como variante
de riesgo para las leucemias agudas, sin embargo, para la LLA, los estudios han
reportado resultados controversiales. Por un lado asociacion con esta enfermedad

bajo un estudio familiar y en otros en donde no hay asociacion(49, 50) (51).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México la LLA es un problema de salud publica, es la neoplasia hematoldgica
mas comun en edad pediatrica y ocupa entre la segunda y tercera posicion dentro
de todos los casos de cancer en nifios de 0 a 14 afios. La LLA ha sido identificado
como una enfermedad multifactorial, sin embargo, aun se desconocen muchos de

los factores de riesgo genéticos implicados en su desarrollo.

Se ha propuesto que la interaccion ambiental y la susceptibilidad genética son un
factor de riesgo para desarrollar cancer, El complejo enzimatico Citocromo P450, la
N-Acetiltranfersa y la NAD(p) quinona oxidoreductasa |, son enzimas involucradas
en la biotransformacién de sustancias exdgenas, por esa razén investigadores han
estudiado SNPs presentes en sus genes y su relacion con la susceptibilidad de
desarrollar diferentes tipos de cancer, entre ellos la LLA. En la Actualidad los
estudios que asocian a los SNPs en genes del metabolismo de Xbs y la LLA son
muy pocos, por lo tanto, en esta tesis se pretende conocer la asociacion existente
entre los polimorfismos de los genes CYP1Al, CYP2E1l, NAT2 y NQO1 y la

susceptibilidad a desarrollar LLA en nifios mexicanos.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe asociacion entre los polimorfismos de los genes CYP1A, CYP2EL, NAT2y
NQOL1 y la susceptibilidad a desarrollar leucemia linfoblastica aguda en nifios

mexicanos?
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5. HIPOTESIS

Si SNPs en genes CYP1A1, CYP2E, NAT2 y NQO1 son mas frecuente en nifios
con LLA que en nifios sin la enfermedad, entonces estos SNPs se asociaran con un

incremento en el riesgo para padecer la enfermedad en nifios mexicanos

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
Conocer si los SNPs en los genes CYP1A1l, CYP2E1, NAT2 y NAO1 se asocian a

la susceptibilidad de padecer leucemia linfoblastica aguda en nifios mexicanos.

6.2 Objetivos particulares
Conocer la frecuencia de SNPs en los genes CYP1A1, CYP2E1, NAT2 y NQO1 en

ninos mexicanos.

Determinar si los SNPs en estos genes confieren riesgo o proteccion para el

desarrollo de LLA en nifios mexicanos

Determinar si existe asociacion entre los SNPs evaluados y variables clinicas de la

enfermedad.

7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Caracteristicas del estudio.

» Disefo: Estudio de asociacion casos y controles,

* Tipo: observacional, prospectivo y comparativo
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7.2 Poblaciéon de estudio

Casos
Criterios de inclusiéon

+ Edad menor a 18 afios

» Diagndstico clinico e histopatoldgico de LLA de novo

» Sin tratamiento leucémico previo

+ Consentimiento informado firmado por padres o tutores

Criterios de exclusion

* Presencia de sindromes genéticos
* Presencia de otras neoplasias
+ Enfermedades hematologicas o enfermedades infectocontagiosas

Criterios de eliminacion

+ Pacientes cuyos padres decidieron salirse del estudio,
« Muestras de ADN sin la calidad adecuada para las determinaciones
moleculares

» Pacientes que durante el seguimiento no continuaron con el tratamiento.

Controles
Criterios de inclusiéon

* Edad menor a 18 afios
* Sin LLA o enfermedades hematoldgicas
» Consentimiento informado firmado por padres o tutores

Criterios de exclusion
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* Presencia de sindromes genéticos
* Presencia de otras neoplasias
+ Enfermedades infectocontagiosas

Criterios de eliminacioén

* Pacientes cuyos padres decidieron salirse del estudio,
« Muestras de ADN sin la calidad adecuada para las determinaciones

moleculares

7.3 Estrategia general

Para lograr los objetivos planteados se llevéd a cabo la seleccién de los individuos
pertenecientes a los grupos de casos y controles de acuerdo a los criterios
mencionados previamente, después de firmar el consentimiento informado por los
tutores y con ayuda del personal de salud, se obtuvieron muestras de sangre o
saliva de cada uno de ellos. Una vez obtenida la muestra se llevd a cabo la
extraccion de ADN, cuya calidad fue evaluada a través de su integridad. En lo que
respecta al analisis molecular para las variantes de interés, las muestras fueron
genotipificadas a través de la técnica de 5 exonucleasa usando sondas TagMan,
finalmente, el andlisis estadistico se llevd a cabo mediante una prueba de Chi

cuadrada para conocer los datos de asociacion (Figura 3).
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Figura 3. Estrategia general.

7.4 Analisis molecular
7.4.1. Extraccion de ADN
La extraccion del ADN fue a partir de muestras de sangre periférica y de saliva. La

muestra de sangre periférica fue recolectada en tubos vacoutainer con EDTA y se
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utilizé el kit de QIAGEN Gentra puregene Blood siguiendo las especificaciones del

proveedor.

Después de recolectar las muestras, estas se centrifugaron a 3,500 rpm durante 15
min; posteriormente se separ6 la capa de leucocitos y se transfirieron a un tubo
Falcon de 15 mL. Al botdén de células se le agregaron 6mL de solucion de lisis de
eritrocitos y se agit6 fuertemente con el vortex durante 30s. En seguida se centrifugd
nuevamente a 3000 rpm durante 10 min, en donde se decanté el sobrenadante para
obtener el pellet de leucocitos. Se hizo la extraccion de ADN gendmico, adicionando
2mL de buffer de lisis de leucocitos agitando vigorosamente en vortex durante 1 min

y se incubé durante 24h.

Después de este tiempo, se adicion6 1ml de solucién para precipitar proteinas
seguido de agitacién constante en vortex por 1 min. Se centrifugé nuevamente a
3000 rpm, 10 min y cuidadosamente se transfirié el sobrenadante a otro tubo falcén
de 15 mL. A este tubo, se le agregaron 5 mL de isopropanol frio para precipitar el
ADN. ElI ADN se separ6 de la solucién después de centrifugar durante 10 min a
3000 rpm, después de dos lavados con etanol al 75%, el ADN se diluyé en 200 pL

de Buffer TE.

Para muestras de saliva, se usoO el kit ORAGENE bajo las especificaciones del
proveedor. El primer paso fue la incubacion de la muestra a 50°C por 4h, después
se transfirieron 500uL de muestra a un tubo Eppendorf de 2 ml, al cual se le
adicionaron 20uL de solucion para precipitar proteinas preplT-L2P (DNA genotek).
Se agité brevemente en vortex y se dejo incubando en frio durante 10 min.

Posteriormente, se centrifugd el tubo a 12,000 rpm durante 10 min, se recuperd
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cuidadosamente el sobrenadante en un tubo limpio, al cual se le adicionaron 600uL

de etanol absoluto y se incub6 a temperatura ambiente por 30 min. En seguida, se

centrifugo el tubo a 12,000 rpm por 2 min, y se lavé la pastilla de ADN con etanol al

75%. La hidratacion del DNA se realiz6 con 150 L Buffer TE.

7.4.2 Genotipificacion por 5’exonucleasa

Los SNP en los genes CYP1Al, CYP2E1, NAT2 Y NQO1 se analizaron mediante

la técnica 5°exonucleasa usando sondas TagMan (Applied Biosystem Foster City,

CA, USA)) (Tabla 3).

Tabla 3. Datos de las sondas TagMan usadas para la discriminacion alélica de los

genes CYP1A1l, CYP2E1, NAT2 y NQO1, analizados en este trabajo.

GEN

CYP1A1 rs4646903
rs2031920
CYP2E1
rs3813867
rs1041983
rs1801280
rs1799929
NAT2
rs1799930
rs1208
rs1799931

NQO1 rs1800566

POLIMORFIMOS

CLAVE

C_2431875_10
C_8684085_20
C_1204093_20
C_1204092_20
C_1204091_10
C_572769 20
C_572770_20

C_2091255_30

ALELO
VIC/FAM

C/IT

CIT

G/C

CIT

CIT

CIT

AIG

AIG

AIG

CIT
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7.4.2.1 Condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa.
Se llevd a cabo la reaccion de cadena de la polimerasa (PCR) a un volumen final
de 5 uL, paralo cual se usaron 2.5 pl de master mix (ANTPs, TagGold, MgClI2), 0.08
pL de sonda y 2.4 uL de agua grado molecular por cada muestra. La reaccion de
PCR se realizé en un termociclador GeneAmp PCR system 9700, bajo el siguiente
programa: un ciclo a 50°C por 2 min, un ciclo a 95° por 10 min, 45 ciclos de 95° por

15 sy 60°C por 1 min y un tiempo indefinido a 4° para almacenamiento (Figura 4).

Desnaturalizacion
l Fase de hibridacion

1 |
1 |
| | y extension
i 95°C195°C l
i/ s
i / 10min i 15seg \
50° C ‘ ' \ 60°C

' ' ' 1 min |

1 | \
1 ciclo E 1 ciclo E a5 ciclos 14°C

1 1 >

51 & S 1 b
A B L B -

Figura 4. Condiciones de termociclador para PCR en

7.4.2.2 Técnica de la 5’exonucleasa
Para cada ensayo de discriminacion alélica se disefian 2 sondas especificas
marcadas en el extremo 5" con fluorocromos diferentes, VIC para alelo 1 y FAM
para el alelo 2. Cada sonda contiene en el extremo 3" un “quencher” el cual inhibe
la emision de fluorescencia de la sonda mientras esta intacta. Durante la reaccion
de PCR, los primers y las sondas hibridan con su secuencia complementaria, sSi

contiene la secuencia polimérfica la AmpliTaq Gold, que tiene actividad de ADN
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polimerasa y de exonucleasa 5’-3’, va a digerir la sonda durante el proceso de
amplificacion liberando al fluorocromo de la accion del “quencher” y asi permitiendo

la emision de fluorescencia.

Al finalizar la PCR, se cuantifica la fluorescencia obtenida en el equipo de tiempo
real QuantStudio5 Real-Time PCR system. La diferenciacion de los alelos se
determina con el tipo de fluorescencia emitida (VIC o FAM), tal como se muestra en
la Figura 5 (52).

Figura 5. Plot de discriminacion alélica basada en la
emision de fluorescencia emitida por las sondas
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7.5 Analisis estadistico.

Se determind el equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE, por sus siglas en inglés)

mediante el programa FINNETI (http://ihg2.helmholtz-muchen.de/cqi-bin/hw/hwal).

Utilizando el programa SPSS version 21, Y la prueba de X2, tomandose como

estadisticamente significativa en valores de p< 0.05.
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8. RESULTADOS

8.1Caracteristicas clinicas y demograficas de la poblacién analizada.

En este trabajo de investigacion se incluyeron 762 individuos no relacionados: 478
fueron pacientes con diagnéstico clinico de LLA, de los cuales 197 (41 .2%) fueron
del género femenino y 281 (58.79%) del género masculino. La poblacion control
estuvo conformada por 284 individuos sanos, 124 (43.6%) mujeres y 160 (56.3%)
varones (Tabla 4). Toda la poblacion fue <18 afios de edad. Los pacientes tuvieron

una edad media de 7.9 = 4.7 afios y el grupo control de 6.2 F 4.6.

Dentro de las caracteristicas clinicas, el 87% de los pacientes presentaron leucemia
del linaje pre-B, 7.5% de células T, 10% de caracter bifenotipico y 0.42% de células
B maduras. Bajo la clasificacion de FAB, el 60.25% de los individuos fueron L1,
37.45% L2 y 0.42% L3. Esta poblacion fue estratificada por el riesgo a recaida en 4
grupos, resultando 32.01% para riesgo habitual, 1.67% riesgo intermedio, la mayor

parte de la poblacién para riesgo alto con el 63.39% y 1.05% para riesgo muy alto

Tabla 4. Caracteristicas de la poblacién analizada.

CARACTERISTICA CASOS CONTROLES
n (%) n (%)
197 (41.2) 124 (43.6)
SEXO
M 281 (58.79) 160 (56.3)
<1 31 (6.49) 50 (17.67)
EDAD 1-10 278 (58.16) 168 (59.36)
>10 167 (34.94) 61 (21.55)
L1 288 (60.25)
FAB L2 179 (37.45)
L3 2 (0.42)
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SD 9 (1.88)
PRE-B 419 (87.6)
CELT 38 (7.95)
INMUNOFENOTIPO CEL B madura 2(0.42)
Bifenotipica 10 (2.09)
SD 9 (1.88)
Habitual 153 (32.01)
Intermedio 8 (1.67)
RIESGO Alto 303 (63.39)
Muy alto 5 (1.05)
SD 9 (1.88)

FAB: Clasificacion Franco-Americo-Brtianico, SD: sin determinar

8.2 Andlisis del rs4646903 en el gen CYP1ALl.

Las distribuciones de los genotipos en la poblacion se encuentran en HWE,
mediante una prueba de chi cuadrada se encontr6 que hay una diferencia
estadisticamente significativa en las frecuencias genotipicas entre los pacientes con

respecto al grupo control (p=0.000723) (Tabla 5).

Por otro lado, el alelo menor “C” se encontré en el 54 % de los pacientes y en
aproximadamente el 41 % de los individuos control. El estudio revel6 que existe
asociacion entre el polimorfismo, rs4646903 y la LLA (OR= 1.746, IC 95% 1.294-
2.358, p=0.00025). Ademas, se observo que esta variante esta asociada a LLA
como genotipo heterocigoto “CT” (OR= 2.118, IC 95%1.295-3.464, p= 0.00254),
bajo un modelo aditivo (OR=2.333, IC 95% 1.478-3.681: p= 0.00023) y confiriendo
mayor riego como homocigoto “CC” (OR=2.788, IC 95% 1.554-5.002,

p=0.00048)(Tabla 5).
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Tabla 5. Andlisis de asociacion entre el polimorfismo del gen CYP1A1l y leucemia

linfoblastica aguda en pacientes mexicanos

SNP Genotipo/  Casos*n (%) Controles n (%) OR [IC 95%],P valué
Alelos
rs4646903 TT 66(20.82) 46 (38.02)
TC 155(48.90) 51 (42.15) P=0.000723
CC 96 (30.28) 24 (10.83)
287(45.27) 143 (59.09)
1.746 [1.294-2.358]
C 347 (54.73) 99 (40.91) p=0.00025
TTvs TC 2.118 [1.295-3.464]
p=0.00254
TT vs CC 2.788 [1.554-5.002]
p=0.00048
TT vs TC+CC 2.333[1.478-3.681]

p=0.00023

* derivado de la crisis sanitaria, algunas muestras no fueron genotipificadas.

8.3 Analisis del rs2031920 y el rs3813867 en el gen CYP2E1

Del gen CYP2E1 se analizaron dos variantes. La distribucion genotipica de la

variante rs2031920 no se encontré en HWE en el grupo control. Al ser comparada

esta frecuencia con la distribucion alélica de la base de datos se los 1000 genomas,

se obtuvo que existe una diferencia significativa entre la distribucion reportada y la

obtenida en este estudio. (p=0.02333563).
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En cuanto a la variante rs3813867, esta se encontro en HWE tanto en casos como
en controles, en la distribucidon alélica no mostraron diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos evaluados (Tabla 6).

Tabla 6. Andlisis de asociacion entre los polimorfismos del gen CYP2E1 y leucemia

linfoblastica aguda en pacientes mexicanos.

SNP Genotipo/ Casos n (%) Controles n (%) OR [IC 95%],P valué
Alelos
I 1
rs2031920 CC 227 (65.04) 95 (51.35)
P=0.007995
CT 115 (32.95) 86 (46.49)
TT 7 (2.01) 4 (2.16)
C 569 (81.52) 276 (74.59) 0.67 [0.492-0.901]
p=0.00807
T 129 (18.48) 96 (25.41)
CCvsCT 0.56 [0.387-0.809]
p=0.00190
CCvsCTvs 0.57 [0.395-0.815]
TT p=0.00209
rs3813867 GG 296 (64.49) 185 (66.79)
p=0.523121
GC 151 (32.90) 88 (31.77)
CC 12 (2.61) 4 (1.44)
G 743 (52) 458 (53) p=0.40545
C 175 (10.06) 96 (17)

8.4 Analisis de los SNPs en gen NAT2

La distribucion de los genotipos del polimorfismo rs1208 (A/G) se observé en HWE
en los dos grupos de estudio, para las variaciones: rs1801280 (T/C), rs1799929
(CIT) yrs1799930 (G/A) la distribucién estaba en HWE Unicamente en los individuos

control.
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Con respecto a las variantes rs1041983 (C/T) y rs1799931 (G/A), las distribuciones
de genotipos de los grupos control y de casos, no se encontraron en HWE. La
comparacion de las frecuencias alélicas del grupo control obtenidas con respecto a
las frecuencias alélicas reportadas en la base de datos los 1000 genomas, no
mostraron diferencia estadisticamente significativa para ninguna de las dos

variantes (rs1041983; p=0.8268 y rs1799931; p=0.0909).

En la variante rs1041983 la distribucion de los genotipos no muestra diferencias
estadisticamente significativas (p=0.142) con LLA, pero si en la distribucion alélica
(OR= 0.791; IC 95% 0.629-0.996, p=0.04577). Ademas, el analisis revela que la
presencia de una de las copias del alelo menor confiere proteccion con respecto a
la susceptibilidad de desarrollar LLA, mostrando bajo un modelo aditivo diferencia
estadisticamente significativa (CC vs CT+TT, OR= 0.744, IC 95% 0.554-1.000

p=0.04946) (Tabla 7).

El estudio reveldé que existe asociacion entre LLA y el rs1801280 (OR=1.534; IC
95% 1.213-1.1939, p=0.00034) y rs1799929 (OR= 1.963; 1C95% 1.549-2.487,
p=1.74e-08), En ambos casos la presencia en un solo alelo es d riesgo con respecto
al desarrollo de la enfermedad (rs1801280, OR=1.443; IC95 % 1.049-1.986,
p=0.00034) y rs1799929 (C/T) (OR=1.659; IC 95% 1.206-2.283, p=0.00181), y este
riesgo aumenté en los casos homocigotos para las variantes rs1801280
(OR=2.200, IC 95% 1.304-3.710, p=0.00265) y rs1799929 (OR=3.883, IC 95%

2.215-6.809, p=6.607e-07) (Tabla 7).

La variante rs1799930 muestra una diferencia estadisticamente significativa en la

distribucion genotipica entre casos y controles (P=0.027980), pero no se observaron
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diferencias en la distribucion alélica (p=0.370). Para este SNP el genotipo GA fue
mas frecuente en controles que en casos (OR= 0.68; IC 95% 0.467-0.997, p=

0.04751)

En cuanto a la variante rs1208 (A/G), éste muestra diferencias entre casos y
controles en relacion a la distribucion de genotipos (p=0.005444) y alélos (OR=1.46;
IC 95% 1.16-1.83, p=0.0012). Asi mismo el genotipo homocigoto para el alelo menor
GG se encontr6é asociado con LLA mostrando un OR= 2.32; IC 95%, p=0.00167.

bajo un modelo aditivo (OR=1.45; IC 95% 1.08-1.95, p=0.01361) (Tabla 7).

Finalmente, para la variante rs1799931 se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en las frecuencias de los genotipos entre el grupo de pacientes y de
nifios sanos (p=0.028377), pero no en la distribucion de los alelos (p=0.203). Se
observo que el genotipo homocigoto del alelo menor AA, protege contra LLA (OR=

0.55; IC 95%, p=0.02623) (Tabla7).

Tabla 7. Andlisis de asociacion de los polimorfismos del gen NAT2 y leucemia

linfoblastica aguda en nifios mexicanos.

SNP Genotipo/ Casos Controles OR [IC 95%],P valué
Alelos n(%) n(%)
rs1041983 CC 276 (57.9) 170 (50.5)
p=0.142

CT 154 (32.3) 95 (37.5)
TT 47 (9.9) 17 (12.0)

706 (74.0) 435 (69.3) 0.791 [0.629-0.996]

p=0.04577

248 (26.0) 129 (30.7)
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CCvs CT+TT

rs1801280 TT 225 (47.2)
TC 185 (38.8)
CcC 66 (13.8)
635 (66.7)
C 317 (33.3)
TTvsTC
TTVSCC
TT vs TC+CC
rs1799929 CcC 206 (43.2)
CT 191 (40.0)
TT 80 (16.8)
603 (63.2)
351 (36.8)
CCvsCT
CCvsTT
CCvs CT+TT
rs1799930 GG 394 (53)
GA 73 (15.3)
AA 9(1.9)
G 861 (55)
A 91 (9.6)

165 (58.3)
94 (33.2)
22 (7.8)

424 (75.4)
138 (24.6)

170 (60.1)
95 (33.6)
17 (6.0)

435 (39)
129 (22.9)

221 (54)
60 (21.2)
1(0.4)

502 (89.0)
62 (11.0)

0.744 [0.554-1.000]
p=0.04946

p=0.003280

1.534[1.213-1.939]
p=0.00034

1.443 [1.049-1.986]
p=0.02408

2.200 [1.304-3.710]
p=0.00265

1.587 [1.178-2.138]
p=0.00232

p=6.9409E-7

1.963 [1.549-2.487]
p=1.740e-08

1.659 [1.206-2.283]
p=0.00181

3.883 [2.215-6.809]
p=6.607e-07

1.997 [1.480-2.694]
p=5.305€e-06

p=0.027980

p=0.370
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GG vs GA 0.68 [0.467-0.997]

p=0.04751
rs1208 AA 207 (43.4) 148 (52.3)
p=0.005444
AG 200 (41.9) 111 (39.2)
GG 68 (14.3) 21 (7.4)
614 (64.6) 407 (72.7) 1.46 [1.16-1.83]
p=0.0012
336 (35.4) 153 (27.3)
AA Vs GG 2.32 [1.36-3.95]
p=0.00167
AA Vs AG+ GG 1.45 [1.08-1.95]
p=0.01361
rs1799931 GG 328 (56) 192 (57)
p=0.028377
GA 117 (24.5) 56 (19.8)
AA 29 (6.1) 31 (11)
G 773 (81.5) 440 (54) p=0.203
A 175 (18.5) 118 (21.1)
GG vs AA 0.55 [0.32-0.94]
p=0.02623

OR: Odds Ratio, IC: intervalo de confianza

8.5 Analisis del rs1800566 del gen NQO1

En el analisis del rs1800566, las frecuencias genotipicas se encontraban en HWE.
En cuanto al analisis de asociacion entre casos y controles, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas al comparar las frecuencias genotipicas

(p=0.423) y alélicas (p=0.291) (Tabla 8).
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Tabla 8. Analisis de asociacion entre el polimorfismo del gen NQO1 y leucemia

linfoblastica aguda en nifios mexicanos.

SNP Genotipo
/ Casos n (%) Controles n (%) P
Alelos
cc 156 (32.8) 79 (28.2)
CcT 228 (47.9) 144 (51.4) D= 0.423
Rs1800566 T 92 (19.3) 57 (20.4)
C 540 (56.7) 302(53.9)
p=0.291
T 412 (43.3) 258 (46.1)

9. DISCUSION

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es la neoplasia hematologica mas frecuente
en edad pediatrica a nivel mundial, actualmente la supervivencia global alcanza
hasta el 90% en paises desarrollados, sin embargo, difiere del escenario visto en
paises en vias de desarrollo como México, donde las cifras son menores al 60%
(53, 54). La LLA es una entidad compleja cuya etiologia no se encuentra del todo
clara, aunque se sabe que esta enfermedad surge de la interaccion de diversos
factores, tanto genéticos como ambientales. Dentro de estos Ultimos se encuentra
la exposicién a sustancias exdégenas como: pesticidas, humo de cigarro, pintura,

medicamentos, compuestos aromaticos, etc (16, 55).

En el entendimiento de la relacion gen-ambiente y LLA, una de las vias que mas

se ha estudiado es el metabolismo de xenaobioticos y los polimorfismos en los genes
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gue codifican a las enzimas involucradas en su biotransformacion, Se ha reportado
gue algunos polimorfismos pueden explicar las diferencias interindividuales frente a
sustancias toxicas y en su capacidad de metabolizar o activar sustancias
carcinogénicas (56, 57). Dentro del contexto antes mencionado, en este trabajo se
realizé un estudio de casos y controles con el fin de identificar la asociacion entre

LLA y polimorfismos de los genes CYP1Al, CYP2E1, NQO1y NAT2.

9.1CYP1Al1

El gen CYP1ALl codifica a una enzima clave en la bioactivacion de xenobiéticos,
catalizando el primer paso del metabolismo de hidrocarburos aromaticos poli-
ciclicos, en donde se crean productos intermedios reactivos que usualmente se
conjugan en la fase I, estos también pueden interactuar con el material genético
uniéndose al ADN (58). La variante rs4646903 es una mutacion que no altera la
proteina, pero que ha sido asociada con el incremento de actividad enzimatica (64).
A lo largo de los afos se ha asociado con el riesgo de desarrollar diferentes tipos
de cancer entre ellos la lucemia aguda, sin embargo, los datos de asociacion entre
esta variante con LLA, han sido controversiales ya que algunos de estos no han

encontrado asociacion clara entre el rs4644603 y esta enfermedad (35, 38).

Nuestros resultados muestran una asociacion entre el SNP rs4646903 y LLA (OR=
1.746, IC 95% 1.294-2.358, p=0.00025), como lo reportado por Gallegos- Arreola
en una poblacion adulta mexicana, donde también se identificé al alelo “C” como
una variante de riesgo para desarrollar esta enfermedad (59), un hallazgo similar
fue reportado por Joseph y colaboradores, cuyo estudio se realizé en poblacién del

sur de la India(60).
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Existen otros trabajos que no han encontrado asociacion del rs4646903 con la LLA
por si sola, pero si en conjunto con variantes de otros genes como el MLHI (gen que
codifica a una proteina encargada de la reparacion del ADN) y GSTM ( gen que
codifica a una proteina involucrada en pasos subsecuentes a p450 en el
metabolismo de xbs) (61-63). También se debe considerar el trabajo de Lee y
colaboradores en donde al momento de realizar una estratificacion de la poblacion
por su origen étnico, el modelo homocigoto para la variante rs4646903 se asocio
con LLA en poblacion hispana y no en el resto de la poblacion, este ultimo indica
gue puede deberse a que la poblacion hispana que ellos estudian tienen diferentes
ocupaciones que los hacen mas propenso a la exposicion de compuestos toxicos y

por ello la frecuencia de esta variante sea mayor (64).

Considerando los resultados que se han reportado con respecto a esta variante y la
LLA, se sugiere completar la genotipificacion de las muestras disponibles para este
estudio con el fin de confirmar el mantenimiento de la asociacion que se muestra
hasta ahora o bien aumentar la poblacién de estudio para tener una mejor

descripcion de esta variante en la poblacion infantil mexicana.

9.2 CYP2E1

Dentro de las isoformas del complejo p450, se encuentra el gen CYP2E1 cuya
proteina ayuda en la transformacion de compuestos de bajo peso molecular como
el alcohol, acetona, anestésicos, etc. Al igual que CYP1Al, muchos de los
compuestos catalizados por CYP2E1 forman metabolitos que se unen a DNA o son

especies reactivas de oxigeno.(65) En el presente trabajo se hizo el analisis de dos
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polimorfismos, el rs203190 y rs3813867, variantes que se han asociado al

incremento de la actividad enzimatica.(44)

Del mismo modo que la variante CYP1A1*2A la Genotipificacion del polimorfismo
rs2031920 en el grupo control no se pudo completar lo cual podria explicar que la
distribucidon genotipica no se encuentra HWE, se encontré que las frecuencias
alélicas observadas en nuestro estudio son diferentes a lo reportado en el proyecto
de los 1000 genomas, sin embargo, dicha diferencia no fue estadisticamente
significativa (p=0.0233), raz6n por la cual no se debe descartar totalmente los

resultados presentes en esta tesis.

Previamente se ha reportado asociacion de los SNPs de CYP2EL con LLA, entre
ellos el trabajo de Aydin y colaboradores donde indican que hay asociacion de
riesgo del rs2031920 en con respecto a LLA tanto en pacientes pediatricos como
adultos (65).0tros reportes indican que no hay una asociacion de la variante por si
sola, si no en conjunto ya sea con otras variantes en el mismo gen u otros genes
como: GSTM, GSTP1, CYP1Al, XRCC1, MLH1 (62, 63, 66) también se ha
reportado asociacion de CYP2E1 con la LLA, cuando las variables se conjuntan con
condiciones ambientales especificas como el consumo de alcohol o cigarro por
parte de los padres (17). Considerando lo poco claro que queda el papel de este
gen con la LLA, se sugiere no descartar futuros analisis de estos polimorfismos con

respecto a LLA y complementar los reportado en esta tesis.

El polimorfismo rs3813867, mostr6 una distribucion genotipica en HWE, la

distribucion alélica obtenida no reveld asociacién entre esta variante con el riesgo
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de desarrollar leucemia linfoblastica aguda, resultado que encaja con lo encontrado

por Canalle y colaboradores y Bonaventure (62, 67).

9.3 Gen NQO1

NQO1 se encuentra involucrado en el metabolismo de diferentes sustancias
potencialmente cancerigenas, y se ha propuesto como una enzima anti-cancer por
su papel en la proteccion del dafio oxidativo resultado de reacciones de reduccion
que producen semiquinonas, razon por la cual se han asociado a este gen con

diversos tipos de cancer como el de colon (68).

En nuestro estudio no se encontré asociacion del polimorfismo rs1800566 con la
LLA, este hallazgo ya ha sido reportado previamente por algunos investigadores,
Sirma y colaboradores expresan no haber encontrado asociacién y tampoco una
diferencia significativa en las frecuencias de los alelos con respecto a otras
poblaciones, algunos de los estudios también refieren a que no hay asociacion de
esta variante por si sola ni estratificando a la poblacion estudiada por habitos o

respecto a otras variantes (69-72).

Nuestros resultados contrastan con otros reportes en donde si han encontrado
asociacion de esta variante con la LLA. Silviera y colaboradores para una estudio
realizado en brazil, encuentran que el rs1800566 se asocia como variante de
proteccion con respecto a la LLA, mismo fenomeno fue observado por Yeoh en
poblacion asiatica, por otro lado estudios realizados en filipinos y en Canadienses
revelan que esta variante confiere riesgo a desarrollar LLA por si sola y en conjunto

con GSTM (73-75). Considerando dichas discrepancias, podria atribuirse el
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comportamiento de esta variante con respecto al origen étnico o incluso a otros
fendbmenos que puedan estar afectando la frecuencia de los alelos, en lo que
respecta a este trabajo, se ha descrito al alelo rs1800566 en una poblacién infantil

mexicana con respecto a la leucemia linfoblastica aguda.

9.4 Gen NAT2

El gen NAT2 codifica a una proteina de fase Il del metabolismo de Xbs, cuya
actividad modifica la predisposicién en el desarrollo del cancer por su rol en la
bioactivacion y detoxificacion de carcinogénicos arométicos o amino heterociclicos,
su actividad radica en la transferencia de un grupo acetilo a dichos compuestos o
sus metabolitos (46). NAT2 es un gen altamente polimérfico, cuyas variantes se han
asociado previamente con diversos tipos de cancer como: cancer de mama, pulmon,
vejiga y leucemia aguda (76).En la presente tesis se estudiaron algunas de las
variantes de este gen, cuatro en donde la mutacion produce un cambio de
aminoé&cido: rs1801280 (T341C, llel14Thr), rs1799930 (G590A, Argl97Gin),
rs1799931 (G857A, Lys286Glu), rs1208 (A8B03G, Lys268Arg) y dos cuya mutacion

no altera a la proteina: rs1799929 (C481T) y rs1041983 (C282T).

En lo que refiere a los polimorfismos de NAT2, las frecuencias obtenidas para el
alelo mutante en nifios mexicanos fueron de 0.307 para el rs1041983, 0.246 para
rs1801280, 0.229 del rs1799929, 0.11 del rs1799930, 0.273 para rs1208 y 0.211
para rs1799931. Las frecuencias alélicas encontradas de todas las variantes
difieren de aquellas que se reportaron con anterioridad para poblacién mexicana por
Taja- Chayeb y colaboradores, quienes evaluaron adultos de poblacion abierta (77),

considerando como una posibilidad que la estratificacion poblacional sea un factor
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gue explique esta diferencia. En este sentido, algunos estudios han evidenciado que
el entorno puede tener un impacto importante en las frecuencias alélicas para
algunos genes ya que la exposicion a ciertos xenobidticos puede brindar un nuevo
régimen de selectividad favoreciendo el mantenimiento de algunas variantes sobre

otras (78).

En NAT2, se encontrd asociacion estadisticamente significativa como variantes de
riesgo para el desarrollo de LLA, a los polimorfismos rs1801280, rs1799929 y al
rs1208, en donde el riesgo es mayor bajo un modelo recesivo. (OR=2.20; 1C95%
1.304-3.7110, OR=3.883; 1C95%2.21-6.809 y OR=2.32; 1C95%1.36-3.95,

respectivamente).

En estudios anteriores se ha reportado que hay asociacion de riesgo para la variable
rs1801280 en una poblacion infantil brasilefia. Este mismo hallazgo fue reportado
mas adelante en el meta-andlisis realizado por Zhu y colaboradores, en donde
ademas encontraron que esta variante mantiene su asociacion al momento de
estratificar por su origen étnico (76, 79). Por el contrario, Kamel y colaboradores no
encuentran asociacion para esta variable por si sola, pero si al hacer analisis con
respecto a la clasificacion fenotipica de acetiladores, en donde T341C se encuentra
involucrado (18). En el caso del rs1799929, nuestros datos corresponden con lo
reportado en los estudios antes mencionados, en donde se asocio a este SNP como

variable de riesgo.

Finalmente, en el caso de la variable rs1208, no se ha reportado una asociacion con

respecto a la LLA de manera individual, pero si en conjunto con otras variantes
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tomando a los fenotipos de acetiladores, principalmente aquellos que involucran a

las variantes C431T y C481T (76).

Dentro de las variantes estudiadas para el gen NAT2, el rs1041983 (C282T) mostro
al alelo menor “T” como variante de proteccion, la asociacion para esta variante
también se encontré bajo un modelo aditivo con un valor de OR=0.774; 1C95%
0.554-1.00, p=0.04946, resultado que difiere totalmente de lo encontrado por
Hernandez y colaboradores en un estudio realizado en infantes mexicanos
originarios de San Luis potosi, donde ubican a esta como una variable de riesgo(80).
Algunos otros estudios no han encontrado una asociacion de la variable sola, pero
si, si se encuentra involucrada con las demas variables en andlisis por fenotipos de
acetiladores principalmente en conjunto con la variable rs1799930, cuya asociacion
es de riesgo(6). Esta discrepancia puede explicarse por la diferencia de la poblacién
tanto en tamafio como region, por lo cual es aconsejable revisar la reproducibilidad
en las frecuencias de estas variantes o bien hacer una ampliacién del estudio que
contemple diferentes regiones para mejorar la descripcion de SNP en poblacién

pediatrica de México.

El rs1799930 se encontré que estd asociada a la LLA asociada bajo un modelo
dominante (OR=0.68; IC95% 0.467-0.997, p=0.04751). En el estudio realizado por
Hernandez se reportd una asociacion como variable de riesgo, al igual que lo
encontrado por Kamel y colaboradores(80) (18) Como se menciond previamente la
frecuencia de ciertas variantes puede verse afectada por otros factores, por la cual

se sugiere validar estos hllazgos en poblaciones independientes.
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G857A 0151799931 se asocio como variable de proteccion bajo un modelo recesivo
(OR=0.55; IC95% 0.32-0.94, p=0.02623), este mismo comportamiento fue
observado previamente para una poblacién mestiza y para asiaticos, pero diferente

al estudio en poblacién pediatrica infantil mexicana(6) (80).

Aunado a lo anterior, estudios han reportado que la actividad de NAT2 puede ser
afectada por otros factores como: dieta, medicacion tradicional, entorno laboral,
ademas del origen étnico (78, 81), tomando esto en cuenta es posible que nuestros
resultados manifiesten la influencia de estos factores, razon por la cual no coincidan

del todo con los datos previamente reportados.

Dentro de las limitaciones de este trabajo fue la falta de tiempo para realizar una
parte del proceso experimental causado por el cierre temporal del laboratorio,
ademas de la cantidad relativamente menor de muestras control, un aumento en la
N de este grupo permitira corroborar el comportamiento de las frecuencias alélicas
para algunos SNPs, ademas de esclarecer los datos de asociacion para aquellos
SNPs cuyos intervalos de confianza o p valué se encuentran por el limite de

significancia (82).

En resumen, este trabajo permitié conocer las frecuencias de los polimorfismos de
los genes de CYP2E1, NQO1 y NAT2, en nifios mexicanos, e identificar que SPNs
en el gen NAT2 se asocian a LLA. A pesar de no haber encontrado asociacion entre
LLA y los polimorfismos rs3813867, rs1800566, no se puede descartar la
contribucion de los genes CYP2E1 y NQOL al desarrollo de la leucemia linfoblastica
aguda, puesto que las variantes estudiadas no son Unicas en estos, ademas

diversos estudios han reportado que algunos polimorfismos pueden contribuir como
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variantes de riesgo o proteccion en conjunto con alteraciones en otros genes.

Nuestros resultados fueron publicados en Fronteirs Oncology (anexo I) (83).

10.CONCLUSIONES

El desarrollo de este proyecto ha permitido identificar puntos importantes con
respecto a la leucemia linfoblastica aguda y polimorfismos en genes involucrados
en la biotransformacion de xenobidticos en poblacion infantil mexicana, por lo cual

se puede concluir lo siguiente:

1. Existen diferencias en la distribucion de alelos en los genes CYP1Al1, CYP2Ely
NAT2.

2. Los polimorfismos rs3813867 del CYP2EL y rs1800566 del gen NQOL1, no se
encuentran asociadas con el riesgo de desarrollar leucemia linfoblastica aguda
en nifos mexicanos.

3. Polimorfismos en el gen NAT2 se asocian con la susceptibilidad a desarrollar

LLA en niflos mexicanos

11.PERSPECTIVAS

e Concluir las genotipficaciones para las variantes de los genes CYP1Al y
CYP2E1

e Validar los hallazgos obtenidos en el presente trabajo.

e Realizar andlisis de asociacién usando en conjuntos las variantes de los
genes CYP1A1, CYP2E1 Y NAT2.

e Aumentar la N de estudio, considerando mas regiones de México.
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Background: Acuse hyrphoblastic oukemia (ALL) = the man %ype of cancer n
chidren. In Madco and other Hspanio populasons, the iIncdenceo of this neaplasm is
one of tha highast saported woddwide. Functicral polymarphisms of varous enzymas
invchad In the metabolam of xenabiodcs have been assocated with an ncreasad
nck of dewsioping ALL, and the risk & dffoent by efniaty. The ams of e
prasent study were 10 identfy whether NOOT, CYPZE], and NAT2 polymorphsms
o some genciype-enwroomenta Imeractions were assockaled with ALL sk n
Maxecan children.

Methods: Wo condcted a case-control study Includng 472 pedaric paserts
dagnosad with ALL and 284 contols (chidron without loukoma). Ancestry compasition
of a aubisat of cases and controls was assessed using 32 ancestry Mfonmatihve markers.
Ganeso-envionmental intoractons for tho exposire to hydcarbons were assessaed by
Iogstc regression anayss.

Resultss The poymorphisms 1801280 IOR 154, @5% O 1.21.1.8G),
1799929 OR 1.86, 95% O 155-2.45), and rs1208 (OR 1.44, 95% O 114
1.81) were found 10 ncroase the risk of ALL; being the rsks higher under a
recosse modal (OR 2.20, 86% O 1.30-1.71, OR 387, 95% O 2.20-680
and OR 226, 95% O 1.32-387, mspoctvolyl. Gene-onvwonmont interacton
anayss showed ot NAT2 799829 1T genchpa confers high rek fo
ALl woer oxposwre 20 foticers,  nsectickies, hydocarbon  derhatives, and
paertal tcbacco smoking. No assocktions among NOOJ, CYF2ED, and ALL
wam observed.
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Conclusiore O shudy posddes ovdencs for e assocation bebwoen MATZ2
polMOphiSTS/ gene-oMvionmen’ inlemctions, and e nsk of chidhood ALL in

W msdcan childner
Wy b B L arb s HATY P AT priiriL. S8 RGOS BTy,
i TR ZE

INTRODUCTION MATERIALS AND METHODS

Acuie lymphoblasse bubemio [ALL) rwpresengs tie mosl
frequend fppe of cancer in pediabre popubstion workide
Addiis , Mewico s=d other Hopane popubstions heve one
ﬂhwm“dmﬂiﬁmmhrlh‘m
sround g globs (1, El. The diology is anckon; howerer, i
envimnmenial oy may phy 3 mole in e devclopmest of
the diwase. Ik has been supgesied that ezaymes imecdved in
the metaboksm of caorcinogmic agenis are asmociabed weh ALL
wascepishiliby: an el i could cxphes the differesces msarvnl
raten repoeriod scross popslatioess (#-10])

Hydrocarhons, paresial smohang, alochol drizking, pestacades,
and ar pollbios hoe bees egporied as e main fppe of
zencbiotxs relaied weth ax increased nisk of developing ALL in
chaldren {12181 Afcrwards, ther compousds mier inio the
by, they undergn becirassfrrmation s=d ciresabios
by z=abiotic metabokon g encpmes (2, 17, 18} Phass | meprme
reduction s=d coslabios of men obicsos, , ransinrming
thew min mon fooec compoosds. Phas 1| mames particpaicin
comjugalics proass, such as ghcummdabios, scctplation, s=d
madhylstmn, comverting S maabubin mio zon-resdive s=d
wler-wihble products whech could be more ely dimesabed
freem g body (1E]L

Cyindarome PA50 Family 2 Sobfamaly E Member 1 {CYFIED
are phase | ezaymes, whesvas, MADCFIH quesone oosdreredctane
I [HCE00) and Arpmine N-scohplirassfoase ¥ (BATE] =
phass [ enepmes, whach are commeshy mnplicabed in smpbisto
mictabukem (2], Ik owell-recogized that geneic podymcrphism
could infucnce fhe acreiy of thes aymo by affctsg al
s Eranscripson kwel (CYFEEL), enepmes sciwety (WOE00) or
ak 2 profess kel (MATI) (L 19). In sddiSon, diverse shadse
have seporied that polmorphoms in geseos mmonding zeno bt
matsboknng enoymo codd mcreme the rok of devwdoping
chadbond ALL, ety nedapar, <relabed oty
tremtrmacst rewstanes and hove been asscoved with bower sarvival
o i patiests with shis bype of cancer (1, 17 Howewer,
the rexulSs are msnmistes scrms popalilices saggesting the
pomthality that suscepabibiy alldos could be asmcitod weth ALL
in 3 mcr-spechc manner, o ® has bovn reporied for other
ALl preduposng genetic polymiorphisms {10, 21)1

The wmirn of the presmi study wear o desbly whether
B0, CVFZEL and MATY pobrmacphizms, or some genotyps-
emrmnmenial indsractioza, were asscmbnd wigh ALL mk in
Mexacan childwen. As well, in provade s picturs of the gmtic
ancairy and admiziure patfioms of the paticé: with ALL from
central bexicn,

A cas-cosbrol sady was conducied e  Nazikcan
Interestivtom] Group for $e |densfcabion of the Causs
wof Chaldbord Lealormin (MBGHCL), fom Aoguos 1, 2614,
Juby ki, M08 Cases z=d mantmb wers yousges thas 17 yoam,
rewidimis of the Mctropoliftan Area of Mexsmn iy,

Casos

Caew were sveraiied fom cight pubbe hmprab of blexico Cay
= which == atimofied 899% of duldom weth ubomin who
rewidie i Mesco: Uy are attended. Acuic mph obla kubemis
dagznus was evisblohed scoordmg o chical fratune, and bone
oo it Bedings: coll morphology, Emmosophmotye,
ard podis, w defmed by e 36 WHO casibason of
hmphoid necplasms Clddnm with Down spndeome were
axchded fum e anabpm Case repmintion requeed et
tramzed prrso=ncd were ssagead fo cach parscpating bospital
o idmbfy mcidet cass of lnkerss thmogh resess of
o pasriicipate.

The participstmg poblic hoopetaly and beslsh imbibabioss
were: 1] Hospital de Pediatra, "Or. Sdvesie Fresk Fround™
Cenirn Médicn Macional (CMIN “Sigho XXI7, Insstuts Mesasn
ded S Soczall {IMSSE (2} Hospiial befssid de Miéao
Fedieracn G, Secrciaia de Salud (355 (3 Hmpial Geseral
. Gavdescin Gomadler Gares”, TSN "La Raed”, [AE55;
[4] Heapeiad Generall Regmnad “Dir. Cazlon MoGrepor Sischer
Marearen”, [MES; (5) Hospital Judrer de Mésico, 55 (8] Hospital
Pedidirico: de Moctraums, Secrrtaris de Salud de I Cidsd de
hezico (SRCDMXL (T) Heoopetall General de Mézicn, 5% and
[E] Hozpetal TN 30 de Noviembre”, Inststuin de Seguradad
Snczad ol Servicso de lon Trabapsdores dd Estsdin (IS55TE]L For
then sitacy the mamgple s wan caloalated with 3150 cxes = 150
wonirely, the bring suficied for chizinesg o powes of 30% o
deniify the asocabiom k= paralid fo tha shody the incuson
of cumy comfmuned for msweng the prognostic vl of the
N0, CYP2ER, and NATY pulymesrphioms stadied bere on ALL
wrrieal. Thow cases were sl i=cludad in e presess wosk for
mcreasny the precison of @e ascosed insrachines.

Conirols

The controls were wd | from - bl itals of tha
wme hekh Estitotion (M35, 55, SSC0OMX, and I555TE)
thet refereed the chidres with ALL fo the shind-levd care
treated at different wach as

wirgery, pedairics, ophthalmolgy s=d orfopedic outpatens
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dizics, z=d the emesgency renm Chaldnen with desgmose
nf nevplassas, h-.l.h*FI.l'E.l-ﬂ.-'l allkspios, mfcinm, s=d
oomgeziial malicemstions wese mot sdected = coremb. The
infsraewers were provided with a lat of chesclermtics of
individusl kulemia coen, a=d charged wih idesbifying one
oombeodl per cass according oo, age (£ 16 mosthsl, ssd bealth
immhiiulics. When mose thes cec cosieol per cooe et the
maichmny critena, the contml that was closmt in age o ihe cao
s swlecied. I the contnboeere of the sene sge. one costrnl wan
wlrcird randomly (by inwing 2 coan . Moovoves, if 20 coniral of
the s sex wan foand sfier three viis 8ot ceme hoepetal, a
ool rrofiched by sge (£ 18 months] was sdiected.

Trained personnel were wupzed o each of the wwond-
level hoapatals i sexrch for controb who fulfilled @ sclection
criweris. When 2 confrnl wn ide=Sficd, paresis were mvabed
o pariscipais.

The Ethicy a=d Mational Commiter of Soentfic Basearch
approred thi stady weith mambes B-3005-TR5-08) AddSonddly,
Hnﬂl.djﬂrnih}lhhduhﬂdﬁ:mﬂ:ﬂnﬂ
Commatiees of cach haalth msifutnn o csry oot the sludy.

Study Overview

The nlervice wm crmed oot ming e e quosonnoes
wandardard sd sdepied fmm the quosonnee module of the
Mabiomal Cascer Eesiiuie. Generl sformabios obtained from
the s=tervicwns inchided tae chalds haicey, sncosconomic wstm
HES}, demographac chancierobics, and the parenis infremation
Izge at pregnancy, educatioeal kevd, enc )

Study varbles woer chalda sex, sge, and hirthwaghs [ <5 500
and %500 prarn), Smily history of cances, materml pear of
education, affer birth hemie apowe o Srhilinen, necsodes,
peimboam producta, del, and panmial fohscos smokizg,

For s sxposare of the parezis In obsco smoking, the
indformaison was obhined from Se =-penon inkerview and i
weras v m= b four expowars penods: (1] p
(2} during pregnancy, (4 dursy boistnn, and (4] the h.h'u.r
befors beskemia diagnmis oo mizrvis in cases z=d congmob. The
number of cgeectios smoked during cach cxpowsre peniod wa
calealated. Farental smickisg weas clasi fied st theee growops: (1]
whes both parenis were liklong nosamoken or ex-smohers,
b w srrekong mone Shan | pear before g birth of the
irddex child, (2] when cither parent snoked <=5 cigasetion 3 day,
and (3} when at ket one panest enoked § or mone ogarciien
daiy. Passres smickizg m the child was comidered when 28 lrasi
=g of the parenis srmeshed m the proweser of the chald i i lrast
three timees a werk dunng the yeas before disgrosn/micrviow in
s smad controls, sespectinedy.

Farmiad pars of education were usd as 2= ssdicaior of
SES ax o hon bews previousdy used by e Childhond Loskemia
Isirrmaonal Cresortiom (CLC) (0-% years, 9.0-139 pears

[referesce categoryll. = 13 yoam of sducabios].

DA Extraction

Caenomic DMA Som wabva or peepheral blossd v obtsimed
scoedesg I the ORAGEME Poriicason K (DA

Gimoick k=c, (3 Cansds) s=d the Genim K (Genirs
bvlerma s, Miscapos, MY manufchoerh imirsciom,
wpvcininlomeiry (Manodsop- 1080

Genotyping of NQO1, CYPEZ, and NATZ
SNPs

Cemctyping of mi300588 (N0, ndEL3RET (CYPEX] and
mlH198S (CIRIT), meiRILIRD (TRICH LR (C4RIT),
TR0 [GA0A ), mlBE (LRI and mlPEL] (GASTA)
from NATI SNPS wo peoformed wiimg the Yeoonodeoase
lechzigque a=d TagMlan MOGE chembiry m 3 QuanSiodio
i spiem sccording fo the muanoicdtoers  mstructioss
[Thermofshe, Foster Csfy, CAJ Taglhlan probes wsed were
O HAIIE_ A8 (Al O MEIATE_10 (mEI3ERT],
O EeB4BRS_28 (mMRLMRaTL O 130eEE B (miROLIRD)
O H2 20 (mITRECEL O LI0MFRI_10 (ol D),
O 57a%d 20 (mil2i). Esch polymesuss chaim rescion
[FCR} svaction contained 15 ng of prsoms DA, 15 ol of
Taghlan master mix, L0835 ul of 40X meay miz, and SdEL up
1o & hnall voleme of § ol The PCR protocol inchaded denasturizg
at 9550 o 10mes, folowed by 40 opces of denabuning ot
O for 150 amd smacaling amd exiemios al 80°C for Lo,
The prnotype of each sample was assgned asicsabically by
mexming, the alleke-sgecibc foorescence using Cuangiodio
Desng and Analpss softwse 8 for alklic dscnmizaton
[Applicd Biospstems, Foater Csty, CAL The owerall ge=obypse
call e wa PN, x=d 3 mhat of resdemized sxmple were
penotyped in duplicair s=d showed 100% reprodocbdiby.

Ancestry Informative Markers Salaction
and Ansestry Analysis

To k=ow the ancestsy composston of the ALL pedairic casa,
and fo sccousd for tae offechs of popelabics siratibcsSon in
our case-cosimll amocaton study, we asabaed o wehsi of
ALL cams and cosieds wming 3 pand of 2 single sadecbide
patymarphisns (GNP as sscodsy informate marken (A )
The 58Ps chmen for inchwon were basd on Al scisl thet
b ke vabslabed e 3 by group of Mexices wbpct, This
pamel mcluded 1 o 2 NPy in all chrmomosme, wih the
sscepinn of chomomme 18 (22 ALL cass and cosirols
were pamed by gpendes ape, and livisg = in Memien
Caty. To estanaie individesd and global sscostry we wad the
mmﬂmmghEmﬂhmm
Americas [HA) pepulsSons as S o mais cosbabnn o the
bergent blevices wibsmic grouy | Mezscan-baties) () Princpal
component analyis [FUA] was used fo smivr popo abios sirucars
washin owr smples (15

Association and Gene-Gene Interaction
Analyses

Tha rpbesra WOHH (el 3005861, CITIE] (ndEL38ET),
and MATY [0 (26T, @00 280 (T3, ol TR
[CABLTY, rad TESD (GSM0A ), ml2E (ASDEG), and ol TEEEEL
|GESTAH were sdevied based o= prvvions sesslis in bubemis
whiare they were the most cozsisten ty usocsted with krubemis
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mbk [ 11, 245 Awocdabon ! mmd
Aﬂwlﬂdh}mpﬂqmudmﬂhﬂ
penciypang. Eonlerroe cormechios bt was applicd fo data, thes,
the povalue for shbisbicd sgnfcance varsed accrodizg & the
numhber of parsmcters b= sdditics, all P were evakabnd
ureder #he co-domemant, diminant, and recosrrs gescts modds
using the FINETTI progras (hitp:! kg gpf do'cgickin e 1.
pll. Linkage disqulibrics (LM s=d haplotypng of MAT2
2P were amewed by wming the hoplowew software (D7)
The Mulisfacinr Dimemissality Redoctan (MOR) sirraction
witware (V 302 |5 Rouk wex comidessd = be
wgmaficani ot p < B05°.

HATZ Acetylator Frequencies Analysis
scetylaiom cozbzing e wild-trpe W) MATZ
allden [ml0dlSdY (CHIT), calBOI280 (THICH ol e
DCARLTL, el PR30 (G A0A), rl B (ARIMC), and i PEEL],
narmed WATF 4, were damibiod oo rpid acetplaior phenotyps
Haplobypes cosbmning more than ozs muisst alkle wese
ideziifed as slow scvivlaion and e someisder as an
intermednte scatplior phe=otype, nsizg the NAT2PRED web-
warver (B ing fpred. nbabanyedu) {29]. NATY allkdes wese
idesbificd by wming hitpd nef mbydushopn Humes S0 AT2
suhled o301 b,

Evaluation of Interastions Amoang
Polymorphisms and Exposure to
Hydrocarbons

To sxech for gene-corvimnmenl inlenchom we osed the MOK
approach, s=cr dis program scopoenin inkrooeson eom

wrerl fevt and esvercemental faciors fo 1 combmatines
of hoth Ssciors thet are sosocizied wigh the rok of o Smeaw [ 3]

Stiatistical Analysis
Analpses were periormed asisg SFES vemies 21 {IEM S2atisical
Pachage for the Social Scmmces, Ine, Chicge, 1L LEA)
Diescripires analyses were conduciod. Odds cabio (0H) x=d 95%
oozhdence micrvals (#59% Cl) were esbomaied by scomdibioeal
legmstic rogressann. The egstic regromios moded was cozsiracted
u Ellbwe (1] te owrdll inercteos n the modd wm
ovalusied, (1 # was assewed whether study vanables had a
piobal confounding, efect, tune vanables that, in the simbdcd
analyss ke OFs pror ko (crode O8] and afier sirabifring
(1R} showed 2 diffizencs botween e fam Ol = 105 Thes
vartbles alospmde with the makchnp vandblos (dulds sex,
ape, x=ad haalth metitoson), were mododed in the muolizeanaie
analyss. As 3 rewli, Se mosl panemesimes medd inchded
chalds sew, age, puicrsal education kevel, maierzal educstion
lrvel. malermod sge al pregeascy, achive amolesg of Sie mother
sfter hirth, alecholiem of the mosher bafore progeasey, Smily
cancar history, health msteatmn, birdseight, moternal cxpoyose
I bpdeocarbom st bome dusing pregnancy, X cxpovose
during pregzancy, akohol s of the Atber bofore pregnancy, ssd

activs smohmng of the Bibe afie bl Accordsagly, the adjuicd
s (20 were calcalated
Hardy-'Wembery Equdibricm (HWE) fat was

uxing the FINETTI progras [hitps'ikg gl detcpach el
Pl Aldoy s=d genctypos frequescies were compared smosg
groups by ming chi-sgquare s=d Fisbery cxscl s, when
appropnatr, which are implenenied in g STATCALC program
[Epi Infs w882 sofwars, Contenn for Diorase Costod and
Prevesbios, Adania, G )L The kevel of signibosscr wa sck al 5%.
To svalusie ancesiry compowSon of our ample, STRUCTURE
wiftware wus wad aoumesg fwe populstons (Eoopoan and
Ml and exch analyes v pesformaed ak least Biree e naizg
= 108,000 replicaies and 260840 bum-in cyclos under sdmized
model. To determing the stabistical power of our study, we med
Chomio: snftware (Bbpshydome sduipre] scemanbing minor
alicle frequescy (MAF] of all S35Fy m the contrel the groog;
Beewme, cosaidering a recowrs gessix model, and odd nbin
{8 wof 20, ik prevalmce of ALL in bexicm childnes, and the
exmple e

RESULTS
Patient Demographic Data

A Rotad of 469 oo were dapsosd welh ALL = parscipans
hosgitals durimg the shady perid. In addsson, 3 bobal of
IES controls wes mecruiod. Demopraphic, cheical feahores
and cxpowsre daty of the sudy popubstion sx digplaped in

Table I. The Gllowning varmsble: chlds agr,
pasenial rducston lovel, parenial smokizg, akohol driskeg
by the fdhor, s=d malermod cspossre & Bydrocarbosa o8
horme showed sabstically sgrefcanl ddfreca bebwoen
the fotal of coew with AlL and confmb. Coes had =
kx proporson of sdwe smoking by the mother afier
birih, scohol donkmg by both panmis befors progzancy,
and malwrmal apown o hydrocarboss gl heme bdors
pregrancy, bt higher pmporson of momiemal exposare
iz hpdrocastons al heme dunng progrnancy than cosiecls
|Smpplementary Table 1. The mscciaboss whes 1% s
were smalvard and then, when all the wrilable 489 cass were
mcludead, were very mimolar (Supplessmisry Table 2f B was
thercfoe decided o Edude @e bolal nomber of cass in

MAT2 Polymarphisms Are Asaocisted With

Aeuite Leukermia
Escept for the cxl (41985 { C2EIT) amd rul Pl {GESTA), the
remainesg GNP wer fosd = HWE in e control popalation.
dexcrsbed = Table 1. 'We dicumenied satotically spsificant
daffere=crs n the distriberbios of il R (TRLC) (OR 154,
O AR08}, mdTEREE (C4HIT) (DR 195, 958 IC
1.8-24T), and el 308 (ASEEE (O 147, 8% DT L175-134)
MATH 5K P

b= thae 3 an wonoston wigh ALL was
ohwrved, both under hetesroygous and recosree models o
the miB8388 (THIC) (OR L4, 5% K L04-1L98, and
OR 225, 98% 0 LAR380, rapecivey] and ol TEWZS
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PCARLT) (R 159, 958 I 1.06-130 and QR 361, #&% IC
L6, sespecinrelyl an well, weder svoesie mesdel o
the sl 38 {AROST) (R 238, oF% IC L98-408). CYPIES
(381 38671 and MO {80088 SMPy wese nol assocmied

with ALL (Table 1].

Mo smberactions

=g

MM imiEbSasp, CYP2ER
[rdSi 1T, and NATY (ral TiedrEl, G500} and the exposars
warmbls were nogad |

Tahle 3. Moverdhedon,

tomoaygolo pesotypes TT and AA of NATI SHFs o0 0903

Il.-_"ﬂl'l.'ll and rad FHEEAD (GEETAL respociisly, west msociaind

T 2L
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with 3 redeced rak of ALL under exposare 1o hydrocarbosa
by the mother 2t home before azd dunng pregrancy sad afler
busrth (HEMAB), drug comsumption, actoe smoking, aloshol
peepmancy, whibit bemng pregeant and while child feedng A
well 10 active wnoking and alcchal drnkosg by father befooe
and during pregmancy. NAT2 varanty sl 799929 and ol 208
varmnt, whach were aswocistad with ALL suk, exhibited an
increased ORs u=der matemnal hydrocarbom exposuoe sad drog
comyumption. In the sume way, active smoking, and akobol
the rok to ALL in e for mutan allda o
both SNPy. In fact, ae ot 99929 (C481T) and actove smuking
by the father after bunth diplayed the haghaxt OR (4.4%, C1
5% 248-5.17) 1o ALL chesrved in the proent arabpie The
Pl 9030 (NATZ), 2 R00Ses (NQOY), sad o381 3867 (CYP2ED
were ot amocabad nether sfter adussng by thoe varshles
(Supplementary Table 5).

Linkage Disequilibrium (LD) and
Haplotypes Analyses

NAT2 vanants, we Sousd 1! Baplotypes showing freguencaes
>001 as dexczited = Tablel alcles a NAT2"q
NATZ 1A, NAT212A, NAT212C, z=d NAT2'UIA wem
identified Sow allcdes = NATX'SE NATY'SC, NATXSV,
NATZ6A, NATZTA, and NAT2*7S, were detected Seatitxcally
wgzdicant dfferveces were coted foc NATX' 4, NAT2'VE, ==d
NATY 134 dimnbaton Between cnmes smd coctrels Even
though NATXSC, NAT2ZUIA, and NATZI2C, abw showed
wgndicant defrences betwoen cases 3ad comteols. Nonethdens,
due %0 the Cl values, the smocotons should be taleng with
caution (Table 2).

Frequency of Rapid and Slow

conetency (CVC) weas sehcted (Tahle 4). The el 299029 was
the bot factor modd which showed satitxally sgeificam
difercece with lating acouracy (TBA) of 05856, a 10020 CVC
(Yable 4) ==d comnbatng wth 303% so the rak of ALL The
maltilocos modd watlh CVC (10/10) and mimemum predicton
m(—:muqmuﬂﬂf‘)w-athm
facton moded indudoyg e NAT2 nis01280, sl 799929, and
1208 Thoe thooe NAT2 SNPs ssteract fogether to collectively
t=creane the risk to devedop ALL (OR .59, C1 95% 405-1071)
(Figues ¢, Table 4).

Theinte ertrupy ansyas showed that NAT2 o1 799929
Hlbch'tﬁodmlkmﬁﬁybd‘v&'&u(&m)
A syrergatic interactmnn (read Bnes) batweos NAT2-exl04183-
19931 and NATZ-exI P99929.na | 201 280 SN, witich revesds
an cpotan offect between them, was obearved. Redoadancy
{goen limen) wan obwerved betwroen several NAT2 and CYP2EL
SNPy which means that jostly thoae SNB ,ﬂwlk las
mformation thes sudying coe SNP. Gold Bnes showed

adepeadence among SNPx (Figere 20

Genetic Structure of Mexican Children
With Acute Lymphoblastic Leukemia and
Controls

The ancetry composson of e fint yobwet of paticons with
AlL (0 = 166) and controls (x = 187) who met the sckocnon
cnteria dunmg the study persod wa evalustad. A totad of 2
AlMa previcady vabdatnd in 8 Mexicas population were med
(22} We fomnd 3 umisr genetxc background smwong caws
and controb, whach were enrched by 2 Native-A an (NA)
contrbution (Figure 5).

Gene-Environment Interaction in Acute
Lymphoblastic Leukemia

MDR wa wsad 1o cxplore grne-enviroomest isteractions. The
following matemal cpoawre 0 hydrocarbens in th pre-

Paticrts harborizg wild type for all of the NAT2 polymorphisme
wers dawdied s rapad acetylaton. Thoe with bomesygoose
mutxsts of heterongom for more thae e of the
l!ut—nﬂa:_uumm:‘mn
Owerall cases 3nd controk, 458 s=d 264 phenotyp

coneempen, wood ke, irnecticades, benmese, gascline, and
cxponures. Whilt envimeomental expowmre factom
d for the Gthe were active and pamive smoking and

intcrmedase was chacrved in 45.9% and sow
in A5e% of the culdoen wth ALL Meanwhile, 253% of
and intermediste sad dow were found = WK asd 3494
. No statusxally ugnificest difeences  wese
forand (Table 31
Gene-Gene Interaction Between
NQO1-CYP2E1-NAT2 P

To invetgete for inleractum smuwmg NOQOJ-CYP2ELNAT2

pootypes, we perforsud 2 MDR andyis incdudeg cases
and contrals a-'hmqhﬂ--dd

akohol dinking mainly for the preconcepsonal and during
poegnancy pernds
For matornd  axpovure hydsocacbons  durmg
wdmmmhmm
wa determmned for hydrocarbom exposare, sctve and pasnee
unoking, drags and medicne commamption and aleolal, 2 well
o meechicoides, bomeen, gasmkose, petrokesm, and wood smoke
expossres n addition 1o active aad pasdve smoking s=d scnbol

consampeon by e father.

Our amalyss sogpests that pamiee smokng by the fatter
before comcrption (PSFEC) and dunng pregzancy | FSFDE) was
the bewt factor with statmtical aygnificece (THA 02087 CVC
10020 and TEA 06388 CVC 19010, napoctvdy). The mulsfactor
modd wih 3 summum prediction errer (TBA  (L7645)

fmrums & CRCOmgs | WWA DT R g

- S caive !
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TABLE 3 )| Cimie g of Sk oo fescesnd bl T i, i hsic chilobsn Bnd in s wh Bouls: iprmphctie i ks,

A o ey PSR Caas i1 m B0 Caaircis = S50 OR [ O Foanlia
L] s
CTCGAG FHFE 4 Flapaci TR SHE LT L LS
COTGEE FATT2E Show TR O 10 (L .9 L 5 [LSE
I FHrFE Slow G [ & Hi (BT - L
TR FATT O Slow & T .75 .15 o il
CTCGGE R 154 Flapaci 55 B 523 Py e L0 5T i
TIGAG FHATT 154 Fapici 7 1.5 523 Ly LT ficrisd
OGRS, RHTT A Slow 4 H g e BT .54 Ll fiCHEE
COOGGEE i s Show 2 Ly ETRT FESRT =Y QLT
CTTGAG R 144 Flapaci iy i g T i LG D~
CTTGGG FEFT 15T Aspaci il FToT S S-SR s
WITGAG AT Sl .7 g BLGH [ B0 5l BT

i o5 AT St el T el v Tl v Moo T T PR, ol I ] T 0 R AR el SOl LY il Mkl el el

wil 07 S ]

ol P Okl S P DOt o S (A e O vEan, Bk D3 i Sl vl
S i, S e 0 O E e ], Y o e i L i ol ST iy L (Rl

CH3CUSSIO

TDAELIE 3 ] Aosm-ourinerar. Ch T DT . W i O s N

- Acuic tic kukerm, Sc most prevalent cscer in

Al ooy Conmrode OF S O WO s O -ﬁﬁmlhnﬂmh-;hhp-dm-lhﬂvh:ﬁruhp

PR oo - S frem 3 complen: inlerscion bebeeen genete a=d ervemmmenial
i) o P fcioms. Eiydrocartom, such o besaene, posixidio, and air

pallsianis, are xmong the mmemsos aenchiotics thal boe been

e ot | EEln bR - - imphcsted in ALL eticlogy |11, 15). Detosification ezaymes

mereiors 090 PSR OTEELE D ELES-DAEN  f 0014 -EUEY an impoctand role 0 seaberdi . — ) F::

oA 150 Bl O AR AT 13T

O, el SN R DR SSRENRS DOTN GECE O ORRTE e g [ Al
Tl e i B RS S B RSy A ATy S Dl TR
A AT BTG of B RO S bR S LR (R D
PR, Dol (AT RO 12 Mo 6 (s LAy Gk
i R Oay AR RO of M B DR (AT, T
Pl of 0 e e DA AL S A el i DR, O G

[Sa i B

and CYC (10010} was  NATD ) P20 N000_ ol 1 1586-
CYPIER_mul B00S8ET - alochol conmmptios by the mother befoee
pepmancy (ACKMBF-medicise conmumptios by e sother
befare pregnancy (SCMEF)-FFHC maggating st thess facion
jranihy conirbuied Eo the chiology of ALL (Figuee 4, Table 5).

difter childs birth, the MDE semtifed o NATE PSR
s the hoi one fBctor [TRA 021 CVC W10} and ghe wx-
factr inferscfmn moded NATI ml040963, NATY i,
WATE rxl P31, NOOF_r L BOI5E6- imecticide expositon affer
chalds hesth [EEAE}-active smokmg by the fathe afisr chadds
herth [ASFAR) ax the bot moded for ALL with 2 TEA of S50
and OV @0 (Talde 31

The intmachios entropy ssalysn showed ghet PSFBEC
, AMNEP (98381 and MCMBP (265%) hewe the
largesr effect on smoepsbibty o ALL bfoe  peognancy
(Supplementery Figure 2}, whisi the NATI-niTeE SNPF
was dusing pregmancy (4.05%) a=d after childs birgh {4.21%]
(Supplementzry Figures 330

& s well-knorem thet pol ymcorphizns m genes sscoding, for S
enrymes moy explain infermdreidual Sfferesen = kubemis
rak {156} To gain mors on how these Bacioms comld be
mferplaysy b infucnce disass sk and ouicomes in ALL, and
I provide 2 glehal pictars of S genetic ancedsy and sdmiztare
pasierns of Meakcan pedisine patscsis with ALL from cesibral
Mezico we comductad thin study.

The prewest repord fcwed on the ofects of pencdic weston
im NOOE, CYFEERA, and NAT? polmorpbmms and shar
imferaclios with ervirenmemial Bctors, such as home exposare
o Estikrers, imeciicido, hydrocarbes dersvatme (beneese,
petrolrum produocs, «icl and pasental fchacos smehing and
woisd wmekang, among oiber vanablo = the mk of dowlopsg
chidhnod ALL k= the proemi sbady, we found thai NATY
pobrmorphisns, bt oot MO and CFF2E! polrmorphisns
were amocialed with ALL nsk. N0/ mndsfies inlernal exposare
i bmactresied carenogers. MO0 bas bees previcasly described
as an anlicances e=ayme There i a docamisied s rdaton
wrbaroen MU | ral NSSE) wath soveral fypes of cancer, inchudisg
mifast keokoras (31-15); Bowews, iy soociation weth ALL is
conireversal. Cher sesalts e m oozt with Endespa of ome
sadies [, 55}, bof Shoy are mmistest with other reports
that &d not show 3 significest wsscition between NQOE
| BHESE pol ymcephiss s=d the rok of chidhond ALL, when
specific dhaic popubssons wese anabpeed (52, 1. Concemisg
CYF2ES, 3 undamental contrbuicr ni the setabalnms of low

malecalar weight compounds as cthanol, and 2 bioscivaior of

oy, i Oy | vt ol o]

Saptesrrisr 000 | sk 10| Saices 571
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factons

' NATD-ont Yol asas (k- 3 wie 190 1229 w0004

2 AATE RN 200 NN o) TRER0, Qone s aa LA R0y »0L000
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O el S
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NCOV 4x 100000, CR2EY cudh 1T
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AT vt POEE0 . NODT - 1 00M00, CYRIR! ity 2000
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NATZ e31208
An ~ o
NATZ r51801280 NATZ rsi801280 NAT2 rsl BOLZA0
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FIGARE 1 | Thse Sou muttecion drnersionslty msacsan MU roast snonatadng ths afiect of MATS on T SIccaicn Wit Tw sk of Sewiopng scaoe
rprchesec schor. Das e wasan NgH Nk et S0 Cals aen S . Clmas vm 0nr 1 Da ol Loy ] CODOTIC e @own i1 S g0 taw

many procarcinogos mdudng benaoe, has been amocatand
with an ncreased rak of ALL (20). A dfrentad coninbwton
by the varmants amoag coudd be inflaenced by
age and ethmucty (25, 35, 30). We have oaly stodied one
SNP for cach pme o far. Siece 3 nomber of fanctiosal
polymeorphisms of NQOJ sad CYF2EL have been ideatified, we
cannot dacand the comtribution of these genes in the ridk of ALL
in Maoas duldren.

NAT2 u hyghly poymorphic aad @ acarnty = begdy
detemined by codng aingle SNPx To datr, sbowt W
NAT2 albdes bave been sdentifind by the Gene Nomenchaune
Comumatsce {17), which defmes three metabolizer groups: slow,
intermedate axd rapid acetylators, The wild-type NAT2*4 alicle
mdunmsﬁh'lhlmmm
2 rapad acetylator phesotype {57, 28) comtaming
mere than ome muutant allele st nl(“lﬂ& ol S0L2R0 (T341C),

n NSNS (C4BIT), mal 799950, nl 208 (ABEIC), and =l 799951
{GRS7A) defined the low acctylator phenctype (¥, 17). Our
dat showed frat 2 B0 280 (TMIC), mi 299929 (CARIT), sl 208
{ARISG), sad i T999SL (G“?A)Fiy-u'lu-u comfer hagher
rakof ALL in M. children, in hamozrygote
mtmauq-‘m&h‘-um Notably, dhese
mh-nmh,hn&ta#ﬂm.h*-&uul‘n
wommsenital vartablcs (Table 3).

NATZ'4, comaidered the munt common alice tvolvad in rapuld
acetylation, was froquest in our comtrd group and sastuhically
ugsificart difiorences were observed Betseven cane 3ad contrab.
Comivtext with our Sndimgs, NATZ'SE b boes reporsad o
be the most common sow acetylator haplotype = Caocmuan
popalations (4, 35} Notwithsvsading, sfier multiple comparnieon
tow, the sasatical ugnficance remaimed caly for NAT2' 114,
NAT2*12C, mad NAT2*SV aldex. witich were lo froquest in
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FIGURE 2 | Mabcaa drsesorally adeson (VO o NATZ MO0 -Or PR A S mmaacaons o JA) The slesciur ook gragh s 1o by SNPx Dones
W R COMTRCICNS ST T VL 1) s DO e O TRcn Gareed Dy e NP a0 st et coks
BYWRTIC OF TIO SCEe SNC] & (OCreseTac by OMEDVE sl e EASRANC) OF SHWSCE A NOCEMT Dy Megrkes Vel Fact ma e m0og s e c
20N TEn s s w0 geeer s Paodes sxtundancy Ths goid we caoe raspananrcn. W02 a1 750000 Nat B per afact on maceptainy o ALL
GUON Cortetng NUE -t TREC0G- n BUL200, mx vl NATD o3 1041 RS- Y 2000 Daouien Moss CEOTIANON AO0AS S CONAT] KNS T Corsiarg ttary
Sttty () The Snaogran Quehic hows S SR W] Ml Of 0NN Datwed M st SHEw

OGS . ¥ " elucas A

heakiy culdren than in casa with lesloemuia, AMuogh swmiar
frequencees of these alldos in healiyy webpects have been reported
ducwhere [ ¥, W), we cannot discard $hat these rewults cozld be
bicoed bry the sl mmple vzr of the ol

b

(& 41-45) As 2 has ben reported @ Cascasian z=d Middie

Easern populasom, raped actylator phenctype were las
frequest ha= slow acetylator phesotypa (4, 19, @), bat =0

o, -
waggedted by the wide (1 values obwrved (Table 4)

Previorzs studes dowve soggosad that the mapid-acetplalor
penotype of NAT2 leads to an incoeased ruk of varioxs types
of cancer, parsculardy kubem, codonectd and Hadder cancer

scal sgrubcsece was observad betwews cases and controbe
The pradicted yper descrived s dow scetylaior TCTGAG
[NAT2*SV, OO 13920158} aod rapad CTTGAG (NAT2' 1A,
Cl 205-348%) and CTTGGG (NATX'LXC, C1 L32-3833)
haplotypes, wheh were rare in the healthy sshyects (<1%),
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were swociated wath Rugher sk of ALL Thew rewslts secm
however, we prodicted the acctylatan phenotype
aceoodiny to the rovdts of the NAT2 haplotypes and poteatial
haplitype macluscation could exat (5, @) Uncommon
haplotypex could sot be dearly determined vis sadirect methed
of compatatminad haplotype inference, bowever, direct methods
fir pesctypung NAT2 Bapbotypes are cmtly :od have large
tursarcund lime Recently, 3 new methed kas boen descaibed
to climmate polertad errom in the gesolypes awignation, bat,
this technague is based = the NATX'Y, "58, “sA. "7R "12A,
and *13A, which are the us most common NAT2 kaphotypes in
deverse popslations. Dae the dferences 1n the NAT2 SNPx z=d
haphotype froguencies among the populations, tha new method
2o applicable in very hoterogenom cthnk groups, axch =
Mexxcan. bnsddition, it has been reported 3 genatype-phenotype
docordance (47, &) It = wedl-known that the acetplstion
prmotype o sfected ather by NAT? gesctic vanants o by
envirurenental vanablo.
1t han been muemtiomed that diet and spigenatic Sactors andd
by wudies performed in ALL Beomt studa have wageated
that deswry Bosyle has 3 sgmificant flucecr on xenobootic
mytsbolam by modiyaag the got macrobicts and qaently
NAT2 geree exprewann in the ver. Subpects from the seme e
proup bat bning in diferent geographic regeons can be capable

It Bas also ban bypothesized that dow scetylator phenctypes
have auffed powsve sdection in populabiosa under an
madficen folate doet (3). Stodien 1 Mexxan chddren have
documented 3 folste deficeacy in 11.2% of $ie chadren aged
4 pan, whih could aples cur seeslts (51) Neverthedoo,
cur fadings o the costrd grng differ of thow froquescas
reported == gemeral popalatios from deferent aegioms of Mexxcn
{43, S0, 520 NAT2 gene has 3 high freguency of functional
vamston that difen smong dhoclly diwene populataom,
= fact, NATZ Sancticanal variatios contriboto o kigh levels
of divenity, illusinatng how geogaphically and Semposally
Buctusting senchiotic envirunmunts may haw infuenced our
genome varishlty and ssapubdity o diseme (12, S5 We
dacarded populatmin snatfication b we perfurmed an
ancedry structare amalysn in 3 ssheat of patient and comtrols
radomly selected. Our data showed that ALL casa, 20 well 2a
control subjects belong to Mestoo group, the mass cthome grosp
of Maican populstion. The y composition cbecrwed in
the pooent study b in accordance with the Conquest history
of Mexican populstios, mostly compnsed by Faropean. and
Amerindizn-dacendest groupa (34 55}

Awociatios aradysis dratifying for exposare varsshles revealinl
thae the to dhe rok sk of nl0d19E3 (C242T)
and 299931 (GASTA) coafer protectios o ALL under
parenis expostain lo daveree senclootics (mother: hydrocarbara,

T,

of sexpoading diffiereatly 10 xesobiotic agests (47). M
inconsaient s=d even contradictory dala b not surprissg, wnce
mutiple peres kave been smplicated in key pathways asocated
with leukemogenic procemes. More oves, studies of two or theee
penotypa n combination kave sbo yaddod smcomivtent nauls.

dnug mption, atve ok, alcchol comumptios and
macchicade; Sher: active smoking and akohel drinking). To oar
between NAT2 pnotypes and thae amronmental factun in
ALL However, &ffavatal coatrbution of ungle NATI SNP
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to the ruk of ALL has been chwerved mcently by Zhu ot al,
who performed 3 mats-analywn inchading 1,522 acuse leakemia
peticsts snd 2 688 comtrals (1110

Seace AL = comideed 3 multifaciornal dbcase whese
unoliotcy could be mportant facton that contribate % 323
pathopenesa, s=d that NQOU, CYP2EL, x=d NAT2 sse eneymes
trrvolved m the metbalism of sencbictxs (scluding benzese,
wheh mowasw the ek %0 dovelop diverse humuan dacase
2, 15, 19), we med 3 MDR sppenach to identfy combanations
between pesetic and envirunmental fcton anocsted with
ALL (M) Our data showed that the NAT2 799929
NAT2 L 208 ACMEP MOMEP-PSFBC  imteract o incresse
the ruk of ALL before progeascy.

The NATZ nlOG1983, NAT2Z nl799929, NATZ ni?e9iil,
NOOI_n 1800566, IEAR, ASFAH was the bot modd after chddx
berth; measing $hat thee Scton m combination monene e ridk
uf ALL (Table 3) Our duts vogpest that the polymorphiam atfect
acetylation of chemicals conpounds having sromatic s=ines =
druga, posticides, cigaretie smoke, movos the rak tn develop
acute ALL in Mcxican childres. An sitrraction betwacs NAT2
and skuhol drinking and smcking with varsns oucome hawe
bocs reported. I was suggessod that NAT2 could be mwvolved in
the actavamon of ene or mone pro-carcsogens asmocated with
alcohol tetake s=d the riek of orad squemow cdl cascer (50 i n
bemorwa thatt NATZ coreribates to detoafication of wohacco smoke,
potioda s=d even precoption drogs (57-5%k noocthdas,
there are no evidesces neporting 3 direct imteractios wathin

= the prosest stady with $he rik % dovdop hamatodogical
genetic polymorphiuns i= thae pno and nsecscde in the
developesent of ALL is sot Sully vadeniood. A study condactad
= infaet loakemia with saternad lndqrymuhr-'
poegnancy reported that WWBRM
mw«‘m:qmubhm
(). Notwedhatanding, #f is well-known that studes addrowing
mealti-pese rather than single-gene polymeorphisms in zeschantic
pena coald smprowe our knosdedge of the genetic rnk facton
mvolved tn ALL pathogpeness (4, b, 25, 600

This = 3 stundy that sacloded patsests from § pablic howpstals
= Mexico City, what represeats slghtly <70% of all caser with
bezhemia in tho city (£1). It is sso She find invesgation tn
ovahwte the misraction between NQOU! (s 1800566), CYPLEL
(eS80 5887), and NATZ [m 1061963 (C242T), ni 801280 (T34IC),
nIT2Y (CABIT), nn i 09980 (GSWIA), =l 28 (ASOSC), and

nITIAL (GSUA)] polymorpham a=d exposure to common
Table 4, we can

the hydrocarbos exposnse varables of the dhildren diagnoad
wilh AlLL of the Hwptad that was sot =cloded = the
prewent anaiyais When comparmy frequescice, there ase an
of slection basa

On the other hasd, with rapect 1o the varisbles ssclodad
= thie ssady 0 amen the cxposize to hydbocarbom, we maal
2 sirlar strategy seproduced in preveces dudie where the
amociatie between the expossre tn hydocarbons sad the ik
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of hildhood beakemis hax been anadyoal (12-05)
Thus atudy had the dbadvantage that it was kmsited 4o what the
cawn and controbs semember bt cur sstrament sscladed 2
qaestion if the parests of the cave 1dmitfiad whether 2 pomible
caue of e discor was cxpoasre o hydrocarbasa, tobacco or
slcchal conmampeon. Thee were no oaponses related to this
Thes, 11 can be moted $hat there i hittle hikedBood of recall bas
smocated with the menuresent of thoe varishie. Anather
pount in favar = that sather the mtervewen nor the mbermewon
kzmew the rewalts of the polymorphions, s finding the exitence
of interactions betwren some varisbles sad the polymorphisema
dmhwﬂMummMA

regrencon model was performed 1o evalizaie the varshla
that could potentially be confining, which b shown in Table 1.
This wax complermented with 2 reccseve analyes wiich allowed
us do adust for pomible confounday varublec

There were some bmustatines = the prosest study. On ene
hand, we tevied csly ose SN of NQUU and CYP2EL genes, thas
we cannot discand the sssociation among Sew genes and Al Lor
the imteraction among SNIS m e pnes and envinmmental
sencbiotica. On the other hand whbpcts were groupad mito
NATZ SNPs (show scetylatorc two slow allcke, intermedine
acerplatons one dow and oo rapid alicle, and rapid acetplatoes 2
rapid alicler). Conrmidening that we did zot wudy the o l80129
(191G A) the ameament of nnly thesw ux SNPx cosld rauk
= a mischasficatios of some NATY aliddes (1Y), In additicn,
new allclex of NAT2 have hoes sdentiSad and there b dhere

b phezotype heterogenaty wathin the dow and inlermadise
acetplator pnotype grogps, due o vanaton in enryme actvty
conferred by different allddes (62) low ponotype rate could
bias our phesotype revslts; neverthelen, = has ben reported
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thai wing enly the rl0419E8 [(CEEIT], ral381280 (THILC)
P, it m pomible o predict the MATE phe=otype with high
wmaitrrity and apeclcty (93 and 09688, repectively) in
Capcamian, Labin-Amezican and Msddlk Fxoi popolatons (45,
67 Chtherwise, contsereersial rewolls in NATY mescistios Sndegs
among sbadies could be explained by faciors, mechas evmple sirs,
age preup, pnotppng method, and the bma of cxpoo o nak
agenis [7, &5, &0

COMNCLUSION

To the bot of mur knowledge, this = the S soseoemeni
of e inlerscimn betwees hydmocarbon sxposee andl penetic
pelymerphisss of NAT2 NP, a=d CYFIEN o= the rak of
chalidboand ALL m ghe Memican popubsitson, and the Arsd sepori of

ancairy hadepround = bevices children wath ALL Cear sbady
anhnﬁuﬂulpﬂ:r-nrphum.nfﬂ.ﬂ'lmlpﬂlxplh:
facty imvolved m childhood ALL Thos rendia shed Bght on
the conirbuton of NAT? pohrmorpliiens fo incvase Se mak of
developuag ALL in chaldre=
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