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I. INTRODUCCION.

Ancestria del DNA mitocondrial en poblacion mexicana.

Historia del mestizaje en México.

Aproximadamente, el 95% de la poblacién mexicana actual se puede considerar como
mestiza (INEGI 2010). De acuerdo al INAH, para que un individuo sea considerado
como mestizo, debe tener un apellido de origen espanol y ancestros de tercera
generacion que hayan nacido en México (Gorodezky et al. 2001). El origen de la
poblacion mestiza mexicana, surge hace 500 afos aproximadamente, cuando los
colonizadores espanoles tuvieron los primeros contactos con los pobladores nativos del
nuevo continente (Ochoa 1995, Serrano 2004). Por otro lado, a la llegada de los
espanoles, la regidn geografica con mayor densidad poblacional indigena era la regién
centro-sur del pais, que incluia al imperio azteca (Smith 2001). Sin embargo, en la
region norte del pais, los pobladores indigenas no formaron grandes comunidades y se
caracterizaron mas por ser poblaciones némadas. En la regién centro de México, una
vez concluida la conquista de los aztecas, los espafioles fundaron la ciudad de México
desplazando a los pequefios grupos de indigenas sobrevivientes hacia las periferias del
valle de México (Humboldt 1822). Durante los siguientes 300 afnos, el México colonial
recibio un flujo constante de inmigrantes Europeos, los cuales llegaron a fundar
ciudades cercanas a regiones ricas en recursos minerales en el norte y sur del pais
(Benitez 2002). Al mismo tiempo, los colonizadores Europeos en México facilitaron la
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llegada de esclavos Africanos de Africa occidental, quienes posteriormente se
establecieron principalmente en la regién de la costa del pais (Beltran 1944). Las
caracteristicas fenotipicas de los individuos mexicanos en distintas regiones del pais,
hacen suponer que el mestizaje no ha sido homogéneo a lo largo del pais (Lisker
1981). Por ejemplo, en individuos del norte del pais predominan los rasgos caucasicos,
a diferencia de las poblaciones del sur del pais en donde prevalecen los rasgos
indigenas. Este fenomeno antropomorfico también se observa a través de los estratos
socioeconomicos presentes en México, en donde los rasgos Amerindios suelen ser

mas frecuentes en niveles socioecondmicos bajos (Ochoa 1995, Lisker 1981).

Marcadores genéticos de ancestria en la poblacion mexicana.

La historia del mestizaje en México, también se ve reflejada en genes polimorficos de
mestizos mexicanos. A través de los primeros estudios del sistema ABO también se
puede correlacionar que el grado de mestizaje varia segun la regidn geografica de
donde provienen los individuos (Lisker 1981, Lisker et al 1988 y 1990). Esta variacion
del mestizaje a través del pais pudiera representarse graficamente en un triangulo, en
donde en cada vértice se localizan aquellos individuos genéticamente “puros” de
ancestria amerindia, europea y africana (Ver Fig. 1). La ancestria europea predomina
en la region del norte de pais, mientras que en la region centro-sur predomina la
amerindia. La contribucién de la ancestria africana en la poblacion mexicana puede ser
hasta del 40.5% en la regién de la costa (Lisker et al 1986). Estos resultados son

consistentes al estudiar el polimorfismo de los alelos del complejo mayor de



Histocompatibilidad clase | y clase Il (HLA, de las siglas en inglés Human Leukocyte
Antigen), y los repetidos cortos en tdndem (STR, de las siglas en inglés Short Tandem
Repeats) en poblaciones mestizas mexicanas de varias regiones del pais (Gorodezky
et al. 2001, Vargas-Alarcon et al. 2010, Luna-Vazquez et al. 2003, Gutiérrez et al. 2007,

Licea et al. 2006, H.Rangel-Villalobos et al. 2000).

Por otra parte, a lo largo de la historia de México, las uniones que propiciaron el
mestizaje fueron principalmente entre varén espanol y mujer indigena. Notablemente,
existe una correlacion del mestizaje y la ancestria del DNA mitocondrial y el
cromosoma Y en la poblacion mexicana. Por ejemplo, el alelo DSY199T* es el alelo
Amerindio mas frecuentemente encontrado en el continente americano y su frecuencia
en poblaciones mestizas mexicanas es del 26.9% (Bonilla et al. 2005, Martinez-
Marignac et al. 2007). Sin embargo, se sugiere que la frecuencia de este alelo
Amerindio sufridé un cuello de botella posterior a la conquista de los pueblos indigenas
por parte de los espafoles. Ademas, como era de esperarse, la contribucién europea
en el cromosoma Y en la poblacion mestiza mexicana es del 60% (Martinez-Marignac
et al. 2007). Por el contrario, la ancestria mitocondrial Amerindia predomina en la

poblacion mestiza mexicana como resultado del tipo de mestizaje descrito previamente.



Ancestria Europea
Region Norte

Ancestria Africana
Region Costa

Ancestria Amerindia
Region Centro-Sur

Figura 1. Representacion relativa de los componentes Europeos, Amerindios y Africanos en la ancestria
de la poblaciéon mexicana actual.



El DNA mitocondrial.

El DNA mitocondrial (DNAmt) es un genoma no nuclear que se localiza en la
membrana interna de las mitocondrias y presenta un elevado numero de copias (100-
500 copias; Malka et al. 2006). Ademas de haber sido el primer genoma secuenciado
en su totalidad, el DNAmt presenta caracteristicas muy peculiares que lo diferencian
del genoma nuclear. EI DNAmt consta de una doble hebra de DNA circular de
aproximadamente 16 KB, con una region regulatoria de control y una region codificante
que contiene 37 genes (Ver Figura 2; Malka et al. 2006, Anderson et al. 1981). En base
al contenido de G+T en ambas hebras del DNA, el DNAmt se puede separar de
acuerdo a la densidad en gradientes desnaturalizantes en una cadena pesada (del
inglés H-strand) y una cadena ligera (L-strand). El contenido genético del DNAmt
incluye a dos RNA ribosomales, 22 RNAs de transferencia (RNAt) y 13 subunidades de
las proteinas que componen la cadena respiratoria. La cadena pesada codifica la
mayor parte de la informacion genética contenida en el DNAmt (Ver Fig. 2). La region
no codificante del DNAmt o de control, mejor conocida como regién D-loop (del inglés,
Displacement loop), contiene tres regiones hipervariables (RHV1, RHV2, RHV3), el
origen de replicacion de la cadena pesada (Oy), los promotores para la transcripcion de
los genes de ambas cadenas y otros elementos-cis reguladores tanto de la replicacion

como de la transcripcion (Fernandez-Silva et al. 2003, Wanrooij et al. 2010).



Figura 2. Representacién esquematica del genoma mitocondrial humano. En color rojo se muestra la
region reguladora D-loop o de control del DNAmt. Los 13 genes mitocondriales estan indicados en los
cuadros color blanco. Las cajas color gris representan los tRNAs de la cadena pesada (H) y las cajas
negras de la cadena ligera (L).

Otra caracteristica del DNAmt, es su segregacidon genética, pues se hereda
exclusivamente por via materna (Giles et al. 1980). Esto es debido a que en el
momento que el espermatozoide fecunda al 6vulo, no ingresan mitocondrias paternas o
la cantidad suele ser muy pequeia y son eliminadas en las divisiones subsecuentes
(Sutovsky et al. 2000, Sutovsky et al. 2004). Por otra parte el genoma mitocondrial se
considera como un genoma haploide, pues es un genoma que se hereda en bloque y

carece de recombinacion.



Por ultimo, el DNAmt presenta una tasa de mutacién de 5 a 10 veces mas elevada que
el DNA nuclear (Ingman et al. 2000). La elevada tasa mutacional del DNAmt se debe a
que carece de histonas que lo protejan, la pobre fidelidad de la DNAmt polimerasa (Pol-
y), ademas de que se encuentra asociado a la membrana interna de la mitocondria
donde existe un ambiente superoxidante ocasionado por los radicales libres de oxigeno
(Fernandez-Silva et al. 2003). Ademas, se sabe que la tasa de mutaciéon no es
homogénea a lo largo del genoma mitocondrial, ya que la region D-loop presenta una
tasa de mutacion mucho mas elevada que la region codificante especialmente en las
regiones hipervariables 1 (HVR1) y 2 (HVR2; Soares et al. 2009). Gracias a la rapida
tasa de evolucion del DNAmt, ha sido posible realizar estudios evolutivos de eventos

recientes con una mejor resolucion (Kivisild et al. 2006).

DNA mitocondrial y genética de poblaciones.

Debido a la alta tasa de mutacion, al elevado numero de copias y la facilidad para aislar
su genoma, el DNAmt se ha utilizado como una herramienta en la genética de
poblaciones (Brown et al. 1980, Pakendorf et al. 2005). Mediante el analisis de
marcadores genéticos se ha buscado contestar la pregunta del origen del hombre
moderno, y el DNAmt no ha sido la excepcidén. Inicialmente, fue a través de enzimas de
restriccion (RFLPs, del inglés Restriction Fragment Lenght Polymorphism) que se pudo
identificar una variacion en DNAmt de individuos de distintas regiones geograficas
(Whittam et al. 1986). Sin embargo no fue hasta los primeros estudios realizados por

Cann y cols., en 1987 en los que se propone la teoria del origen comun del hombre



moderno en el continente Africano (Eva Mitocondrial) (Cann et al. 1987). Estos analisis
permitieron construir las primeras filogenias del DNAmt que logra separar las

poblaciones del Africa sub-Sahara de las poblaciones de Eurasia.

Una de las razones por las que fue criticada la teoria del origen comun en Africa, fue
debido al método inter-especifico (NJ, del inglés neighbourghood joining method)
utilizado para realizar la filogenia (Templeton et al. 2005, Templeton et al. 1997). Estos
métodos fueron disefiados en un principio para calcular tiempos de divergencias entre
especies, en nuestro caso, la separacion del hombre moderno de los hominidos (Saitou
et al. 1987). Sin embargo, el tiempo de aparicion del hombre moderno es relativamente
reciente (hace ~200 mil afos), y aunque existen diferencias fenotipicas notables entre
los distintos grupos étnicos alrededor del globo, la diversidad genética del ser humano
continia siendo baja en comparacién con otras especies (McDougall et al. 2005,
Cavalli-Sforza et al. 2003). Es por ello que al elaborar filogenias inter-especificas con el
polimorfismo mitocondrial, se ha observado patrones multifurcados, agrupaciones de
haplotipos “fantasmas”, falsos o carentes de resolucién (Ingman et al. 2000, Kivisild et
al. 2006). A pesar de estos inconvenientes, a través de las filogenias mitocondriales se
han obtenido resultados consistentes, los cuales han sido reforzados en la seleccion de
los individuos, secuenciacion completa del genoma mitocondrial y el desarrollo de
nuevos métodos intra-especificos para elaborar redes de haplotipos mitocondriales
(Kivisild et al. 2006, Bandelt et al. 1999, Posada et al. 2001, Maca-Meyer et al. 2001).
Con estos estudios podemos destacar que existen polimorfismos “ancestrales” en el
DNAmt, que permiten agrupar los haplotipos de DNAs mitocondriales individuales de

acuerdo a la regién geografica; o que se conoce como haplogrupos mitocondriales



(Kivisild et al. 2006). En la filogenia o red del DNA mitocondrial existe una clara
separacion entre los individuos del Africa sub-Sahara y aquellas poblaciones que
componen a la region de Eurasia (Ver Figura 3; Maca-Meyer et al. 2001). Por ultimo,
utilizando la filogeografia mitocondrial, se han hecho estimados de los patrones de
migracion ocurridos a lo largo de la historia del hombre moderno, tal es el caso de la
salida y dispersion desde el continente Africano y la colonizacién del nuevo continente
con los primeros pobladores Amerindios (Maca-Meyer et al. 2001, Salas et al. 2004,

Kivisild et al. 2002, Kivisild et al. 1999).

MacrohaplogrupoL MacrohaplogrupoM MacrohaplogrupoN
Africa Indo-Asiatico Euro-Asiatico

Figura 3. Filogenia global del DNA mitocondrial humano. En la filogenia estan representados los tres
grandes linajes mitocondriales y su distribucion geografica.

Como ha sido mencionado previamente, los haplotipos mitocondriales individuales
pueden agruparse en diferentes haplogrupos mitocondriales segun la region geografica
de cada individuo. Dichas agrupaciones se deben a que a lo largo del linaje
mitocondrial se han originado polimorfismos que son compartidos en algunos grupos

poblacionales. Se define como polimorfismo mitocondrial aquel cambio en cualquier



nucledtido del DNAmt, respecto a la secuencia utilizada como referencia (rCRS, del
inglés revisited Cambridge Reference Sequence) y que haya sido reportado
previamente en la base de datos del Mitomap.org (Andrews et al. 1999). Es probable
que la mayor parte de los polimorfismos mitocondriales se hayan mantenido como un
mecanismo adaptativo a las distintas condiciones climaticas adversas a las que se ha
enfrentado el ser humano (Brandon et al. 2006). La designacion de los haplogrupos
mitocondriales se ha hecho con las letras del alfabeto. Las poblaciones africanas se
encuentran representadas por el macrohaplogrupo L y las de Eurasia por los
Macrohaplogrupos M y N, los cuales estan separados por una transicion en la posicion
10398 (C por T). El haplogrupo N estad compuesto por los haplogrupos de origen
caucasico H, J, K, T, W, |, Vy U, y los haplogrupos Amerindios B2 y A2. En cambio, el
haplogrupo M contiene a los haplogrupos C1 y D1 junto con los haplogrupos My G

(Ingman et al. 2000, Maca-Meyer et al. 2001).

Los llamados haplogrupos Amerindios fueron los primeros haplogrupos en identificarse
a través de enzimas de restriccion y en ese entonces fueron designados con las letras
A, B, Cy D (Torroni et al. 1992, Torroni et al. 1993, Torroni et al. 1994). Posteriormente,
al secuenciar tanto la regién codificante como de la regién de control del DNAmt de
individuos Amerindios, se determina la nomenclatura actual que corresponde a las
letras A2, B1, C1 y D1 (Bandelt et al. 2003). Estos haplogrupos presentan
polimorfismos distintivos de los haplogrupos A, B, C y D encontrados en poblaciones
asiaticas. Los haplogrupos mitocondriales predominan en la mayor parte de las
poblaciones de Latinoamérica y su frecuencia esta en funcion de la historia del

mestizaje de cada region (Salas et al. 2008, Salas et al. 2008, Martinez-Marignac et al.
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2007). En México se han realizado algunos estudios de la ancestria mitocondrial en
poblaciones indigenas y mestizas, por lo que se sabe que la ancestria materna en
México es de predominio Amerindio (Green et al. 2000, Pefaloza-Espinosa et al. 2007).
Cabe mencionar que la mayor parte de los estudios realizados en México, fueron
realizados mediante el andlisis de RFLPs y poco se sabe del polimorfismo en la region

de control de la poblacién mestiza mexicana.

DNA mitocondrial y cancer.

Las mitocondrias son los organelos considerados como las baterias de la célula, pues
en ellas se lleva a cabo la sintesis de ATP por medio de la fosforilacion oxidativa (55).
En el proceso de la glucdlisis aerdbica, por cada molécula de glucosa se sintetizan 32
moléculas de ATP en presencia de oxigeno. Del 100 % del total de oxigeno consumido,
un 2-4% del oxigeno consumido es convertido a especies reactivas de oxigeno (ERO)
(Wallace et al. 2010, Hamanaka et al. 2009). Las EROs han sido directamente
vinculadas con el proceso de carcinogénesis, debido a los efectos oxidativos
ocasionados por estas especies en macromoléculas de la célula y la modulacion de
vias de sefalizacion activadas por mitdgenos (Hamanaka et al. 2009, Levine et al.
2010). Se ha asociado el efecto de las especies reactivas de oxigeno directamente en
la mutagénesis del DNAmt de varios tumores (Bayona-Bafaluy et al. 2010). Por
ejemplo, se han identificado mutaciones somaticas distribuidas en todo el genoma
mitocondrial en tumores de mama, cabeza y cuello, hepaticos, de colon entre otros

(Akouchekian et al. 2011, Vivekanandan et al. 2010, Ye et al. 2010, Allegra et al. 2006).
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Las mutaciones somaticas en el DNAmt son eventos muy frecuentes en los tumores y
llama la atencidén entender si estas mutaciones son funcionales para el tumor, fueron
originadas como consecuencia del proceso tumoral o han sido artefactos
experimentales (Brandon et al. 2006, Salas et al. 2005). A través de ensayos con
cibridos se ha podido observar el efecto de las mutaciones somaticas en los procesos
de crecimiento tumoral y en la generacién de especies reactivas de oxigeno (Bayona-
Bafaluy et al. 2010). Estos ensayos soportan la idea del importante rol que tiene la
mitocondria en el proceso de la carcinogénesis. Por otra parte, existen reportes de que
un 77% de las mutaciones somaticas reportadas en los tumores, corresponden a
polimorfismos encontrados en DNA mitocondrial de linea germinal (Brandon et al.
2006). Es por ello que se ha estudiado el polimorfismo mitocondrial de linea germinal y
su riesgo para cancer en distintos tipos de tumores a través de estudios de asociacion
mitocondrial (Fang et al. 2010, Singh KK et al. 2009, Wang et al. 2007, Booker et al.

2006, Datta et al. 2007).
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Factores genéticos asociados al cancer del cuello uterino.

Virus del Papiloma Humano (VPH).

El virus del Papiloma Humano (VPH) es un virus de DNA de doble hebra de
aproximadamente 8 Kb y pertenece a la familia de los Papillomaviridae. EI genoma del
VPH es circular y se encuentra protegido por una capside. Los VPHs que infectan al
ser humano pertenecen al género alpha-papilomavirus, el cual se compone de 15
especies (de Villiers et al. 2004). De acuerdo a la similitud del genoma, los VPHs son
clasificados en tipos virales, subtipos y variantes. Los tipos virales difieren entre en mas
del 10% de su genoma y a cada uno se le asigna un numero arabigo (Ej. HPVG6,
HPV11, etc.). Sin embargo, cada tipo viral no se puede considerar como un ente
aislado unico, mas bien se compone de un conjunto de variantes que difieren entre si
en menos del 2% de su genoma. Respecto a los subtipos, estos difieren de los otros
VPHs en mas del 2% pero menos del 10% y actualmente solo se han identificado 5
subtipos que cumplen estos criterios (HPV34, 44, 54, 68 y 82) (de Villiers et al. 2004,

Burk et al. 2009).

El genoma del VPH consta de 3 regiones (ver Figura 4): una region reguladora que
contiene los elementos cis que regulan la transcripcion y replicacién del virus, una
region temprana con los marcos de lectura para los genes E1, E2, E4, E5, E6 y E7 y
una region tardia que codifica a los genes L1 y L2. Los genes E1 y E2 estan
involucrados en la replicacion y control de la transcripcion del DNA viral. El gen E4

esta involucrado en la alteracion de la red del citoesqueleto, pero del gen E5 conoce
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muy poco acerca de su funcion. Los genes E6 y E7 son los genes conocidos como
oncogenes, ya que sus productos tienen propiedades transformantes y reguladoras del
ciclo celular. La proteina E6 favorece la degradacion de la proteina p53, mientras que
la proteina E7 secuestra a la proteina de Retinoblastoma para que pueda ser liberado
E2F e inicie el ciclo celular. Finalmente los genes encargados de las sintesis de las

proteinas de la capside son los genes L1y L2 (Fehrmann et al. 2003).

E1 L2

|E7| E2 L1 LCR

1 2 3 4 5 6 7 8kb

Figura 4. Organizacion del genoma del VPH. Los genes tempranos estan representados en color verde y
los tardios en violeta.
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Patogenia del VPH en el desarrollo del cancer cervical.

A pesar de los esfuerzos del sistema de salud publica en México, el cancer
Cervicouterino (CaCu) se mantiene como la segunda causa de muerte por cancer en
mujeres mexicanas (Palacio-Mejia et al. 2009). El virus del papiloma humano se
encuentra asociado al desarrollo del cancer del cuello uterino, ya que el genoma viral
se encuentra en hasta un 99.7% de las biopsias tumorales (Walboomers et al. 1999,
Clifford et al. 2005). De los 100 tipos virales que infectan al ser humano, existen al
menos 40 tipos virales que infectan al tracto anogenital. Los virus del papiloma humano
se clasifican epidemioldgicamente en virus de alto y bajo riesgo (Munoz et al. 2003).
Los tipos virales de bajo riesgo estan asociados principalmente a lesiones de tipo
condilomatosas y lesiones cervicales de bajo grado. Por otra parte los tipos virales de
alto riesgo son aquellos que estan asociados a lesiones cervicales de alto grado,
cancer cervical invasor y en menor proporcion al carcinoma de pene. De los tipos
virales asociados a cancer cervical, el tipo viral mas frecuente asociado a cancer es el
VPH16 (mas del 50% de los casos), después le siguen en orden descendente los tipos
18, 31 y 45 principalmente (Munoz et al. 2003, Castellsagué et al. 2008, Lizano et al.
2006, Franceschi et al. 2006). El principal mecanismo de transmision del VPH es a
través del contacto sexual y la prevalencia de la infeccion suele ser muy elevada en la
poblacidon sexualmente activa, teniendo un pico maximo en los grupos de edad de 20-
30 afos que posteriormente declina conforme avanza la edad (Clifford et al. 2005). En
las mujeres después de los 50 anos existe un incremento en la prevalencia de la

infeccion por este virus, y aunque las causas no se conocen con certeza, se sugiere
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que es un efecto cohorte o inclusive una reactivacion de la infeccién (Franceschi et al.

2006, Trottier et al. 2006).

Para que una mujer llegue a desarrollar cancer cervical se requiere una serie de
eventos consecutivos posterior a la infeccion por el virus del papiloma humano. El ciclo
de vida del VPH, en condiciones naturales, depende estrechamente del programa de
diferenciacion celular del epitelio plano escamoso del cuello uterino (Longworth et al.
2004). A través de pequefas micro-abrasiones, el virus infecta a las células basales o
de reserva del epitelio, en donde se establece en forma episomal con 50-100 copias
virales por célula. Una vez dentro de la célula, el virus utiliza su maquinaria para llevar
a cabo la replicacion del genoma viral, asi como la transcripcién de sus genes. En las
células suprabasales del epitelio, ocurre la expresion controlada de los oncogenes EG y
E7, para posteriormente expresar los genes tardios y completar su ciclo. La fase donde
son liberadas las particulas virales es conocida como fase productiva. La fase
productiva del ciclo esta directamente relacionada con las lesiones cervicales de bajo

grado (Longworth et al. 2004, Doorbar 2005).

El cancer cervical se origina a partir de lesiones conocidas como pre-invasoras o
neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC), y el grado de severidad depende del
espesor del epitelio cervical afectado por las células atipicas o infectadas por el VPH
(Lizano et al. 2009.). Uno de los factores de riesgo conocidos para la progresion de las
lesiones pre-invasoras hacia un cancer invasor es la infeccion persistente con un VPH
de alto riesgo (Lizano et al. 2009, Woodman et al. 2007). A diferencia de los virus de
bajo riesgo, muchos de los virus de alto riesgo son incapaces de mantenerse en forma

episomal. Es en estos virus que ocurre frecuentemente la integracién del genoma del
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virus del papiloma humano dentro del DNA de la célula hospedera (Pett et al. 2007).
Esto ocurre en la fase del ciclo conocida como abortiva y ocurre en las células basales
del epitelio como resultado de una exposicion prolongada al virus. La integracion del
genoma viral, por lo regular resulta en la ruptura de la region que codifica para el gen
E2, aboliendo la actividad represora transcripcional de la proteina sobre los oncogenes
virales. Posterior a la integracion se incrementan los niveles de expresion y la
estabilidad de los transcritos que codifican para las proteinas E6 y E7. Los productos
de la transcripcidbn de los oncogenes virales en las células basales inhiben la
diferenciacion celular e inducen altos niveles de inestabilidad cromosdmica, que
eventualmente pudieran dirigir la progresion hacia un fenotipo maligno. Estos cambios
son ocasionados por la degradacion de p53 y la inhibicion de pRB por parte de E6 y
E7, respectivamente. Aunque estos pasos son esenciales para el proceso de
transformacion e inmortalizacién, no son suficientes producir un fenotipo maligno en la

célula epitelial cervical (Peter et al. 2006, Steenbergen et al. 2005).

Genes de proteccion y susceptibilidad en cancer cervical.

A pesar de la elevada prevalencia en la infeccidn por el virus del papiloma humano, se
estima que de 1000 mujeres infectadas por cualquier VPH solo 8 llegaran desarrollar
cancer cervical (Schlecht et al. 2003, Schlecht et al. 2001). El cancer se pudiera
clasificar como una enfermedad compleja en donde influyen multiples factores, tanto
ambientales (VPH) y genéticos que todavia no se determinan por completo. Al igual

que en otras enfermedades complejas, la participaciéon genética no es muy evidente y
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el patrén de herencia es dificil de establecer. Recientemente, se ha sugerido que los
factores genéticos pudieran modular el riesgo para cancer cervical causado por la
infeccion por VPH (Wang et al. 2003). Datos que soportan ello, en una enfermedad con
un factor ambiental fuerte como el VPH, el componente hereditario encontrado en
estudios familiares y en gemelos es relativamente alto (~60%; Magnusson et al. 2000,
Hemminki et al. 2006). Por otra parte, se ha reportado que los familiares en primer
grado de mujeres con cancer cervical tienen hasta tres veces mas riesgo para
desarrollar cancer cervical (Zelmanowicz et al. 2005). Aunque estos estudios no
pueden discernir de manera exacta los factores ambientales que pudiesen compartir
miembros de una familia, no se puede descartar que exista una agregacién familiar en

la enfermedad.

Quiza uno de los primeros estudios de asociacion para riesgo de cancer por VPH ha
sido el polimorfismo de los alelos del complejo mayor de Histocompatibilidad (HLA,
Human Leukocyte Antigen) de clase | (HLA 1) y de clase Il (HLA Il). Los genes del
complejo HLA participan en la respuesta inmune humoral y celular. Estos genes
codifican para proteinas que participan en el procesamiento y presentacién de péptidos
en la membrana celular. Las moléculas HLA | se encuentran en todas las células y
presentan los péptidos intracelulares a los linfocitos CD8+, mientras que las moléculas
HLA Il se encuentran en los linfocitos B y las células profesionales presentadoras de
antigenos, como los macréfagos y células dendriticas, las cuales presentan péptidos
extracelulares a los linfocitos CD4+. Del complejo HLA | existen 3 loci (A, B, C) y del
complejo HLA 11, los loci DR, DQ y DP. Se sabe que estos genes son muy polimérficos

y que existe una gran cantidad de alelos de estos loci en la poblacion. La respuesta

18



inmune desatada contra la infeccidn por el VPH pudiera ser distinta entre los individuos
con diferentes combinaciones alélicas (haplotipos) de los genes de clase HLA | y HLA
Il, ya que la eficiencia en el procesamiento y presentacion de los péptidos derivados de
los antigenos virales puede ser variable. Estas diferencias pudieran afectar la
naturaleza de la respuesta inmune y por lo tanto la duracion o persistencia de la
infeccion del VPH; la progresion de la infeccion viral a lesiones cervicales de alto grado,
y después a un cancer invasor. Al estudiar el polimorfismo de estos genes, ciertos
alelos de clase | (HLACgrp1, HLA-Cgrp2) y clase Il (HLA-DRB1*1301, HLA-
DRB1*1501) confieren proteccion o susceptibilidad para desarrollar una NICs de alto
grado. De forma interesante, los portadores de alelos protectores de moléculas HLA-II
presentan cargas virales bajas, infecciones virales de corta duracion y un riesgo
disminuido para desarrollar lesiones de alto grado. Algunos de los alelos que confieren
un riesgo elevado para padecer cancer del cérvix son el DQB1*0301, DQB1*0303
(Wank et al. 1992), DQB1*06 (Beskow et al. 2001), DRB1*15, DRB1*1503 (Maciag et
al. 2000), DRB1*1001, DRB1*1101, (Madeleine et al. 2002) y DRB1*1501 (Engelmark
et al. 2004). Alelos que confieren proteccion son el DRB1*1301 (Wang et al. 2001),
DRB1*0101, DRB1*05, DRB1*1302, DQA1*0101/04 (Maciag et al. 2000), DRB1*0301 y
DRB1*13 (Madeleine et al. 2002). Sin embargo, los resultados obtenidos no son
consistentes en todas las poblaciones analizadas; esto quiza porque en los estudios
reportados no se han considerado los tipos y variantes virales presentes en las lesiones
neoplasicas o por la variacidon genética propia de cada poblacion. Otros genes
involucrados con la respuesta inmune como los de IL10, TNF-alfa y Fas fueron

estudiados en forma aislada. El alelo A del polimorfismo IL10-592 se encuentra
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asociado al cancer del cérvix (Zoodsma et al. 2005), al igual que el alelo FasL-844C
confiere un riesgo tres veces mayor que el alelo 844T (Sun et al. 2005) y el alelo 308A
del TNF-alfa un riesgo dos veces mayor (Duarte et al. 2005) para el desarrollo de la
enfermedad. Los polimorfismos en genes involucrados en el metabolismo de drogas,
xenobidticos y agentes carcinogénicos como el CYP1A1 (Joseph et al. 2006, Taskiran
et al. 2006) y CYP2E1 (Ferreira et al. 2006) son asociados también al cancer del cérvix.
Algunos alelos de genes involucrados en el ciclo celular, como el gen de la ciclina D1
(CCND1) que es un importante regulador positivo de la fase G1/S del ciclo celular,
también es asociado al cancer del cérvix, especialmente el polimorfismo A870G del gen
CCND1 que confiere un riesgo tres veces mayor para desarrollar cancer (Catarino et al.
2005). Otros genes no relacionados al HLA en los que se ha buscado su asociacion a
la enfermedad han sido proteasas como la metaloproteasa MMP-7 (Singh et al. 2008),
TNF-alfa, Ita TAP1 y TAP2 y genes para enzimas reparadoras de ADN (He et al. 2008,
Juarez-Cedillo et al. 2007, Wang et al. 2010). Es importante resaltar que la razon de
momios obtenida de estos estudios, es moderada, lo cual pudiera deberse a la

heterogeneidad de la enfermedad.
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Resumen

Aunque el Virus del Papiloma Humano es el principal factor para el desarrollo del
cancer cervical (CC), existen datos que indican que los factores genéticos pudieran
estar involucrados en la enfermedad. Estudios en hermanos sugieren que los factores
heredados via materna también podrian estar involucrados en el CC. ElI DNA
mitocondrial se hereda exclusivamente por via materna y se ha asociado a algunos
tipos de cancer. Para evaluar si el polimorfismo del DNA mitocondrial (DNAmt) esta
asociado al cancer cervical y la infeccion por el Virus del Papiloma Humano (VPH), se
realizé6 un estudio de casos y controles en la poblacion mestiza mexicana. Por otro
lado, existen pocos datos reportados acerca de la variacion genética del DNAmt en
esta poblacion mestiza. Por consiguiente, se describié el polimorfismo mitocondrial de
la region D-loop en el grupo control. A partir del DNA total de sangre periférica, se
secuenciaron y analizaron las regiones hipervariables 1 y 2 del DNAmt en 187
pacientes con cancer cervical y 270 controles sanos. Se realizo la deteccion y
tipificacion del VPH en ambos grupos de mujeres. Ademas, se analiz6 la expresion de
29 genes mitocondriales en 45 biopsias tumorales de las pacientes utilizando
microarreglos de RNA. En la poblacion mestiza mexicana, se encontréo que la
frecuencia de los haplotipos amerindios fue de 93.3%, seguida de los haplotipos
europeos (6.0%) y africanos (0.7%). En esta poblacion, los haplogrupos Amerindios
encontrados fueron el A2 (51.1%), B2 (17.8%), C1 (18.5%) y D1 (5.9%).
Interesantemente, en el estudio de casos y controles, el haplogrupo amerindio B2
incrementé el riesgo para CC (RM=1.6, IC 95%: 1.05-2.58) y mostré un efecto aditivo

de 36% sobre el riesgo conferido por el VPH (RM=153, IC 95%: 65.4-357.5). Dos genes



mitocondriales (tRNA Asp, tRNA lys) podrian estar involucrados en el incremento del
riesgo por el haplogrupo B2, ya que estos se encontraron sobre-expresados en los
tumores del haplogrupo B2. Por otro lado, las pacientes del haplogrupo D1 presentaron
una alta frecuencia de los tipos virales 31, 45 y otros VPHs en comparacion con la
prevalencia de los tipos 16 y 18. Los resultados del presente trabajo sugieren que el
polimorfismo del DNAmt podria modular el riesgo del CC causado por la infeccion del

VPH.

Palabras clave: Amerindio, regién de control, haplogrupo, haplotipo, mestizo, DNAmt,
red de haplotipos, HPV, cancer cervical



Il. Objetivos.

Objetivo general:

Identificar la asociacidén del polimorfismo de la region D-loop del DNA mitocondrial y

cancer del cuello uterino en un estudio de casos y controles.

Objetivos Particulares:

- ldentificar el polimorfismo y ancestria mitocondrial en la region D-loop del DNA

mitocondrial en mujeres mestizas mexicana sanas.

- Realizacién de un estudio de asociacion mitocondrial entre mujeres mestizas

mexicanas sanas y mujeres diagnosticadas con CaCU.

- Determinar los patrones de expresion genética de los genes mitocondriales en

mujeres con cancer estratificadas por los haplogrupos amerindios.
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lll. HIPOTESIS.

Si se ha encontrado una asociacion del DNA mitocondrial con algunos tipos de cancer,
entonces algunos polimorfismos mitocondriales pudieran conferir un riesgo o proteccion

para desarrollar cancer cervical.
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Il. JUSTIFICACION.

Aunque en México se han hecho esfuerzos importantes por parte de los sistemas de
salud para detectar oportunamente el Cancer Cervical a través del Papanicolaou; el
CaCu se mantiene entre las cinco primeras causas de muerte por cancer en las
mujeres del pais. Por otra parte, aunque ya se han desarrollado vacunas profilacticas
para evitar la infeccion por el virus del papiloma humano, los efectos directos de estas
vacunas sobre la incidencia de CaCu se espera que sean visibles hasta dentro de 10-
15 afos aproximadamente. La identificacion de polimorfismos en la poblacién que
estén asociados a un riesgo o proteccion para desarrollar CaCU, permitira identificar
grupos de susceptibilidad en la poblacibn mexicana para establecer un seguimiento
mas estrecho. Una de las caracteristicas de los estudios del polimorfismo de genes y
su asociacion a enfermedades complejas, son los efectos leves de estos locus o genes
en la enfermedad. Al incrementar el conocimiento de aquellos genes que estén
relacionados con el riesgo para CaCU, permitira desarrollar nuevos algoritmos que
incluyan la interaccion de estos con la infeccion del VPH y establecer estimados mas
aproximados del riesgo en las mujeres infectadas por este virus. Ademas, el presente
estudio también permitird conocer en detalle el polimorfismo mitocondrial de la
poblacion mestiza mexicana. Los resultados complementaran los resultados de
estudios previos para conocer mejor los patrones de ancestria mitocondrial en

poblacion mexicana.
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VI. DESARROLLO DE LA INVESTIGACION

VI.I Identificacion del polimorfismo y ancestria mitocondrial en laregién D-
loop del DNA mitocondrial en mujeres mestizas mexicana sanas.

Materiales Y Métodos.

Muestras.

Se tomaron muestras de sangre periférica de 270 mujeres sanas, no relacionadas
entre si, que atienden al servicio de colposcopia del Hospital General de México.
Todas las mujeres son nacidas en México y tienen una ascendencia mexicana de
dos generaciones atras. De las 270 mujeres: 100 son de la Ciudad de México, 115
de la region central del pais, 47 de la region de la costa (Ocho de la costa del
Golfo de México y 39 de la costa del Pacifico) y 8 de la regién del norte del pais
(Ver Fig. 5). Todas las mujeres aceptaron participar en el estudio y firmaron una
hoja de consentimiento por escrito. El protocolo y los procedimientos del estudio
fueron revisados y aprobados por el comité cientifico y de ética local del Hospital

General de México.
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Figura 5. Localizacion geogréfica del lugar de nacimiento de los individuos. Las muestras fueron
agrupadas en aquellos individuos nacidos en la ciudad de México (flecha negra, n=100), en la
region de la costa (Veracruz, Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Chiapas; Il n= 47), regiéon norte
(Jalisco, San Luis Potosi, Zacatecas, Durango, Sinaloa; * n=8) y la regién central excluyendo a la
ciudad de México (Estado de México, Hidalgo, Puebla, Tlaxcala, Morelos, Querétaro, Guanajuato;
= n=115).

Se extrajo y purificd el DNA total de los linfocitos de sangre periférica utilizando el
kit comercial para extraccion y purificacion de DNA (Qiagen, Valencia, CA,
E.E.U.U.) segun las recomendaciones del fabricante. La region completa D-loop
del DNAmt (1261pb) fue amplificada mediante la técnica de PCR. El par de oligos
utiizados para amplificar la regiéon D-loop fueron el L-15926 (5'-
ATACACCAGTCTTGTAAACC-3’, posicion rCSR 15907-15926 de la cadena
ligera) y el H-00580 (5'- TTGAGGAGGTAAGCTACATA-3’, posicion rCSR 599-
580 de la cadena pesada). Se utilizaron 500 ng de DNA total en una reaccion de
25 ul que contiene 2mM de MgCl,, 1X Buffer de PCR (50mM de KCI, 10mM Tris-
HCI, pH 8.3), 200 uM de cada deoxinucledtido tri-fosfato, | uM de cada primer y 1
U de Taq DNA polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, los E.E.U.U.). Las reacciones

fueron realizadas en un sistema GeneAmp PCR 2720 (Applied Biosystems,
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Carlsbad, CA, E.E.U.U.). Después de desnaturalizar por 2 minutos a 94 °C, se
realizaron 32 ciclos estableciendo la estacién 1 a 94°C por 45 segundos, la
estacién 2 a 60°C por 1 minuto y la estacién 3 a 72 °C por 2 min. Finalmente, la
PCR se mantuvo a 72°C por otros 7 minutos. Ambas cadenas de la region
hipervariable 1 (RHV1, de 16024-16365) y la region hipervariable 2 (RHV2, de 73-
340) fueron secuenciadas utilizando el método de secuenciacion por fluorescencia
(BigDye Terminator Ready Reaction Kit, Applied Biosystems). El analisis de las
secuencias fue hecho en un sistema analizador genético ABI PRISM 3130
(Applied Biosystems). La secuencia y posicion de los oligos forward y reverso para

la secuenciacion se encuentran en la Tabla 1.

Tabla 1. Oligos utilizados para secuenciar ambas hebras de DNA de las regiones hipervariables 1y
2 del DNA mitocondrial.

Oligo Secuencia 5-3° Posicion rCSR Cadena

L-15926 ATACACCAGTCTTGTAAACC 15 907-15 926 Ligera

H-16410 CACGGAGGATGGTGGTCAAG 16 414-16 395 Pesada

L-00015 CACCCTATTAACCACTCACG 15-34 Ligera

H-00383 AGGCTGGTGTTAGGGTTCTT 383-364 Pesada
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Analisis de los Datos.

Las secuencias de las regiones RHV1 y RHV2 de cada individuo fueron
comparadas y alineadas con la secuencia revisada de referencia de Cambridge
(rCSR) utilizando el programa de cémputo de AppliedBiosystems Seq Scape ver.
2.5 (Andrews et al. 1999). Los polimorfismos identificados en cada muestra fueron
almacenados en una base de datos de Microsoft Office 2007 para construir e
identificar los haplotipos, calcular las frecuencias alélicas y haplotipicas. Los
calculos del numero promedio de diferencias por par, diversidad nucleotidica,
diversidad haplotipica, mismatch distribution, Thau (t) y la D de Tajima de la
prueba de neutralidad fueron realizadas utilizando el programa computacional de
genética de poblaciones Arlequin ver 3.11 (Excoffier et al. 2005). Los motivos
presentes en ambas regiones que caracterizan a los haplogrupos mitocondriales
Amerindios, (Tamm et al. 2007, Achilli et al. 2008, Forster et al. 1996) Europeos
(Torroni et al. 1996, Alvarez et al. 2007) y Africanos (Salas et al. 2004) fueron
utilizados para clasificar cada muestra por su haplogrupo. El algoritmo de
parsimonia estadistica fue aplicado para construir una red de haplotipos con las
secuencias de la regién de control utilizando el programa estadistico TCS ver 1.21
(Templeton et al. 1992, Clement et al. 2000). Aquellas posiciones que no se
ajustan a un modelo de sitios infinitos debido a una mutacién heterogénea en
ambas regiones (posiciones 16 051, 16 093, 16 126, 16 129, 16 172, 16 187, 16
189, 16 223, 146, 150, 152, 182, 189, 195) fueron removidas del analisis para
reducir el grado de homoplasia presente (Meyer et al. 1999). Aunque estos sitios
fueron removidos, no todas las reticulaciones fueron eliminadas en la red, por lo

que los loops restantes fueron resueltos utilizando los algoritmos basados en la
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teoria de coalescencia (Posada et al. 2001). La significancia de las comparaciones
de las diferencias promedio por par de secuencias y la diversidad nucleotidica
fueron evaluadas utilizando la prueba de t de student. Todos los test estadisticos
fueron de esta parte del trabajo fueron llevados a cabo con el programa estadistico

Minitab.

Resultados y Discusion.

Identificacion del polimorfismo y ancestria mitocondrial en la region D-loop del

DNA mitocondrial en mujeres mestizas mexicanas sanas.

De 610 nucleodtidos analizados, se encontraron un total de 162 substituciones en
154 posiciones polimorficas (102 in RHV1 y 52 en RHV2). Se identificaron un total
de 202 diferentes haplotipos en toda la muestra (n=270). El numero de posiciones
polimorficas presentes en los haplotipos fue de 1 a 16, con una media de 8.9. En
el global, 168 haplotipos (83.1%) fueron identificados solo una vez y el haplotipo
mas frecuente (haplotipo Mx7) estuvo presente en 15 (5.6%) de los individuos (Ver
Anexo 1). Es importante mencionar que la mayor parte de los haplotipos (192;
95%) no han sido reportados previamente (Ver Anexo 1) (Tamm et al. 2007, Allard
et al. 2006, Salas et al. 2008, Salas et al. 2008). La diversidad haplotipica de toda
la region de control del DNAmt fue de 0.9945, con un numero promedio de
diferencias por par de secuencias de 11.14 y una diversidad nucleotidica de

0.0655 (Ver Tabla 2). A diferencia de RHV1, la RHV2 tuvo 15 sitios que mostraron
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indels tanto como simples inserciones (insercion a 180G) o como parte de un
micro satélite polimérfico (p248-249, p286—-291, p303-309 y p311-315) y una
region no-micro satélite (p106—111). En el tracto de poli-citosinas p303-309, solo el
26% de los individuos mostraron siete citosinas como la rCSR, mientras la mayor
parte de los individuos (54.8%) tuvieron ocho citosinas y 18.8% nueve citosinas
(Ver Tabla 3). Interesantemente, in el otro micro satélite en 311-315, todos
excepto un individuo tuvieron seis citosinas, una mas que la reportada en la rCSR.
Ambos tractos homopoliméricos de citosinas son conocidos por ser altamente
variables (Stewart et al. 2001); sin embargo, en nuestra muestra solo el micro
satélite p303-309 fue polimérfico. La frecuencia de los alelos en el tracto p303-
309 en nuestra muestra fue similar a las frecuencias reportadas en otras
poblaciones (Allard et al. 2006, Vigilant et al. 1991, Yong et al. 2005, Crespillo et
al. 2000, Salas et al. 2000, Turchi 2008). La pérdida de dos adeninas en el tracto
de poli-As en las posiciones p286-291 fue siempre ligado con la pérdida de una
adenina en la posicion p248-249 y esta combinacion fue encontrada en 17.1% de
los individuos examinados, mientras los individuos restantes (82.9%) tuvieron seis
adeninas en el primero y dos adeninas en los ultimos similar al rCSR. En 4
individuos fue encontrada una pérdida de seis nucleétidos de la posicion 106 a
111, la cual ha sido previamente descrita en las poblaciones amerindias de
Chibcha (Santos et al. 1994). La insercion de un nucleétido de guanina en la

posicion 180 fue solo encontrada en un individuo.
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Tabla 2. indices de diversidad genética calculados para toda la muestra y para los haplogrupos

Amerindios y Europeos.

Todas las

Amerindios

Estadistica de resumen muestras Europeos
A2 B2 C1 D1
n 270 138 48 50 16 16
No. Substituciones 162 94 59 55 20 43
Sitios Polimoérficos 154 93 59 55 19 43
Transiciones 143 88 50 55 18 40
Transversiones 19 6 9 0 2 3
Haplotipos 202 93 37 41 13 16
Diferencia promedio por
par de secuencias 11.1 4.7* 5.8 59 3.7* 8.7
Diversidad Nucleotidica 0.065 0.027* 0.034 0.034 0.021 0.051
D de Tajima -1.82** -2.37**  -1.96  -1.95*  -1.42* -1.37*
Diversidad Haplotipica 0.9945 0.9823 0.9876  0.9875  0.9667 1.000

* P <0.01, t de Student; comparando entre los haplogrupos.

** D de Tajima test, P < 0.01.
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Tabla 3. Frecuencias alélicas de los micro satélites en los tractos
303-309 y 311-315 de la region hipervariable Il de la region D loop

del DNAmt
% (n)
p303-309
(Ce 0.3(1)
(C), 26.0 (70)
(Cs 54.8 (148)
(C)s 18.8 (51)
p311-315 % (n)
(Cle 99.7 (269)
(C)y 0.3 (1)
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Haplogrupos mitocondriales.

En toda la muestra analizada, un total de 252 individuos (93.3%) fueron
clasificados dentro de uno de los haplogrupos Amerindios. Los haplogrupos
Amerindios encontrados fueron el A2, B2, C1 y D1 con una frecuencia de 51.1,
17.8, 18.5 y 5.9%, respectivamente (Figura 6b). La frecuencia de los haplogrupos
no-Amerindios encontrados en la muestra fue de 6.7%, de los cuales el 5.9% (16
individuos) corresponden a los haplogrupos europeos y el 0.7% (dos individuos) a
los haplogrupos africanos. La proporcion de ancestria Amerindia encontrada en
nuestra muestra fue ligeramente mayor, aunque no significativa, de la previamente
reportada en un estudio con RFLPs llevado a cabo en poblacién mestiza de la
ciudad de México (90.5%) (Martinez-Marignac et al. 2007). En comparacién con
dicho reporte, en el que se incluyeron personas afiliadas al IMSS (Arredondo et al.
1999), las mujeres pertenecientes a nuestro estudio fueron captadas en el
programa deteccion oportuna de cancer del Hospital General de México. Dicho
hospital, da servicio a gente de escasos recursos sin seguro social, y de antemano
se ha sugerido que la ancestria amerindia suele ser mayor en individuos que

provienen de estratos socioecondmicos bajos (Lisker 1981, Relethford et al. 1983).

Haplogrupos mitocondriales Amerindios.

Haplogrupo AZ2. Los polimorfismos que caracterizan este haplogrupo son las
transiciones 16111T, 16223T, 16290T, 16319A, 16362C, 146C, 153G y 235G
(Tamm et al. 2007, Achilli et al. 2008). Ademas de estos polimorfismos

caracteristicos, 50 haplotipos, incluyendo el haplotipo Mx7, mostraron la transicién
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73G y 263G (Ver Anexo 1). Debido a que en la mayor parte de los estudios
mitocondriales previos solo se ha analizado la regién hipervariable 1 del DNAmt,
las posiciones de esta region fueron comparadas con las secuencias reportadas
en la literatura. Los polimorfismos de la RHV1 encontrados en el haplotipo Mx7 de
nuestra muestra (11.1% de todos los haplotipos cuando solo RHV1 fue
considerado) han sido reportado previamente en otros estudios pero en menor
proporcion (5-8%) (Allard et al. 2006, Barbosa et al. 2008, Salas et al. 2008, Salas
et al. 2008). De los 93 haplotipos que comprenden al haplogrupo A2, 77 tuvieron
una timina en la posicién 16111 y solo 16 tuvieron una citosina similar a la rCSR.
Antes de la clasificacion de los haplogrupos amerindios sugerida por Bandelt
(Bandelt et al. 2003), el haplogrupo A era dividido en A1y A2 por la transicién en
16111 (Forster et al. 1996). Sin embargo, en estudios subsecuentes se reportd
que el alelo C en la posicion 16111 de los haplotipos de A2 era una mutacion
reversa debido a la alta tasa de mutacidon presente en la region de control del
DNAmt (Achilli et al. 2008). La transicion en la posicion 16111 es caracteristica del
haplogrupo Amerindio A2, debido a que es raramente encontrado en las
secuencias asiaticas del haplogrupo A (Easton et al. 1996, Kong et al. 2006). Por
otra parte, el polimorfismo 16111T es raramente encontrado en otros haplogrupos
(Tanaka et al. 2004, Mabuchi et al. 2007). Las substituciones 153G and 235G
fueron frecuentemente encontradas en nuestro estudio en el haplogrupo A2, con
una frecuencia de 88.4 y 94.2%, respectivamente. Aunque estas posiciones
caracterizan al haplogrupo A2, estas fueron encontradas rara vez en otros
haplogrupos Amerindios (C y B) y no-Amerindios (H) en nuestra muestra.

Interesantemente, encontramos la transicion 152C en el 17.8% de las secuencias
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del haplogrupo A2, mientras que en las secuencias asiaticas del haplogrupo A

reportadas previamente, fue encontrada en 16 de 18 secuencias (Yao et al. 2002).

Haplogrupo B2. Este haplogrupo estuvo presente en 48 de los 270 individuos
analizados, y fue el tercer haplogrupo mas comun de los haplogrupos amerindios
encontrados en nuestra muestra. Los motivos del RHV1 caracteristicos del
haplogrupo B2 son las transiciones T16189C y T16217C (Tamm et al. 2007,
Easton et al. 1996). Sin embargo, otras posiciones asociadas con los haplotipos
B2 son las transversiones A16182C y A16183C (Achilli et al. 2008, Allard et al.
2006). El haplotipo Mx101 fue el mas frecuente del haplogrupo B2 en nuestro
estudio (cuatro individuos) e incluy6 también los polimorfismos 16182C, 16183C,
16189C, 16217C, 73G y 263G (Ver Anexo 1). Considerando solo las posiciones en
RHV1, este haplotipo ha sido reportado previamente una vez en Latino América
(Barbosa et al. 2008, Salas et al. 2008, Salas et al. 2008). Interesantemente, el
polimorfismo 16183C fue identificado en todas las secuencias del haplogrupo B2.
El haplogrupo B2 en este estudio fue dividido en dos subgrupos basado en la
transversion 16182C, la cual fue encontrada en 54.1% de los haplotipos B2. Estos
datos contrastan fuertemente con un estudio previo realizado en poblacion mestiza
mexicana, en el cual las transversiones 16182C y 16183C no fueron encontradas
en el analisis de la RHV1 de 33 individuos (Green et al. 2000). Por otra parte, la
transversién en 16183 ya ha sido reportada en todos los haplotipos B analizados
en Latino América y en casi todos los de Asia, mientras que la transversion
16182C fue ausente en la poblacion de Argentina y poco frecuente en Colombia y

Brasil (25%) (Barbosa et al. 2008, Salas et al. 2008, Kong et al. 2006). El
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polimorfismo 16182C esta ampliamente distribuido entre los haplogrupos B
asiaticos, principalmente en los subhaplogrupos B4a y B4b (Kong et al. 2006,
Mabuchi et al. 2007, Yao et al. 2002). De hecho, se ha sugerido que los
haplogrupos amerindios B2 descienden directamente del haplogrupo B4b (Bandelt
et al. 2003, Kivisild et al. 2002). De acuerdo con la filogenia mas reciente, los
haplotipos del haplogrupo B que tienen la transversién 16182C, pertenecen al

subhaplogrupo B2c (Achilli et al. 2008).

Haplogrupo C1. El haplogrupo C1 estuvo presente en 50 (18.5%) individuos del
total de la muestra analizada y fue el segundo haplogrupo mas frecuente.
Reportes previos han encontrado que las frecuencias del haplogrupo C1 varian a
lo largo de los distintos grupos étnicos nativo Americanos de México, llegando a
tener una frecuencia similar a la de haplogrupo B2 (Torroni et al. 1994, Gonzalez-
Oliver et al. 2001). El haplogrupo C1 es definido por los polimorfismos 16223T,
16298C, 16325C, 16327T, 73G, 263G y las pérdidas de las adeninas en las
posiciones 249, 290 y 291 de la RHV2 (Bandelt et al. 2003, Tamm et al. 2007,
Achilli et al. 2008). El haplotipo Mx144 tuvo los polimorfismos caracteristicos del
haplogrupo C1 y fue el mas frecuente en nuestra poblacion (cinco individuos; ver
Anexo 1). Considerando solo la RHV1, este haplotipo ha sido reportado
previamente en poblaciones de México y Latino América (Green et al. 2000,
Barbosa et al. 2008). Aunque la pérdida de las adeninas en el tracto de poli-A del
RHV2 es caracteristica del haplogrupo C1, también han sido reportados rara vez
en otros haplogrupos (Barbosa et al. 2008, Crespillo et al. 2000). Por ejemplo, en

las poblaciones asiaticas, estas pérdidas han sido encontradas en los haplogrupos

35



A, F y R9 (Kong et al. 2006, Kivisild et al. 2002). En contraste, en los haplogrupos
C4c y L2b la perdida de una adenina en la posicion 248-249 se encontré ligada a
la pérdida de las dos adeninas en las posiciones 290-291 (Tamm et al. 2007,
Barbosa et al. 2008). Interesantemente, la transicion 16051G, la cual ha sido
asociada con el haplogrupo C1d, fue encontrada en el 32% (16 individuos) de los

haplotipos C1 de nuestra muestra.

Haplogrupo D1. Este haplogrupo fue el haplogrupo Amerindio menos frecuente en
nuestro estudio y fue encontrado solo en 16 (5.9%) individuos. Los polimorfismos
caracteristicos en RHV1 de este haplogrupo son las transiciones 16223T, 16325C
y 16362C (Tamm et al. 2007). El haplotipo mas frecuentemente encontrado del
haplogrupo D1 fue el Mx174 y present6 los polimorfismos caracteristicos, mas las
transiciones A73G y A263G (Ver Anexo 1). Considerando sélo los polimorfismos
del RHV1, este haplotipo ya ha sido encontrado previamente en Sudamérica
(Salas et al. 2008). El haplogrupo D1 pertenece a una rama del haplogrupo
asiatico D4; sin embargo, la transicién en la posicién 16325 no se encuentra en los
haplotipos asiaticos del haplogrupo D (Kong et al. 2006, Kivisild et al. 2002). Las
frecuencias del haplogrupo D1 en poblaciones amerindias son menores en
Centroamérica y elevadas en Norte y Sudamérica (Torroni et al. 1993, Torroni et

al. 1994, Salzano et al. 2002).

Diversidad genética de los haplogrupos mitocondriales Amerindios.
Los indices de diversidad molecular fueron calculados para cada haplogrupo

Amerindio (Ver Tabla 2). Interesantemente, aunque el haplogrupo A2 fue el mas
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frecuente en toda la muestra, tuvo un bajo promedio de diferencias por par de
secuencias (4.7) y una baja diversidad nucleotidica (0.027) comparado con los
haplogrupos B2 (5.8; 0.034) y C1 (5.9; 0.034) (p<0.01, prueba de t de student).
Los indices de diversidad genética del haplogrupo A2 fueron mas elevados que los
del haplogrupo D1, aunque estos no fueron significativos (Ver tabla 2). El
mismatch distribution fue graficado para cada haplogrupo Amerindio y todos los
haplogrupos mostraron una distribucion uni-modal (Ver Anexo 2). Ademas, los
valores calculados de la D de Tajima para los haplogrupos A2, B2, C1 y D1 fueron
significantemente negativos (Ver Tabla 2). Un valor negativo de la D de Tajima
significativo con una distribucion uni-modal en la mismatch distribution sugiere una
expansion demogréafica (Harpending et al. 1998, Tajima et al. 1993). El valor de t
calculado para los haplogrupos A2, B2, C1 y D1 fue de 2.7, 6.1, 5.1 y 1.8,
respectivamente. Utilizando t[] y la tasa de mutacion estimada para la region de
control del DNAmt (HV1R: 1.64x107 y HV2R: 2.29x107) (Soares et al. 2009), el
tiempo a la expansion demografica calculada para los haplogrupos A2, B2, C1ly
D1 fue de hace 11.6, 25.9, 21.6 y 7.9 mil afios, respectivamente. Por lo tanto, la
baja diversidad genética presente en los haplogrupos A2 y D1 pudiera reflejar una
reciente expansion de estos haplogrupos en la poblacion mestizo mexicana
(Schneider et al. 1999). Es importante acentuar que los célculos hechos en el
presente estudio fueron realizados con lis datos de la regién de control del DNAmt,
la cual tiene una tasa mutacional mas elevada en comparacion con la region

codificante (Torroni et al. 1994).
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Haplogrupos no Amerindios.

Los haplogrupos europeos presentes en nuestra muestra (16 individuos) fueron el
H (1.9%), J (0.7%), K (0.7%), T (0.7%). U (1.9%) y V (0.4%). La frecuencia del
haplogrupo H es similar a la reportada previamente en la ciudad de México
(Martinez-Marignac et al. 2007). Interesantemente, este haplogrupo es el mas
frecuentemente encontrado en Espafia (Torroni et al. 1996, Alvarez et al. 2007).
La baja frecuencia de los haplogrupos mitocondriales europeos esta relacionada
con el raro mestizaje entre mujeres europeas y varones amerindios o mestizos a
través de la historia de México (Ochoa 1995). Los dos individuos con haplotipos
africanos pertenecen al haplogrupo L3. La frecuencia de los haplogrupos africanos
encontrados en la muestra fue menor que lo previamente reportado (4.4%) (Green

et al. 2000).

Topologia de la red de haplotipos (minimum spanning network) construida con los
haplogrupos mitocondriales.

Las secuencias individuales que fueron previamente clasificadas en alguno de los
haplogrupos mitocondriales por los motivos de la region de control, fueron
representados en una red de haplotipos (minimum spanning network, Ver Figura
6a). Claramente se puede observar que los individuos del mismo haplogrupo son
agrupados. Por lo tanto, la red agrupo a los haplotipos Amerindios en los cuatro
haplogrupos Amerindios (A2, B2, C1 y D1), mientras que los haplotipos no
Amerindios fueron separados en dos grupos distintos, uno con los haplogrupos
europeos y otro con los africanos. Los cuatro haplogrupos amerindios

representados en la red tuvieron un patron en forma de estrella con un nodo
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interno conectado con otros haplotipos menos frecuentes (Ver Figura 6a). Este
patron observado en forma de estrella ha sido descrito previamente en los
haplogrupos Amerindios y también sugiere una expansion de la poblacion (Achilli
et al. 2008, Harpending et al. 1998, Kaessmann et al. 2002). Los haplotipos A2
fueron agrupados en tres nodos internos principales, dos nodos tienen la
transicion 16111T pero estan separados por la transicion 153G. El tercer nodo
incluye aquellos haplotipos con la transicion reversa o mutacion reversa 16111C.
El haplogrupo B2 esta representado en la red de haplotipos por dos nodos
internos principales con multiples conexiones a otros haplotipos con una topologia
de estrella. Ambos nodos fueron separados por la transversion A16182C. Cabe
mencionar que los haplotipos B2 se encontraron cercanos a los haplotipos del
haplogrupo H debido a que ambos provienen del haplogrupo ancestral R (Maca-
Meyer et al. 2001), el cual pertenece al macrohaplogrupo N. Los haplotipos de los
haplogrupos C1 y D1 solo tuvieron un nodo interno conectado a haplotipos

individuales.
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Figura 6. Haplogrupos mitocondriales en la poblacion mestizo mexicana. (a) Red de haplotipos
construida con las secuencias de la regiéon de control del DNA mitocondrial (DNAmt). Los circulos
de color en la red muestran los haplotipos dentro de cada haplogrupo y sus relaciones; el tamafo
de los circulos es proporcional a la frecuencia de los haplotipos. Los circulos negros representan
haplotipos inferidos y la flecha indica la localizaciéon de la rCSR en la red. Los principales pasos
mutacionales son mostrados. (b) Frecuencia de los haplogrupos mitocondriales encontrados en el
total de la muestra; los colores de los haplogrupos son los mismos en ambas figuras.
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Distribucién de los haplogrupos mitocondriales por region geografica origen.

No hubo diferencias significativas en la ancestria Amerindia entre los individuos
agrupados por su region de origen (Ver Tabla 4). Sin embargo, los individuos de la
ciudad de México (91.0%) y la region de la costa (91.6%) mostraron la frecuencia
mas baja de ancestria Amerindia, mientras que los individuos de la regién central
tuvieron el porcentaje mas alto de esta ancestria (95.7%). Esto coincide con el
hecho de que la mayor parte de las comunidades indigenas actuales, como los
Nahuatl, Mazahua y Otomi, estan concentrados en la region central de México
(Valdés 1989, INEGI 2005). La frecuencia del haplogrupo A2 fue similar en todas
las regiones; sin embargo, la transicion 16111T fue significantemente mas
frecuente en los haplotipos A2 de la ciudad de México (94.2%, 49 de 52) que en la
region central (75.4%, 43 de 57; p<0.01, x*). Cabe mencionar que la frecuencia del
haplogrupo B2 fue significantemente mayor en los individuos provenientes de la
region central comparados con aquellos de la ciudad de México y la regidon de la
costa (p<0.01, %?). Esto a su vez, concuerda con la elevada frecuencia reportada
de los haplotipos B en algunas poblaciones indigenas de las regiones centrales
del pais, como las Nahuatl (27-40%) o del sur, como los Mixe (33.3%) (Pefaloza-
Espinosa et al. 2007, Torroni et al. 1993, Torroni et al. 1994). Estos datos también
sugieren que la elevada ancestria Amerindia de nuestra muestra en la region
central, es debida esencialmente al incremento en la frecuencia de los haplotipos
B. La frecuencia de la transversion 16182C en los haplotipos B2 fue mas frecuente
en la regidn central (55.5%, 15 de 27 individuos) que en los haplotipos B2 de la

ciudad de México (41.6%, 5 de 12 individuos), aunque esta diferencia no fue
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significativa. Por el contrario, el haplogrupo C1 fue mas frecuente en individuos de
la ciudad de México (21%) que los de la regidn central (15.6%) y la regién de la
costa (17%), pero esta diferencia tampoco fue significativa. La baja frecuencia de
los haplotipos C en la regidén central concuerda con la baja frecuencia de este
haplogrupo en poblaciones indigenas del valle de México (Pefaloza-Espinosa et
al. 2007). Por el contrario, la mitad de los ocho individuos de la regién del norte
tuvieron este haplotipo, lo cual coincide con la alta frecuencia de este haplogrupo
en poblaciones indigenas del norte como las poblaciones Huichol (41%) y
Tarahumara (38%) (Pefialoza-Espinosa et al. 2007, Torroni et al. 1993, Torroni et
al. 1994). La frecuencia del haplogrupo D1 fue similarmente baja en todas las
regiones geograficas analizadas. Mas de la mitad de los individuos con
haplogrupos europeos fueron concentrados en la ciudad de México, lo cual es
consistente con las diferencias en la ancestria matrilineal en el pais debido al
hecho histérico de que las mujeres europeas se establecieron principalmente en la

ciudad de México y en las grandes ciudades coloniales (Serrano et al. 1996).
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Tabla 4. Frecuencias de los haplogrupos mitocondriales de acuerdo al lugar de
origen de los individuos.

Haplogrupos Amerindios

Amer Eur Afr A2 B2 C1 D1
Region
n % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)

Distrito Federal 100 91.0 (91) 9.0 (9) 0.0 (0) 52.0(52) 12.0(12) 21.0 (21) 6.0 (6)
Centro® 115 95.7 (110) 3.5(4) 0.8 (1) 495 (57) 23.5(27)* 15.6(18) 7.0 (8)
Costa® 47  91.5 (43) 6.4 (3) 2.1 (1) 55.3 (26) 17.0 (8) 14.9 (7) 4.2 (2)
Norte® 8 100.0 (8) 0.0 (0) 0.0 (0) 37.5(3) 12.5(1) 50.0 (4) 0.0 (0)
Todos 270 93.3(252) 5.9(16) 0.7 (2) 51.1(138) 17.8 (48) 18.5 (50) 5.9 (16)

*P<0.01, %2 test; entre las regiones

® Estado de México, Hidalgo, Puebla, Tlaxcala, Morelos, Querétaro and Guanajuato.

® Oaxaca, Chiapas, Guerrero, Veracruz and Michoacan.

¢Jalisco, San Luis Potosi, Zacatecas, Durango and Sinaloa.
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Conclusiones.

Los resultados presentados en esta parte del trabajo son el primer analisis en
detalle de la regidn completa de control del DNAmt en la poblacion mestizo
mexicana. Aunque la diversidad haplotipica fue igualmente elevada como en otras
poblaciones, la mayor parte de los haplotipos identificados en este trabajo no han
sido reportados previamente. Una elevada frecuencia de la ancestria Amerindia
fue encontrada en los individuos de la region central de México que en aquellos de
la ciudad de México y las regiones de la costa. Estas diferencias podrian deberse
a un establecimiento heterogéneo de las comunidades indigenas en el pais, con
una alta concentracién de estas comunidades en la regidén central de México. La
ciudad de México tuvo la mayor frecuencia de los haplogrupos europeos que las
otras regiones, lo que coincide con el hecho de que la mayoria de las mujeres
europeas se establecieron en esta ciudad. El test de neutralidad de la D de Tajima
hecho en esta muestra y la topologia de la red de haplotipos pudiera sugerir una
expansion de todos los haplogrupos mitocondriales Amerindios en la poblacion
mestiza mexicana. Los valores de t calculados para estos haplogrupos Amerindios
mostraron que el tiempo a la expansion fue mas reciente para los haplogrupos A2
y C1. El conocimiento de este trabajo permitira contribuir a futuros estudios
forenses, evolutivos y demograficos en mestizos mexicanos. Estos datos, en
conjunto con otros marcadores genéticos, seran utiles para estimar la proporcion
de ancestria de los sujetos en los estudios de asociacidén para seleccionar

adecuadamente a los casos y a los controles.
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VLIl Estudio de asociacién mitocondrial en Cancer del Cuello Uterino y analisis de la
expresion genética de 29 genes mitocondriales en mujeres con cancer

estratificadas por haplogrupos Amerindios.

Materiales Y Métodos.

Muestras.

Un total de 187 pacientes con cancer invasor diagnosticadas en el Hospital
General de Meéxico fueron reclutadas. Los casos fueron seleccionados
secuencialmente durante el periodo de noviembre del 2003 a abril del 2005 y
representan cerca del 80% de los casos incidentes de cancer cervical
diagnosticados en este periodo debido a los restrictivos criterios de inclusion del
estudio (no haber recibido tratamiento previo, ser casos incidentes, nacidos en
México y que tengan ancestros mexicanos dos generaciones hacia atras). Entre
las 187 tumores cervicales, 86.1% fueron carcinomas de células escamosas,
12.3% adenocarcinomas, 0.5% adenoescamosos y 1.1% no diferenciados. Un
total de 270 mujeres fueron seleccionadas y pareadas con los casos por edad (en
un intervalo de dos anos de la edad de las pacientes con cancer; intervalo: 24-78
afnos). Estas mujeres atendieron al programa de deteccidén oportuna de cancer
cervical del Hospital General de México durante el mismo periodo de las mujeres
con cancer. Cuando una mujer con cancer fue identificada y confirmada, fueron

escogidas del programa de deteccion uno o dos controles pareados por edad con
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un Papanicolaou normal. La tasa de participacion de los casos y controles fue
cercana al 95%. Los casos recibieron una evaluacion clinica completa. Se
recolectaron biopsias dirigidas por colposcopia en las mujeres con cancer. Los
tejidos fueron fijados en formalina, envueltos en parafina y tefiidos con
hematoxilina-eosina para diagndstico patoldgico de rutina. Para la deteccion del
VPH, en mujeres sanas y con cancer, se recolectaron citologias cervicales del
endoceérvix y ectoceérvix y las células fueron suspendida en un vial con buffer de
extraccién y conservadas a -20°C hasta el analisis. Para analizar el polimorfismo
mitocondrial, se recolectaron muestras sanguineas de casos y controles. El
analisis de la expresion genética mitocondrial fue realizada en 45 casos de los
cuales se tomaron dos biopsias. Un total de 17 muestras de epitelio cervical sano
fueron utilizadas como control para el analisis de la expresion genética. Estas
muestras fueron obtenidas de mujeres a las que se les realizé histerectomia
debido a miomatosis uterina en el servicio de ginecologia del Hospital General de
México. Previo a la histerectomia, en estas mujeres se confirmé que tuviesen un
cérvix sano mediante colposcopia y citologia. Cada biopsia fue dividida en dos
partes equivalentes, un fragmento fue congelado con nitrégeno liquido a -70°C y la
otra parte fue utilizada en el diagnostico patologico. El protocolo y los
procedimientos del estudio fueron revisados y aprobados por el comité cientifico y

de ética local del Hospital General de México.
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Deteccion y tipificacion del VPH.

Se obtuvo DNA a partir de los exudados cervicales de casos y controles utilizando
un kit de purificacion de DNA (Qiagen, Valencia, CA, USA) de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante. La deteccion del VPH fue llevada a cabo
mediante PCR utilizando los oligos universales en el gen L1 del virus, MY0O9/MY 11
y GP5+/6+ descritos previamente. Un fragmento del gen B-globin fue utilizado para
evaluar la calidad del DNA. Los tipos virales del VPH fueron identificados
secuenciando la banda amplificada en las muestras positivas para VPH utilizando
el método de secuenciacion por fluorescencia (BigDye Terminator Ready
Reaction Kit, Applied Biosystems). El analisis de las secuencias fue hecho con el
analizador genético ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems). Las secuencias de las
bandas amplificadas fueron analizadas a través de la herramienta bioinformatica

FASTA (http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/)

Extraccion de RNA total e hibridacién con los microarreglos 1.0 ST de Affymetrix.

El RNA total de cada biopsia fue extraido con Trizol (Gibco-BRL Life
Technologies) siguiendo las recomendaciones del fabricante y posteriormente fue
cuantificado con un espectrofotometro a 260/280 nm y la calidad del RNA fue
determinado por el radio de las intensidades de las bandas ribosomales 18S/28S
en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Del RNA purificado, se
sintetiz6 cDNA e hibrid6 con el microarreglo Human Gene 1.0 ST que contiene 28,
869 sondas, utilizando el protocolo de la manufactura. La hibridacién fue hecha

durante 17 horas a 45 °C en un GeneChip® Hybridization Oven 640 (Affymetrix).
47



Después del lavado y tedido en una estacion de fluidos, los cRNAs fueron
detectados utilizando un escaner GeneChip 3000. Las imagenes digitalizadas
fueron procesadas utilizando el programa GCOS ver 1.4. Solo fueron utilizadas las
intensidades normalizadas de 29 genes mitocondriales contenidas en el

microarreglo para el analisis.

Anélisis de los datos.

Las secuencias de las regiones hipervariables 1 y 2 del DNAmt en cada individuo
fueron analizadas y los haplogrupos caracterizados del mismo modo descrito
previamente (Guardado et al. 2009). Los riesgos fueron calculados como razon de
momios (RM) utilizando una regresion logistica incondicional ajustada por edad
cuando el VPH fue considerado en el modelo. Las frecuencias de los VPHs en los
haplogrupos mitocondriales fueron comparadas con la prueba de y* ajustado por la
correccion de Yate 6 con la prueba exacta de Fisher. Las diferencias encontradas
se consideraron significativas con valores de p menores a 0.05.

Para el analisis de la expresidon genética, se seleccionaron unicamente las
intensidades normalizadas de 29 sondas que exploran genes mitocondriales, para
posteriormente ser comparadas entre los grupos utilizando una prueba de t de
student. Las comparaciones fueron realizadas entre casos y controles y entre los
haplogrupos mitocondriales junto con los controles con el programa FlexArray
(http://genomequebec.mcgill.ca/FlexArray). Se calculd el fold-change dividiendo la
intensidad promedio de cada sonda de todos los casos y los haplogrupos
amerindios mitocondriales entre la intensidad media de las sondas del tejido

cervical sano usado como control.
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Resultados.

Virus del Papiloma Humano y Cancer Cervical.

El DNA del virus del papiloma humano fue encontrado en 180 de 187 (96.3%) de
las muestras de cancer cervical y en 42 de 270 (15.6%) de las muestras epiteliales
de mujeres sanas. En las muestras con cancer, el VPH16 (46.5%) fue el tipo viral
detectado con mas frecuencia, seguido del VPH18 (13.4%), VPH45 (8.6%),
VPH31 (4.8%), VPH58 (3.7%), VPH59 (3.2%), VPH33 (2.7%), VPH56 (2.7%),
VPH52 (2.1%), VPH51 (2.1%), VPH35 (1.1%) Y VPH66 (1.1%; Ver Tabla 5). La
frecuencia acumulada de estos 12 tipos virales mas comunes en mujeres con
cancer cervical fue de 91.6%. Otros tipos virales, con una frecuencia menor al 1%,
fueron encontrados en las muestras tumorales, e incluyen a los tipos 52, 51, 35,
66, 73, 53, 39, 6, 61, 68, 11 y 69, los cuales representan el 10.3% restante de las
muestras positivas para el VPH. En las mujeres control, el VPH16 fue también el
mas frecuente tipo viral encontrado (4.8%) seguido de los tipos virales 31, 58, 53,
18, 56, 66, 6, 61, 71, 45, 68, 29, 32, 70, 90 y 97, todos ellos con una frecuencia

menor al 1.5%.
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Tabla 5. Riesgo de cancer cervical asociado con la presencia de los 12 tipos de VPH mas comunes
y otros encontrados en la muestra.

Controles Casos

Tipo viral % (n) % (n) °RM (IC 95%) °p
n=270 n=187

VPH16 4.8 (13) 46.0 (87) 16.8 (8.9-31.5) < 0.001
VPH18 0.7 (2) 13.9 (25) 20.0 (4.6-86.0) < 0.001
VPH45 0.4 (1) 8.6 (16) 23.3(3.0-178.0) < 0.001
VPH31 1.1 (3) 4.8 (9) 4.8 (1.2-18.2) < 0.001
VPH58 1.1 (3) 3.7(7) 3.8 (0.96-15.0) < 0.001
VPH59 0.0 (0) 3.2 (6) -
VPH33 0.0 (0) 2.7 (5) -
VPH56 0.7 (2) 2.7 (5) 3.8 (0.73-20.3) < 0.001
VPH52 0.0 (0) 2.1 (4) -
VPH51 0.4 (1) 2.1(4) 6.4 (0.71-59.1) < 0.001
VPH35 0.0 (0) 1.1 (2) -
VPHG66 0.7 (2) 1.1(2) 1.7 (0.24-12.7) < 0.001
“Otros VPHs 5.5 (15) 4.2 (8) 0.55(0.37-0.82) < 0.0001
VPH positivas 15.6 (42) 96.3 (180) 152.9 (65.4-357.5) < 0.0001
VPH negativas 84.4 (228) 3.7(7) 1

®RM ajustada por edad.
® valor de p de la regresion logistica incondicional .

°Incluye los VPHs 73, 39,11, 69,68,6,61,53,35,66, 52 y 51 in casos y los VPHs 51, 68, 29, 32, 70,
90, 97, 66, 6, 61, 71 y 53 en controles.
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Se calculd un estimado del riesgo para cancer cervical asociado a la infeccién por
el VPH a través de una regresion logistica incondicional como es mostrado en la
Tabla 5. La razéon de momios (RM) para mujeres positivas para cualquier tipo de
VPH fue de 152.9 (95% CI, 65.4-357.5). Para los tipos virales individuales, la RM
mas alta encontrada fue para el VPH45 (23.3, 95% CI 3.0-178.0), seguido de la
RM para el VPH18 (20.0, 95% CI 4.6-86.0) y VPH16 (16.8, 95% CI 8.9-31.5). Sin
embargo, el riesgo calculado para los tipos 16 y 18 tuvo un valor de p mucho
menor junto con intervalos de confianza mas estrechos que los calculados para el
VPH45 (Ver Tabla 5). Cabe mencionar que la razon de momios de estos tres virus

es mucho mas alta que la RM de los otros VPHs menos frecuentes.

El polimorfismo del DNAmt y el cancer cervical.

Un total de 188 sitios polimérficos fueron identificados en la region hipervariable | 'y
la regidn hipervariable Il incluyendo casos y controles. De estos sitios polimorficos,
98 fueron encontrados en ambos grupos de mujeres, 35 en el grupo de mujeres
con cancer y 55 en mujeres sanas. Estos polimorfismos se encuentran distribuidos
en 238 haplotipos distintos, 115 de los cuales fueron encontrados solo en casos y
83 unicamente en controles (Ver Anexo 1). Los haplogrupos mitocondriales fueron
identificados utilizando los motivos en la regién de control, como fue descrito
previamente (Achilli et al. 2008, Guardado e. al 2009). La ancestria amerindia
mitocondrial predomind en la muestra total con una frecuencia de 93.9%, seguido

por la ancestria europea (4.8%) y africana (1.3%). Las frecuencias de los
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haplogrupos amerindios A2, B2, C1 y D1 en la muestra global fueron de 48.1%,
21.2%, 18.2% y 6.3%, respectivamente. El haplotipo mas comun tuvo una
frecuencia de 5.5% y pertenecio al haplogrupo A2 (Anexo 1). Los haplogrupos
europeos identificados fueron los H, I, J, K, T, U y V, mientras que los africanos
incluyeron a los haplogrupos L1 y L3. La frecuencia de los haplogrupos
mitocondriales en mujeres sanas y con cancer cervical es mostrada en la Tabla 6.
La frecuencia del haplogrupo A2 fue mayor en las mujeres sanas que en las
pacientes con cancer (51.1% vs. 43.3%), mientras lo opuesto fue encontrado para
el haplogrupo B2 (17.8% in controles vs. 26.2% in casos). Sin embargo, solo la
diferencia del haplogrupo B2 fue estadisticamente significativo (p = 0.04, y°) y la
RM fue de 1.64 (95% CI 1.04-2.57), sugiriendo que este haplogrupo incrementa el
riesgo para cancer cervical. Ha sido previamente reportado que la frecuencia de
los haplogrupos amerindios pudiera variar a lo largo de las regiones geograficas
de acuerdo con la historia del mestizaje. Sin embargo, la frecuencia del
haplogrupo B2 no cambié significativamente entre los grupos de casos y controles,

cuando estos fueron estratificados por la regién geografica de origen.
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Tabla 6. El riesgo de cancer cervical de acuerdo a los haplogrupos del DNAmt.

Controles Casos
Haplogrupo % (n) % (n) p RM 95% IC®
n=270 n=187
A2 51.1 (138) 43.3 (81) 0.101 0.73 (0.50-1.06)
B2 17.8 (48) 26.2 (49) 0.040 1.64 (1.05-2.58)
C1 18.5 (50) 18.2 (34) 0.927 0.98 (0.60-1.58)
D1 5.9 (16) 7.0 (13) 0.658 1.19 (0.56-2.53)
Europeos 5.9 (16) 3.2 (6) 0.182 0.53 (0.20-1.37)
Africanos 0.7 (2) 2.1 (4) 0.232 2.93 (0.53-16.16)

2 y?* corregido para continuidad

®RM calculada por regresion logistica univariada.
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Existen alelos especificos en diez posiciones polimoérficas en la RHV1 que definen
a los haplogrupos mitocondriales amerindios. Por lo tanto, la distribucion alélica de
estas posiciones individuales se compararon entre casos y controles (Ver tabla 7).
La distribucion de los alelos fue estadisticamente diferente entre los grupos en tres
posiciones (16362, 16183 y 16189; Ver Tabla 7). El polimorfismo 16362C, el cual
es presente principalmente en el haplogrupo A2, tuvo una mayor frecuencia en los
controles que en el grupo de cancer (60.0% vs. 48.7%; p=0.02, x*) y tuvo una RM
= 0.63 (95% CI 0.43- 0.92). Por lo cual, este pudiera considerarse como una alelo
protector para cancer cervical. Por el contrario, los alelos 16183C y 16189C,
presentes principalmente en el haplogrupo B2, fueron mas frecuentes en mujeres
con cancer cervical que en los controles (26.7% vs. 18.5%, p=0.04 and 31% vs.
20.7%, p=0.01, respectivamente, y*; Ver Tabla 7) y tuvieron una RM de 1.61 (95%
Cl11.03- 2.51) y 1.72 (95% CI 1.12 -2.63), respectivamente. Estos alelos pudieran

considerarse como alelos de riesgo para el desarrollo de cancer
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Tabla 7. Riesgo de cancer cervical asociado a los sitios polimorficos mas comunes de la RHV1
presentes en los haplogrupos mitocondriales.

Polimorfismo® Controles % (n)  Casos % (n) p RM CI (95%)°
16111T 43.7 (118) 34.2 (64) 0.05 0.67 (0.45 -0.99)
16111C 56.3 (152) 65.2(122) Referencia
162907 50.7 (137) 43.3 (81) 0.14 0.74 (0.51-1.08)
16290C 49.3 (133) 56.7 (106) Referencia
16319A 51.5 (139) 46.0 (86) 0.28 0.80 (0.55-1.17)
16319G 48.5 (131) 54.0 (101) Referencia
16362C 60.0 (162) 48.7 (91) 0.02 0.63 (0.43-0.92)
16362T 40.0 (108) 51.3 (96) Referencia
16182C 9.6 (26) 15.0 (28) 0.11 1.65 (0.93-2.92)
16182A 90.4 (244) 85.0 (159) Referencia
16183C 18.5 (50) 26.7 (50) 0.04 1.61(1.03-2.51)
16183A 81.5 (220) 73.3 (137) Referencia
16189C 20.7 (56) 31.0 (58) 0.01 1.72 (1.12 -2.63)
16189T 79.3 (214) 69.0 (129) Referencia
16217C 18.1 (49) 25.7 (48) 0.07 1.56 (0.99-2.45)
16217T 81.9 (221) 74.3 (139) Referencia
16327T 18.5 (50) 17.6 (33) 0.96 0.95 (0.58-1.54)
16327C 81.5 (220) 81.8 (153) Referencia
16325C 26.3 (71) 25.7 (48) 0.90 0.97 (0.63-1.48)
16325T 73.7 (199) 74.3 (139) Referencia

? Polimorfismos respecto a la rCSR son mostrados en negritas y el haplogrupo mitocondrial
asociado esta en el anexo 2.

®Valor de p corregido para continuidad de la prueba de y°.

°RM calculada con la regresion logistica incondicional.
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Interacciéon de la infeccion por VHP con los polimorfismos mitocondriales en el

riesgo para cancer cervical.

Para identificar si la distribucion de los tipos virales del VPH esta relacionada con
la ancestria mitocondrial, las frecuencias de los VPHs 16, 18, 45 y 31 y otros
VPHs fueron comparadas entre los cuatro haplogrupos Amerindios en casos y
controles. Interesantemente, en los pacientes con cancer la distribucién de los
tipos virales fue similar en todos los haplogrupos excepto en uno (D1), en el cual
se observa de manera notoria la ausencia del VPH18, una muy baja frecuencia del
VPH16 y una elevada frecuencia de los VPH 45, 31 y otros tipos (p < 0.01, prueba
de Fisher; Ver Figure 7A). En los controles, el haplogrupo D1 mostré una elevada
positivad para los VPHs, haciendo notar que, fue dos veces mas que la positividad
para toda la muestra de control (31.3% vs 15.6%; p > 0.01, prueba de Fisher).
Este incremento fue principalmente debido al incremento del VPH18 y otros tipos
virales (Ver Figura 7B). Para evaluar si la ancestria mitocondrial potencia o atenua
el riesgo para cancer cervical de la infeccion por VPH, se realizé un analisis
estratificado por los haplogrupos mitocondriales Amerindios. Como era esperado,
el riesgo para cancer cervical conferido unicamente por la infecciéon por VPH
(OR=152.9, 95% CI = 65.4-357.5; Tabla 8) incrementé en mujeres con el
haplogrupo B2 (OR = 208, 95% CI = 25.2-1713.5; p<0.01, regresion logistica
incondicional bi-variada). Este incremento fue mayor, cerca del 50% en mujeres
con los polimorfismos ligados al haplogrupo B2 (16183C y 16189C; Tabla 8). Por
el contrario, el riesgo para cancer cervical dado por la infeccion por VPH

disminuy6 aproximadamente mas de 6 veces en mujeres con el haplogrupo D1,
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principalmente por el incremento en la frecuencia de la infeccion por VPH en el
grupo control hasta 31.3%. (Ver Figura 7). El riesgo para cancer cervical conferido
por la infeccion por VPH no fue influenciado por la presencia de los haplogrupos
A2 o C1 (Ver Tabla 8). Por otra parte, en el haplogrupo A2 incrementé la RM
(hasta 28.7), mientras que en el haplogrupo B2, asi como en los alelos ligados al
mismo (16183C y 16189C) disminuyd la razén de momios (10.1) en mujeres
infectadas por VPH16, en comparacién con la RM calculada para toda la muestra

(Ver Tabla 8).

Tabla 8. Riesgo para cancer cervical atribuido a los virus del papiloma humano en las mujeres con
los haplogrupos mitocondriales amerindios y polimorfismos mitocondriales.

2RM (Cl 95%)

DNAmMt VPH positivo VPH 16 Tipos 16, 18, 45, 31
Haplogrupo
A2 156 (44.9-541.8)* 28.7 (10.6-77.8)* 57.3 (22.9-143.1)*
B2 208 (25.1-1735)* 10.1 (3.1-32.9)* 21.1 (7.1-62.6)*
C1 151.6 (26.0-882.4)* 20.0 (4.1-96.9)*  143.3 (15.1-1359.2)*
D1 - 3.2 (0.1-64.6) 7.2 (0.96-55.3)

Polimorfismo

16362C 144 (46.17-452.9)  19.8 (8.3-47.4)*  48.3(21.1-110.3) *
16183C 222.9 (26.9-1843.2)  10.3 (3.2-33.1)* 20.7 (7.0-60.4) *
16189C 295.6(36-24"* 12.5 (3.9-39.4) 28.5(9.9-82.1) *

®RM calculada para las mujeres de los haplogrupos mitocondriales Amerindios y sus polimorfismos
individuales principales ajustado por infeccion de VPH y edad de las mujeres. ~ Infinito. * Muestra
los RM con valor de p menor a 0.05.
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Figura 7. Distribucién de los tipos virales 16, 18, 45 y 31 y otros VPHs entre los haplogrupos
amerindios en mujeres con cancer cervical y controles sanos.
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Analisis de la expresion genética del DNA mitocondrial.

Si un polimorfismo confiere un riesgo elevado para la enfermedad, pudiera ser
esperado un cambio en la expresion de los genes ligados al mismo. Por lo tanto,
se investigd si los niveles de expresidon de algunos genes mitocondriales
cambiaron en las muestras tumorales del haplogrupo B2 comparado con el epitelio
cervical sano y con tumores con otros haplogrupos Amerindios. Un total de 29
genes mitocondriales fueron analizados para el cambio en la expresion genética
comparando un subgrupo de 45 tumores cervicales positivos para el VPH16 contra
17 epitelios cervicales sanos, como fue descrito previamente en materiales y
métodos. Un total de siete genes (tRNA gly, tRNA his, tRNA leu2, tRNA cys, tRNA
tyr, tRNA asn and tRNA ala) fueron encontrados sobre-expresados en todas las
muestras tumorales comparado con las muestras control (p < 0.05, t de student;
Ver tabla 9). Interesantemente, cuando el andlisis fue realizado por los
haplogrupos individuales, ninguno de ellos permanecié sobre-expresado en algun
haplogrupo. En cambio, tres nuevos genes fueron encontrados sobre-expresados,
dos solo en tumores del haplogrupo B2 (tRNA asp, tRNA lysine; Tabla 9 y Figura
8) y uno (tRNA ser1; Tabla 9) en los tumores del haplogrupo C1 (p < 0.05, t de
student).Comparando solo los tumores, la expresion genética media de los genes
tRNA Asp y tRNA lys fue también significativamente alta en el haplogrupo B2
comparado con el haplogrupo A2 (p < 0.05, t de student; Figura 8). Cabe
mencionar que estos dos genes pertenecen al mismo transcrito del DNAmt

(transcrito 16 en la cadena H; Figura 9).
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Tabla 9. Comparacion de la expresion genética de los genes mitocondriales en los tumores
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cervicales entre los haplogrupos Amerindios.

 Fold Change: promedio de la intensidad de las sondas de los casos dividido entre la intensidad

promedio de los controles (n=17).

* Valor de p menor a 0.05, ** valor de p menor a 0.01, ambos calculados con la prueba t de

student.
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Figura 8. Expresion genética de los genes mitocondriales. Los genes tRNAs con un valor
significante de p en el andlisis de la expresion genética de los tumores de mujeres con cancer
cervical con distintos haplogrupos mitocondriales en comparacion con tejido no tumoral sano. (A)
MT-tRNA serl. (B) MT-tRNA &cido aspartico y (C) MT-tRNA lisina. Las barras verticales muestran
la media de la intensidad de la prueba de cada gene +/- una desviacion estandar. (*) Muestra un
valor de p<0.05 comparando B2 6 C1 vs. Controles. (**) B2 vs. controles y B2 vs. A2.
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Figura 9. Representacion esquematica de los genes que rodean la pérdida intergénica de 9pb
COII-tRNALys en el haplogrupo B2. La regién codificante muestra los genes tRNA-Asp, COIl y
tRNA-Lys. La secuencia intergénica entre COIl y tRNA-Lys es mostrada y los nueve nucleétidos
que son perdidos en el haplogrupo B2 estan subrayados.

Discusion.

El virus del papiloma humano es considerado hasta ahora, el factor causal para el
desarrollo de cancer cervical, aunque se ha incrementado la invidencia de que
factores genéticos contribuyen a la enfermedad. En el presente estudio
encontramos una asociacion entre los haplogrupos mitocondriales Amerindios y
sus polimorfismos de linea germinal con el cancer cervical. También encontramos
diferencias en la expresion genética de los genes mitocondriales en los tumores
de un subgrupo de pacientes con cancer al estratificarlos por los haplogupos
amerindios mitocondriales. En nuestra muestra, la ancestria amerindia predomino
tanto en mujeres sanas como con cancer cervical, lo cual era esperado debido a la
historia del mestizaje de la poblacion mestiza mexicana (Lisker 1981). Sin

embargo, el haplogrupo B2 fue sobre-representado en mujeres con cancer cervical
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mientras que el haplogrupo A2 fue el mas frecuente en las mujeres sanas. Aunque
nuestro grupo de estudio tuvo casi la misma proporcion de ancestria amerindia
materna, se ha reportado que la frecuencia del haplogrupo B2 pudiera variar a lo
largo de las regiones geograficas de México. Esta diferencia probablemente es
debida a las diferentes densidades demograficas de las comunidades indigenas
establecidas en estas areas (Guardado et al. 2009). Sin embargo, cuando las
comparaciones de los haplogrupos mitocondriales amerindios entre los casos vy
controles fueron estratificadas por el lugar de origen de los individuos, no se
encontraron diferencias significativas. Por lo tanto podemos descartar un sesgo en
la seleccidén de nuestras muestras debido a una sub-estructura en la poblacion que
pudiera dar falsas asociaciones. Para nuestro conocimiento, aunque se han hecho
varios estudios de asociacion mitocondrial en diferentes tipos de cancer, los datos
que se conocen de la asociacion de los polimorfismos de linea germinal con el

cancer cervical son practicamente nulos.

Como se ha mencionado, se sabe que los haplogrupos mitocondriales divergen en
tres ramas mayores: el macrohaplogrupo africano L y los macrohaplogrupos
euroasiaticos M y N. Bajo esta clasificacion, los haplogrupos amerindios B2 y A2
pertenecen al Macrohaplogrupo N junto con los haplogrupos caucasoides H, J, K,
T, W, I, Vy U (Achilli et al. 2008, Maca-Meyer et al. 2001). Por el contrario, el
Macrohaplogrupo M contienen lo haplogrupos amerindios C1 y D1 juntos con los
haplogrupos M y G (Maca-Meyer et al. 2001). Nuestra asociacion encontrada del
haplogrupo B2 con cancer cervical en la poblacién mestizo mexicana en conjunto

con previos estudios de asociacion mitocondrial realizados en otros tumores
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sugiere que, el riesgo conferido por el polimorfismo mitocondrial es poblacion y
tumor especifico (Bayona-Bafaluy et al. 2010). Por ejemplo, en una poblacion de
China, el haplogrupo D4a ha sido asociado a un riesgo incrementado de cancer de
tiroides con una RM de 3 (95% CI, 1.09-8.29) vy por el contrario, el haplogrupo D5
aumento el riesgo para cancer de mama con una RM de 3.11 (95% ClI, 1.07-9.06)
(Fang et al. 2010). El haplogrupo europeo U, fue encontrado asociado con un
riesgo elevado para cancer de préstata (RM: 1.95) y cancer renal (RM: 2.52) en
poblacién caucasica norteamericana (Booker et al. 2006). Ademas, en poblaciones
europeas los haplogrupos |, H y el super-haplogrupo UK fueron asociados a un
incremento en el riesgo para carcinoma de mama, colon y vulva, respectivamente.
Sin embargo, también en esta poblacidén, no hubo asociacion del haplogrupo U

con cancer de prostata (Bayona-Bafaluy et al. 2010, Klemba et al. 2010).

Por otra parte, el haplogrupo A2 fue mas frecuente en nuestro grupo de mujeres
control, aunque esta diferencia no alcanzo6 un nivel de significancia estadistica. En
poblaciones europeas caucasicas, el haplogrupo H fue asociado a un riesgo
reducido para cancer endometrial, y de antemano se conoce que este haplogrupo
es el mas frecuente encontrado en poblaciones europeas (Czarnecka et al. 2009).
Es importante senalar, que el haplogrupo A2 fue el haplogrupo mitocondrial mas
frecuente en nuestras muestras como ha sido previamente reportado en otras

poblaciones de Latinoamérica (Salas et al. 2008, Barbosa et al. 2008).

Una posible explicacion para el agrupamiento geografico del riesgo y proteccién
conferida por el polimorfismo del DNAmt es que los haplogrupos individuales

tienen diferentes respuestas a la exposicion del medio ambiente. Desde la
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divergencia y dispersién del hombre moderno desde Africa, se han originado
polimorfismos mitocondriales que han separado los Macrohaplogrupos M y N
(Achilli et al. 2008). El conocimiento de los efectos fenotipicos en los haplogrupos
mitocondriales de estos polimorfismos se han relacionado con la dinamica de la
mitocondria, consumo de oxigeno, produccion de especies reactivas de oxigeno y
balance en el pH de la matriz mitocondrial (Pello et al. 2008, Martinez-Redondo et
al. 2010). Probablemente los polimorfismos del DNAmt se han originado como un
mecanismo de adaptacion de los seres humanos para superar al medio ambiente
a lo largo de la historia, con la posibilidad de que las células tumorales pudieran

tomar ventaja de ellos para el desarrollo de cancer.

Cuando comparamos en ambos grupos, los alelos mas frecuentes encontrados en
los haplogrupos Amerindios, los polimorfismos relacionados con los haplogrupos
A2 y B2 fueron asociados a cancer cervical. Encontramos que los alelos 16183C y
16189C fueron asociados a un riesgo incrementado para cancer cervical.
Interesantemente, en un reporte previo que exploré el polimorfismo de linea
germinal en la posicibn 16189 en pacientes con tumores ginecologicos,
encontraron que el alelo 16189C aumenté el riesgo para cancer en una poblacién
de China (Liu et al. 2003). Aunque en el mismo estudio no encontraron asociacién
de este polimorfismo con cancer cervical; el alelo 16189C fue mas frecuente en
mujeres con cancer que en el grupo control. Notablemente, la posicion 16189 ha
sido reportada como una inestabilidad de micro satélite, al tener la transicion C>T
en tumores comparados con tejido normal (Liu et al. 2003, Wang et al. 2005). Por

otra parte, aunque el polimorfismo T16189C de linea germinal es casi
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representativo del haplogrupo B2, también puede ser encontrado en otros
haplogrupos debido a una mutacion reversa (Achilli et al. 2008). Cuando ocurre
una transicién en la posicién 16189, un largo tracto de citosinas es creado y este
invento pudiera estar involucrado en una inestabilidad gendmica mitocondrial
(Wang et al. 2005). Mas aun, dentro de las posiciones 16184-16193, estan
localizados los elementos cis conocidos como TASs (del inglés, 3'-end of a
termination associated sequence) y el sitio de unién a DNA 7S los cuales son
elementos importantes para la replicacion (Fernandez-Silva et al. 2003). Los
polimorfismos 16183C no han sido previamente asociados a otros tumores y el
efecto pudiera ser el mismo que con el alelo 16189C, ya que esta posicion es
también asociada al haplogrupo B2 y esta en el mismo micro satélite. El alelo
16362C fue encontrado como protector para cancer cervical y lo encontramos

principalmente en el haplogrupo A2.

Inesperadamente, encontramos una diferente distribucion de los VPHs en las
mujeres con cancer cervical del haplogrupo D1, en las cuales los VPHs 45 y 31
predominaron en vez del VPH16 y VPH18. Por otra parte, en mujeres sanas con el
haplogrupo mitocondrial D1, la positividad del VPH fue mucho mayor. Por lo tanto,
nuestros resultados sugieren que la predisposicion a la infeccion por VPH es
diferente entre los haplogrupos Amerindios. Se ha reportado que la frecuencia del
VPH 16 y 18 en mujeres con cancer cervical es muy similar a lo largo de todo el
mundo (Mufioz et al. 2003). Sin embargo, existen estudios que indican que la
prevalencia de los siguientes tipos virales mas comunes en cancer cervical

presentan una distribucion geografica diferente (Clifford et al. 2006, Smith et al.
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2007). Por ejemplo, la prevalencia del VPH58 es mas alta entre las poblaciones
asiaticas; la distribucion de las variantes del VPH33 es diferente entre las mujeres
de Canada y Brasil, y la variante del VPH16 subclase ¢ es mucho mas frecuente
en México que en otras regiones geograficas (Mufoz et al. 2003, Smith et al.
2007, Berumen et al. 2001). Las diferencias en la prevalencia de estos VPHs
pudiera deberse por el antecedente genético de estas poblaciones y el
polimorfismo del DNA mitocondrial pudiera utilizarse para aclarar estas
diferencias. Seria importante tomar en cuenta aquellos grupos de mujeres con
susceptibilidad a algunos VPHs que no se encuentran cubiertos por las vacunas
preventivas actualmente disponibles, para establecer un seguimiento mucho mas

estrecho de esos grupos.

Nuestros resultados en conjunto con otros estudios iran aclarando gradualmente la
importancia de los antecedentes genéticos en el desarrollo del cancer cervical y en
la infeccion por el VPH (Wang et al. 2003, Wang et al. 2010). Interesantemente,
observamos que el riesgo para cancer cervical fue potenciado en las mujeres con
el haplogrupo B2 infectadas por el VPH. Nuestros datos sugieren que aunque el
virus del papiloma humano es el factor principal para el desarrollo del cancer, las
variedades genéticas del DNAmt pueden modular el riesgo para la enfermedad.
Aunque los resultados presentados en este trabajo, no excluyen la influencia de
algunos genes nucleares involucrados en la enfermedad, estudios previos
sugieren una interaccion entre la mitocondrial y el virus del papiloma humano. Se
ha encontrado que la proteina E1"E4 del VPH se une a la membrana mitocondrial

para inducir apoptosis y completar el ciclo viral (Raj et al. 2004). Por otra parte,
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existe evidencia de que la oncoproteina E7 del VPH puede proteger a los
queratinocitos HaCat del dafo ocasionado por las especies reactivas de oxigeno
(Shim et al. 2008). Aunque los conocimientos de la mitocondria y su contribucién
para el cancer se han incrementado, estudios futuros aclararan el rol de ella en la

infeccion por VPH y en el cancer cervical.

Uno de los problemas frecuentemente encontrados con los estudios de
asociacion, es la dificultad para replicar los resultados. Los polimorfismos en
cancer pueden tener un modo de heredabilidad de tipo recesivo o dominante, el
cual depende de la pérdida o ganancia de funcién respectivamente (Fletcher et al.
2010). Se ha propuesto que los polimorfismos pudieran mimetizar las mutaciones
somaticas originadas en el tumor, haciendo susceptible al individuo después de
una serie de pasos mutacionales (Fletcher et al. 2010, Bayona-Bafaluy et al.
2010). Adicionalmente, se ha visto que el 72% de las mutaciones mitocondriales
reportadas como tumor-especificas son variedades genéticas encontradas en las
poblaciones humanas (Brandon et al. 2006). En este trabajo proponemos que si la
ancestria del haplogrupo B2 esta asociada al cancer cervical, un cambio en la
expresion genética mitocondrial pudiera ser observada en la célula tumoral con
este haplogrupo. Primero, encontramos diferencias en la expresion genética
mitocondrial al comparar las muestras sin tomar en cuenta el haplogrupo
mitocondrial con tejido cervical sano. Es importante sefalar que, en esta
comparaciéon, todos los genes diferencialmente expresados fueron sobre-
expresados y todos excepto un gen fueron tRNAs. Segundo, los tumores con el

haplogrupo B2 mostraron diferencias fenotipicas en la expresion genética de tres
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tRNAs. ElI MT-tRNA-asp fue exclusivamente encontrado en los tumores del
haplogrupo B2 y fue sobre-regulado en conjunto con el MT-tRNA-lys, el cual
pertenece al mismo transcrito. Tercero, recapitulando la relacion polimorfismo-
fenotipo del DNAmt, estos dos tRNA flanquean la sub-unidad Il de la citocromo C
oxidasa (COIl) la cual contiene la pérdida de 9 pares de bases caracteristica del

haplogrupo B2 (Kivisild et al. 2003).

Los tRNAs son muy importantes para sintesis de las proteinas de la fosforilacion
oxidativa y las mutaciones en estos RNAs tienen serias consecuencias en la
cadena respiratoria (Boulet et al. 2010). Un alto nivel de expresion de los tRNAs
tanto nucleares como mitocondriales se ha encontrado en cancer de mama y
lineas celulares derivadas de este carcinoma (Pavon-Eternod et al. 2009). La
elevada tasa en la sintesis de tRNAs pudiera ser un proceso regulatorio para
satisfacer las altas demandas traduccionales de los tumores en crecimiento. En
este trabajo encontramos la sobre-expresion del MT-tRNA-leu2 en las muestras
tumorales y se ha reportado que este tRNA es uno de los mas utilizados para la
sintesis de proteinas mitocondriales. (Swire et al. 2005). Sin embargo, también es
sabido que en las células tumorales, las mutaciones somaticas ocurren en el
DNAmt con la consecuente disrupcion en la sintesis de las proteinas de la cadena
respiratoria y un incremento en la produccién de las especies reactivas de oxigeno
(Singh KK et al. 2009, Solaini et al. 2005). Ademas, las células tumorales deben
enfrentar condiciones de hipoxia/normoxia durante el crecimiento tumoral vy
aquellas células que sobreviven bajo estas circunstancias tienen una ventaja

selectiva (Solaini et al. 2010). Por otra parte, se ha encontrado una sobre-
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regulacion de los tRNAs mitocondriales después de periodos de hipoxia en
cardiomiocitos de raton (Jian et al. 2010). Finalmente, una sobre expresion de lo
tRNAs en cancer pudiera ser utilizado como un mecanismo de la célula para
prevenir la apoptosis inactivando la via intrinseca por la célula tumoral (Mei et al.
2010). La realizacién de mas estudios funcionales in vitro ayudara a dilucidar los

mecanismos relacionados con el haplogrupo B2 y la predisposicién a cancer.

Podemos concluir que existe una relacién entre los polimorfismos mitocondriales
de linea germinal y el cancer cervical en mujeres infectadas con el VPH. El
analisis de los polimorfismos mitocondriales pudiera ser util para identificar la
proporcion de individuos que estan sujetos a ser infectados con los VPHs
oncogenicos menos comunes. También, existe una asociacion entre la ancestria
mitocondrial Amerindia del haplogrupo B2 y el fenotipo de la expresion genética
mitocondrial en las células tumorales con este haplogrupo. Aunque el DNAmt es
solo uno de los varios loci que podrian estar implicados en el riesgo para cancer
cervical, estudios funcionales proveeran estimados bioldgicos del efecto de estos

polimorfismos con el medio ambiente en el proceso de la carcinogénesis.
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Conclusiones:

Los resultados de la ultima parte de este trabajo indican que existe una asociacion
entre la ancestria Amerindia y el riesgo para desarrollar cancer cervical. Cabe
mencionar que el riesgo conferido por el haplogrupo B2 es leve, lo cual es similar
a lo reportado en otros estudios de asociacion en cancer cervical analizando otros
genes candidato. EI DNA mitocondrial pudiera considerarse como un loci
candidato involucrado en el riesgo de cancer cervical. Es probable que existan
polimorfismos en otros genes nucleares no conocidos que actiuen en conjunto con
los genes mitocondriales para conferir la susceptibilidad o proteccion para
desarrollar cancer cervical. Los resultados arrojados por el presente estudio,
incrementaran el acervo de los genes de riesgo para cancer cervical en poblacion
mexicana. Estudios futuros en un tamafio de muestra mayor y en otras
poblaciones ayudaran a dilucidar la asociacion entre la infeccion por el virus del
papiloma humano y la ancestria mitocondrial, especialmente con aquellos virus
poco frecuentes no cubiertos por las vacunas preventivas actualmente disponibles.
Nuestros datos indican que existen diferencias fenotipicas del haplogrupo B2 en el
cancer cervical debido a la sobre expresién de los genes mitocondriales tRNA lys
y tRNA asp, por lo que futuros estudios funcionales permitiran esclarecer los

mecanismos involucrados entre el VPH, la mitocondria y el desarrollo del cancer.
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VI. PERSPECTIVAS.

Como ya se ha mencionado en este trabajo, el cancer cervical se mantiene entre las
primeras causas de muerte por cancer en mujeres. Poco se conoce de los factores
genéticos que pudieran estar involucrados en el desarrollo del cancer cervical. La
identificacion de variantes genéticas que confieran riesgo o susceptibilidad para
desarrollar cancer, permitira en un futuro poder definir mejor las interacciones entre el
genoma del individuo, el medio ambiente y la enfermedad. Al realizar este tipo de
estudios en poblacion mestiza, se tiene que tomar ciertas consideraciones para evitar
asociaciones espurias. Conocer los patrones de ancestria e historia del mestizaje en
las distintas regiones de México permitiran disefiar mejor estos estudios. Finalmente,
los resultados en el presente trabajo requeriran de replicarlos en un tamafio de muestra
mayor y en otras poblaciones con ancestria Amerindia. Esto continda siendo
considerado como el taléon de Aquiles en los estudios de asociacidn, ya que gran parte
de los resultados obtenidos al replicar estos estudios suelen ser inconsistentes. Es por
ello que la caracterizacidon funcional de estos polimorfismos en los genes y los genes
relacionados pudieran considerarse como una opcion para solventar estos problemas.
Finalmente, aunque los resultados de este tipo de estudios suelen ser modestos, al
conocer el mayor numero de genes servira para estudiar la interaccion entre estos

genes para el riesgo de desarrollar la enfermedad.
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Muestra Caso/Control Haplotipo

C001 Control 16153A 16223T 16240G 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C002 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 235G 263G 309C 315.1C

C003 Control 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

C004 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 103A 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C005 Control 16223T 16298C 16301T 16325C 16327T 73G 215G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

C006 Control 16111T 16223T 16284G 16290T 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C008 Control 16182C 16183C 16189C 16217C 16295T 73G 152C 263G 310C 309C 315.1C

C009 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 73G 146C 152C 153G 195C 235G 263G 309.1C 315.1C

C010 Control 16051G 16223T 16298C 16311C 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309.2C 315.1C

C012 Control 16111T 16136C 16223T 16247G 16257T 16274A 16290T 16319A 16344T 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C
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C039 Control 16172C 16182C 16183C 16184T 16189C 16217C 73G 263G 309.1C 315.1C

C040 Control 16111T 16129A 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C

Co41 Control 16182C 16183C 16189C 16217C 16259T 16357C 16362C 73G 263G 309C 315.1C

C042 Control 16223T 16325C 16362C 73G 147A 188G 234G 263G 309.2C 315.1C

C043 Control 16182C 16183C 16189C 16217C 16342C 73G 146C 152C 263G 309delC 315.1C

C044 Control 16086C 16111T 16209C 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
C045 Control 16111T 16223T 16284G 16290T 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C046 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C048 Control 16223T 16325C 16362C 73G 263G 309C 315.2C

C049 Control 16092C 16182C 16183C 16189C 16217C 16344T 73G 263G 309.1C 315.1C

C050 Control 16104T 16183C 16189C 16217C 16362C 73G 263G 309.1C 315.1C

C051 Control 16111T 16129A 16213A 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
C052 Control 16183C 16189C 16217C 16323C 73G 263G 267C 309C 315.1C

C053 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16335G 73G 146C 150T 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C056 Control 16223T 16274A 16325C 73G 263G 309.1C 315.1C

C057 Control 16183C 16189C 16217C 16323C 73G 263G 267C 309.1C 315.1C

C058 Control 16187T 16223T 16232T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C059 Control 16182C 16183C 16189C 16217C 16291T 73G 195C 263G 309.2C 315.1C

C061 Control 16075C 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 150T 199C 204C 263G del 290-291 309.1C 315.1C

C062 Control 16182C 16183C 16189C 16217C 73G 263G 309.2C 315.1C

C063 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 103A 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C064 Control 16111T 16136C 16172C 16223T 16247G 16257T 16274A 16290T 16319A 16344T 73G 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C
C065 Control 16051G 16223T 16278T 16318G 16362C 73G 263G 309C 315.1C

C066 Control 16223T 16298C 16325C 16327T 16362C 73G 215G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

C068 Control 16093C 16111T 16136C 16223T 16290T 16311C 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
C069 Control 16111T 16223T 16234T 16239T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 238G 263G 309.1C 315.1C
C070 Control 16051G 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

C073 Control 16086C 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

Cco77 Control 16172C 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 143A 195C 260A 263G del 290-291 309C 315.1C

C079 Control 16051G 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 263G 310C del 290-291 309C 315.1C

C089 Control 16111T 16223T 16274A 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 263G 309.1C 315.1C

C092 Control 16111T 16223T 16290T 16362C 73G 146C 235G 263G 309.1C 315.1C

C094 Control 16140C 16183C 16189C 16217C 16270G 16278T 73G 146C 248G 263G 309.2C 315.1C

C095 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

C097 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C

C100 Control 16213A 16224C 16311C 73G 146C 263G 309C 315.1C

C103 Control 16093C 16223T 16325C 16362C 73G 146C 263G 309C 315.1C

C105 Control 16111T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 235G 263G 309.2C 315.1C

C106 Control 16111T 16129A 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C107 Control 16124C 16223T 16278T 16362C 73G 263G 309C 315.1C

C108 Control 16223T 16325C 16362C 73G 200G 263G 309.1C 315.1C

C109 Control 16182C 16183C 16189C 16217C 16319A 73G 146C 263G 309.2C 315.1C

C110 Control 16111T 16223T 16290T 16311C 16319A 16362C 73G 146C 153G 199C 235G 263G 309.2C 315.1C

Cc111 Control 16111T 16183C 16189C 16217C 16223T 16239T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 226C 228A 235G 263G 309.2C 315.1C
C112 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C

C115 Control 16223T 16325C 16362C 73G 211G 263G 309.1C 315.1C

C116 Control 16111T 16124C 16175G 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 235G 263G 309.1C 315.1C

Cc117 Control 16182C 16183C 16189C 16217C 16319A 73G 146C 263G 309.2C 315.1C

C118 Control 16173T 16183C 16189C 16217C 16311C 16352C 73G 263G 309C 315.1C

C119 Control 16111T 16136C 16223T 16290T 16319A 16324C 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
C120 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 103A 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

Cc121 Control 16182C 16183C 16189C 16217C 16278T 73G 146C 263G 309.1C 315.1C

C122 Control 16069T 16126C 16294T 73G 152C 185A 228A 263G 295T 309C 315.1C

C123 Control 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 215G 263G del 290-291 309C 315.1C

C124 Control 16164G 16183C 16189C 16217C 73G 263G 309.1C 315.1C

C125 Control 16111T 16223T 16284G 16290T 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C126 Control 16183C 16189C 16217C 16316G 73G 263G 309.1C 315.1C




Muestra Caso/Control Haplotipo

C127 Control 16223T 16325C 16362C 73G 263G 309C 315.1C

C128 Control 16182C 16183C 16189C 16217C 16278T 73G 146C 263G 309.2C 315.1C

C129 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16325C 16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
C130 Control 16223T 16298C 16311C 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

C131 Control 263G 309.1C 315.1C

C132 Control 16213A 16223T 16290T 16319A 16325C 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C133 Control 16182C 16183C 16189C 16217C 16295T 73G 146C 152C 263G 309.2C 315.1C

C134 Control 16111T 16223T 16265C 16290T 16319A 16330C 73G 103A 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
C135 Control 16164G 16183C 16189C 16217C 73G 263G 309.2C 315.1C

C137 Control 16136C 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

C138 Control 16111T 16223T 16234T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

C139 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 103A 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C140 Control 16126C 16259T 16298C 16311C 16325C 16327T 73G 75A 263G del 290-291 309.1C 315.1C

C141 Control 16093C 16111T 16129A 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
C142 Control 16092C 16111T 16183C 16189C 16217C 16325C 73G 228A 263G 309.1C 315.1C

C143 Control 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309.2C 315.1C

C144 Control 16182C 16183C 16189C 16217C 73G 263G 309.2C 315.1C

C145 Control 16223T 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

C146 Control 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

C147 Control 16153A 16223T 16240G 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C148 Control 16051G 16188T 16204A 16223T 16325C 16327T 16362C 73G 263G del 290-291

C149 Control 16362C 73G 263G 309.1C 315.1C

C150 Control 16111T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 235G 263G 309.2C 315.1C

C153 Control 16111T 16241G 16290T 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C154 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C155 Control 16223T 16325C 16362C 73G 263G 309.1C 315.1C

C156 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C157 Control 16129A 16172C 16223T 16298C 16311C 16325C 16327T 73G 146C 152C 263G del 290-291 309.1C 315.1C
C158 Control 16051G 16188T 16204A 16223T 16325C 16327T 16362C 73G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

C159 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16344T 16362C 73G 146C 235G 263G 309C 315.1C

C160 Control 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 200G 235G 263G 309.1C 315.1C

C161 Control 16240G 152C 263G 309.1C 315.1C

C162 Control 16095T 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C163 Control 16183C 16189C 16217C 16278T 73G 234G 263G 309.2C 315.1C

C164 Control 16111T 16223T 16234T 16290T 16319A 16360T 16362C 97A 146C 153G 235G 263G del 106-111 309.1C 315.1C
C165 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 143A 152C 153G 185A 263G 309C 315.1C

C166 Control 16183C 16189C 16217C 73G 263G 309.1C 315.1C

C168 Control 16111T 16223T 16234T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

C169 Control 16223T 16240G 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 195C 235G 263G 309.1C 315.1C

C170 Control 16209C 16223T 16311C 73G 150T 189G 200G 263G 309.1C 315.1C

Cc171 Control 16192T 16270T 16319A 73G 263G 309C 315.1C

C172 Control 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C173 Control 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

C174 Control 16183C 16189C 16200G 16217C 16219C 73G 146C 263G 309.2C 315.1C

C175 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C176 Control 16111T 16129A 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

Cc177 Control 16129A 16142T 16192T 16223T 16264T 16265G 16325C 16362C 73G 146C 263G 324A 309.1C 315.1C
C178 Control 16182C 16183C 16189C 16217C 73G 263G 309.1C 315.1C

C179 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 93G 146C 235G 263G 309.1C 315.1C

C180 Control 16086C 16223T 16295T 16298C 16319A 16325C 16327T 73G 194T 263G del 290-291 309.1C 315.1C
Cc181 Control 16189C 16192T 16270T 16319A 73G 150T 263G 309C 315.1C

C182 Control 16093C 16136C 16223T 16290T 16311C 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
C183 Control 16111T 16176T 16223T 16239T 16290T 16298C 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
C184 Control 16051G 16129C 16189C 16256T 73G 146C 263G 309.2C 315.1C

C185 Control 16051G 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 150T 194T 263G del 290-291 309C 315.1C

C186 Control 16186T 16223T 16293G 16298C 16325C 16327T 73G 146C 174T 199C 263G del 290-291 309.1C 315.1C
Cc187 Control 16111T 16223T 16290T 16362C 73G 146C 153G 193G 235G 263G 309.1C 315.1C

C188 Control 16223T 16325C 16362C 73G 211G 263G 309.1C 315.1C

C189 Control 16182C 16183C 16189C 16217C 16270G 16278T 73G 146C 263G 309.2C 315.1C

C190 Control 16182C 16183C 16189C 16217C 73G 263G 320T 309.2C 315.1C

C191 Control 16092C 16168T 16223T 16290T 16296T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C
C192 Control 16111T 16129A 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C193 Control 16140C 16183C 16189C 16217C 16270G 16278T 73G 146C 248G 263G 309.2C 315.1C

C194 Control 16111T 16129A 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 200G 235G 263G 309.1C 315.1C
C195 Control 16129A 16172C 16223T 16298C 16311C 16325C 16327T 73G 146C 152C 263G del 290-291 309.2C 315.1C
C196 Control 16111T 16182C 16183C 16189C 16217C 16294 T 73G 93G 228A 263G 309.2C 315.1C

C197 Control 16051G 16093C 16188T 16204A 16223T 16325C 16327T 16362C 73G 263G del 290-291 309.1C 315.1C
C198 Control 16104A 16111T 16189C 16192T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C
C199 Control 16223T 16298C 16325C 16327T 16354 T 73G 263G del 290-291 309C 315.1C

C200 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C201 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C202 Control 16183C 16189C 16217C 73G 114G 263G 309C 315.1C

C203 Control 16051G 16188T 16204A 16223T 16325C 16327T 16362C 73G 263G del 290-291 309C 315.1C

C204 Control 16051G 16188T 16223T 16325C 16327T 16362C 73G 263G del 290-291 309C 315.1C

C205 Control 16111T 16183C 16189C 16223T 16239T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 226C 228A 235G 263G 309.1C 315.1C
C207 Control 16181C 16182C 16183C 16189C 16217C 16362C 73G 146C 182T 263G 309C 315.1C

C208 Control 16181G 16223T 16292T 16298C 16325C 16327T 73G 234G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

C209 Control 16129A 16223T 16224C 16234T 16298C 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

C210 Control 16111T 16172C 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

c211 Control 16111T 16187T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
C212 Control 16223T 16325C 73G 150T 185A 263G 309.1C 315.1C

C213 Control 16111T 16290T 16319A 73G 146C 235G 263G 309.2C 315.1C

C214 Control 16111T 16223T 16274A 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 182T 235G 263G 309.1C 315.1C
C215 Control 16144C 16182C 16183C 16189C 16217C 73G 263G 309C 315.1C

C216 Control 16187T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 320T 309.1C 315.1C
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Cc217 Control 16086C 16172C 16181G 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309C 315.1C

C218 Control 16111T 16223T 16274A 16290T 16311C 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C
C219 Control 16126C 16294T 73G 263G 309.2C 315.1C

C220 Control 16111T 16223T 16274A 16290T 16311C 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C
Cc221 Control 16179A 16183C 16189C 16217C 16278T 73G 263G 309.2C 315.1C

C223 Control 16223T 16274A 16325C 16362C 73G 263G 309C 315.1C

C224 Control 16182C 16183C 16189C 16217C 73G 150T 263G 308T 309.2C 315.1C

C225 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16325C 16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
C226 Control 16111T 16223T 16290T 16311C 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C228 Control 16111T 16131C 16134T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 75A 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
C229 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16360T 16362C 146C 153G 235G 263G del 106-111 309.2C 315.1C
C230 Control 16111T 16172C 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

C231 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C232 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16335G 16362C 73G 146C 153G 263G 310C 309C 315.1C

C233 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C234 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16335G 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C235 Control 16183C 16189C 16217C 16270G 16278T 73G 143A 146C 263G 309.1C 315.1C

C238 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16335G 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C

C239 Control 16093C 16223T 16325C 16362C 73G 263G 309.1C 315.1C

C240 Control 16111T 16182C 16183C 16189C 16217C 16294T 73G 93G 228A 263G 309.2C 315.1C

C241 Control 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

C242 Control 16181G 16223T 16261T 16292T 16298C 16325C 16327T 73G 234G 263G del 290-291 309.1C 315.1C
C243 Control 16111T 16136C 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

C244 Control 16183C 16189C 16217C 16232A 16278T 16362C 73G 263G 309.2C 315.1C

C245 Control 16129A 16172C 16223T 16298C 16311C 16325C 16327T 73G 146C 152C 263G del 290-291 309.1C 315.1C
C246 Control 16223T 16292T 16325C 16362C 73G 263G 309.1C 315.1C

C247 Control 16051G 16188T 16204A 16223T 16325C 16327T 16362C 73G 200G 263G del 290-291 309.1C 315.1C
C248 Control 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 215G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

C249 Control 16181G 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 151T 263G del 290-291 309C 315.1C

C250 Control 16167T 16223T 16290T 16311C 16319A 16352C 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C
C251 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

C252 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C254 Control 16111T 16223T 16239T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 151T 152C 153G 215G 235G 263G 335G 309.1C 315.1C
C255 Control 16092C 16182C 16183C 16189C 16217C 16335G 16362C 73G 94A 263G 324G 309.1C 315.1C

C256 Control 16189C 16223T 16325C 16362C 73G 263G 324G 309.1C 315.1C

C258 Control 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 203A 204C 263G del 290-291 309.2C 315.1C

C260 Control 16111T 16129A 16223T 16234T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C
C263 Control 16111T 16223T 16290T 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C

C264 Control 16111T 16223T 16284G 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C265 Control 16051G 16188T 16223T 16325C 16327T 16362C 73G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

C266 Control 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C268 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 235G 263G 309C 315.1C

C269 Control 16189C 16192T 16223T 16245T 16278T 16294T 16309G 73G 143A 146C 152C 195C 263G 309C 315.1C
C270 Control 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309C 315.1C

C272 Control 16111T 16223T 16258G 16290T 16319A 16362C 73G 103A 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

C273 Control 16111T 16136C 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

C275 Control 16069T 16126C 16215T 73G 185A 188G 228A 263G 295T 309.1C 315.1C

C278 Control 16137G 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C279 Control 16223T 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309C 315.1C

C281 Control 16192T 93G 95C 263G 309C 315.1C

C282 Control 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C283 Control 16182C 16183C 16189C 16217C 16295T 73G 146C 152C 263G 309.2C 315.1C

C287 Control 16093C 16298C 263G 309C 315.1C

C288 Control 16092C 16111T 16136C 16223T 16257T 16290T 16311C 16319A 16344T 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
C289 Control 16111T 16223T 16239T 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C290 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C292 Control 16111T 16223T 16234T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C293 Control 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

C294 Control 16362C 73G 263G 309.1C 315.1C

C297 Control 315.1C

C298 Control 16111T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 235G 263G 309.1C 315.1C

C299 Control 16179T 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

C300 Control 16111T 16223T 16239T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C302 Control 16086C 16223T 16295T 16298C 16319A 16325C 16327T 16362C 73G 194T 263G del 290-291 309C 315.1C
C303 Control 16298C 16325C 16327T 73G 215G 263G del 290-291 309C 315.1C

C304 Control 16183C 16189C 16217C 16278T 73G 263G 309.1C 315.1C

C305 Control 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 94A 150T 263G 309T del 290-291 309.1C 315.1C

C307 Control 16111T 16223T 16265G 16290T 16293G 16311C 16319A 16362C 73G 90C 98T 146C 153G 195C 235G 263G 309.1C 315.1C
C311 Control 16111T 16223T 16274A 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

C312 Control 16111T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 235G 263G 309.2C 315.1C

C313 Control 16111T 16189C 16223T 16239T 16290T 16319A 16325C 16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
C314 Control 16182C 16183C 16189C 16217C 73G 263G 309.2C 315.1C

C318 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16360T 16362C 146C 153G 235G 263G del 106-111 309.2C 315.1C
C319 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 97A 146C 153G 235G 263G del 106-111 309C 315.1C

C320 Control 16092C 16153A 16223T 16240G 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
C322 Control 16183C 16189C 16217C 16278T 73G 263G 309.2C 315.1C

C323 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

C325 Control 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

C328 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C329 Control 16142T 16223T 16274A 16325C 16362C 73G 146C 263G 309.1C 315.1C

C330 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16357C 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 295T 309C 315.1C

C332 Control 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

C333 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16335G 16362C 73G 146C 153G 263G 310C 309C 315.1C

C334 Control 16111T 16129A 16189C 16223T 16290T 16311C 16319A 16362C 73G 146C 153G 215G 235G 263G 309.1C 315.1C
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C335 Control 16129A 16220C 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

C336 Control 16051G 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C
C337 Control 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

C338 Control 16093C 16148T 16183C 16185T 16217C 73G 146C 263G 309C 315.1C

C339 Control 16069T 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

C341 Control 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

C343 Control 16069T 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C

C345 Control 16223T 16270T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 214G 235G 263G 309C 315.1C

C346 Control 16111T 16124C 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 151T 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
C347 Control 16129A 16145A 16183C 16187T 16189C 16217C 16323C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C

C348 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 195C 235G 263G 309.1C 315.1C
C349 Control 16111T 16129A 16223T 16260T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 151T 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
C350 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 103A 146C 235G 263G 309.1C 315.1C

C351 Control 16182C 16183C 16189C 16217C 16250G 73G 182T 263G 309.1C 315.1C

C353 Control 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 103A 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C

C354 Control 16093C 16111T 16136C 16290T 16311C 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

R001 caso 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309C 315.1C

R002 caso 16298C 16325C 16327T 73G 215G 263G 309C 315.1C

R004 caso 16183C 16189C 16217C 16278T 16362C 73G 146C 263G 309.2C 315.1C

R005 caso 16183C 16189C 16217C 16278T 73G 146C 263G 309.2C 315.1C

R006 caso 16223T 16325C 16362C 73G 152C 217C 263G 309C 315.1C

R007 caso 16111T 16223T 16288C 16290T 16319A 16348T 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C

R008 caso 16213A 16223T 16290T 16319A 16325C 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C

R009 caso 16183C 16189C 16217C 73G 263G 309.2C 315.1C

RO10 caso 16223T 16241G 16301T 16342C 16362C 73G 152C 263G 309.1C 315.1C

RO11 caso 16111T 16183C 16189C 16223T 16239T 16288C 16290T 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 204C 235G 263G 309.2C 315.1C
R012 caso 16223T 16320T 73G 150T 152C 195C 263G  309C 315.1C

R013 caso 16111T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 235G 263G 309.2C 315.1C

RO14 caso 16075C 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 150T 204C 263G del 290-291 309.1C 315.1C

RO15 caso 16240G 152C 263G 309.1C 315.1C

RO19 caso 16144C 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 248G 263G del 290-291 309C 315.1C

R020 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

R021 caso 16183C 16189C 16217C 73G 207A 263G 309.1C 315.1C

R022 caso 16092C 16111T 16134T 16223T 16247C 16256 T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 215G 235G 263G 309.1C 315.1C
R023 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

R024 caso 16092C 16111T 16223T 16290T 16319A 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

R028 caso 16223T 16274A 16298C 16319A 16325C 16327T 73G 214G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

R029 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 73G 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C

R032 caso 16181G 16223T 16298C 16311C 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

R033 caso 16182C 16183C 16189C 73G 263G 309.2C 315.1C

R036 caso 16182C 16183C 16189C 16217C 16295T 73G 146C 152C 226C 263G 309.2C 315C

R037 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 16335G 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

R040 caso 16092C 16111T 16136C 16223T 16257T 16290T 16311C 16319A 16344 T 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
R043 caso 16092C 16183C 16189C 16217C 16243C 73G 114G 146C 263G 309C 315.1C

R044 caso 16183C 16189C 16217C 16298C 73G 114G 146C 263G 309C 315.1C

R046 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 16360T 16362C 73G 146C 153G 195C 263G 310C 309C 315.1C

R047 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 16335G 16362C 73G 146C 153G 195C 263G 310C 309C 315.1C

R048 caso 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

R053 caso 16181G 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 150T 263G del 290-291 309C 315.1C

R056 caso 16223T 16316G 16325C 16362C 73G 263G 309.1C 315.1C

R057 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C

R058 caso 16092C 16182C 16183C 16189C 16217C 73G 263G 309C 315.1C

R059 caso 16114T 16154C 16182C 16183C 16189C 16217C 16298C 16344T 73G 114G 263G 309.2C 315.1C

R060 caso 16223T 16325C 16362C 73G 263G 309.1C 315.1C

R061 caso 16223T 16325C 16362C 73G 263G 309C 315.1C

R062 caso 16183C 16189C 16217C 16323C 73G 263G 309.2C 315.1C

R064 caso 16183C 16189C 16217C 16323C 73G 263G 267C 309C 315.1C

R065 caso 16091G 16098G 16111T 16129A 16223T 16290T 16319A 16362C 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C
R066 caso 16111T 16215G 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 185A 188G 263G 309.1C 315.1C

R067 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

R069 caso 16104T 16129A 16223T 16240G 16274A 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
RO70 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

R072 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C

RO73 caso 16223T 16325C 16362C 73G 263G 309C 315.1C

RO74 caso 16223T 16240G 16290T 16319A 16344T 16362C 73G 146C 153G 195C 204C 235G 263G 309.1C 315.1C
RO75 caso 16223T 16298C 16311C 16325C 16327T 73G 95C 263G 309.1C 315.1C

RO77 caso 16172C 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 146C 152C 153G 195A 235G 263G 309.1C 315.1C

R080 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

R081 caso 16189C 16217C 16241G 16287T 16362C 73G 263G 309.1C 315.1C

R082 caso 16111T 16223T 16259T 16290T 16300G 16319A 16362C 73G 146C 153G 215G 235G 263G 309.1C 315.1C
R086 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 111G 146C 153G 195C 235G 263G 309.1C 315.1C

R087 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C

R088 caso 16086C 16104T 16129A 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

R090 caso 16153A 16209C 16223T 16240G 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
R092 caso 16111T 16145A 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

R093 caso 16111T 16223T 16234T 16239T 16274A 16290T 16294T 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
R095 caso 16129A 16182C 16183C 16189C 16217C 16259T 16357C 73G 263G 309C 315.1C

R096 caso 16172C 16181G 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309C 315.1C

R097 caso 16223T 16290T 16319A 73G 146C 235G 263G 309.1C 315.1C

R098 caso 16111T 16223T 16239T 16242T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 204C 235G 263G 309.1C 315.1C
R100 caso 16175G 16223T 16298C 16325C 16327T 16352C 73G 204C 263G 272G del 290-291 309C 315.1C

R101 caso 16256T 16270T 73G 263G 309C 315.1C

R103 caso 16223T 16325C 16362C 73G 263G 309.2C 315.1C

R104 caso 16223T 16325C 16362C 73G 263G 309C 315.1C




Muestra Caso/Control Haplotipo

R106 caso 16111T 16223T 16290T 16291T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

R107 caso 16051G 16188T 16223T 16325C 16327T 16362C 73G 263G del 290-291 309.2C 315.1C

R108 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

R109 caso 16182C 16183C 16189C 16217C 16319A 73G 125C 127C 146C 263G 309.1C 315.1C

R110 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

R112 caso 16184T 16223T 16261T 16298C 16325C 73G 152C 263G del 290-291 309.1C 315.1C

R113 caso 16111T 16136C 16223T 16290T 16319A 16355T 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

R114 caso 16153A 16223T 16298C 16320T 16325C 16327T 73G 195C 263G del 290-291 309.1C 315.1C

R115 caso 16182C 16183C 16189C 16217C 73G 195C 263G 309.2C 315.1C

R116 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

R117 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 143A 195C 263G del 290-291 309.1C 315.1C

R119 caso 16129A 16172C 16223T 16298C 16311C 16325C 16327T 73G 146C 152C 263G del 290-291 309.1C 315.1C
R120 caso 16111T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 235G 263G 309.2C 315.1C

R122 caso 16111T 16223T 16290T 16299G 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C

R123 caso 16182C 16183C 16189C 16217C 16295T 73G 152C 263G 310C 309C 315.1C

R124 caso 16181G 16223T 16298C 16311C 16325C 16327T 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309C 315.1C

R125 caso 16129A 16145A 16183C 16187T 16189C 16193insC 16217C 16319A 16323C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C
R126 caso 16129A 263G 309.1C 315.1C

R127 caso 16213A 16223T 16290T 16304C 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309C 315.1C

R128 caso 16111T 16223T 16272G 16287G 16288C 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 208C 235G 263G 309.2C 315.1C
R131 caso 16086C 16172C 16181G 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309C 315.1C

R132 caso 16223T 16325C 16362C 73G 263G 309C 315.1C

R133 caso 16104T 16183C 16189C 16217C 16362C 16366A 73G 146C 150T 263G 309.1C 315.1C

R134 caso 16086C 16104T 16129A 16223T 16240G 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 195C 235G 263G 309C 315.1C
R137 caso 16111T 16189C 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

R139 caso 16182C 16183C 16189C 16217C 16278T 73G 263G 309.2C 315.1C

R140 caso 16256T 16270T 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

R141 caso 16140C 16183C 16189C 16217C 16270G 16278T 73G 146C 248G 263G 309.2C 315.1C

R142 caso 16223T 16325C 16362C 73G 214G 263G 267C 309.1C 315.1C

R143 caso 16086C 16104T 16129A 16189C 16223T 16240G 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C
R144 caso 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

R145 caso 16182C 16183C 16189C 16217C 16295T 73G 146C 263G 309.2C 315.1C

R147 caso 16183C 16189C 16217C 16259T 16357C 73G 263G 309.2C 315.1C

R148 caso 16183C 16189C 16217C 16274A 16278T 16362C 73G 263G 309.2C 315.1C

R149 caso 16111T 16223T 16234T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 310C 309C 315.1C

R150 caso 16111T 16223T 16234T 16239T 16290T 16294T 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
R151 caso 16153A 16223T 16240G 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

R153 caso 16183C 16189C 16217C 16259T 16290T 16357C 73G 263G 309.1C 315.1C

R155 caso 16223T 16274A 16298C 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

R156 caso 16182C 16183C 16189C 16217C 16270G 16278T 16362C 16366A 73G 146C 263G 309.2C 315.1C

R157 caso 16182C 16183C 16189C 16217C 16319A 73G 125G 146C 228A 263G 287G 309.2C 315.1C

R158 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

R160 caso 16051G 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

R161 caso 16111A 16182C 16183C 16189C 16217C 73G 216C 263G 309.2C 315.1C

R163 caso 16223T 16325C 16362C 73G 263G 309.1C 315.1C

R164 caso 16182C 16183C 16189C 16217C 16278T 73G 146C 263G 309.1C 315.1C

R166 caso 16183C 16189C 16217C 16278T 73G 263G 309C 315.1C

R168 caso 16086C 16111T 16129A 16189C 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 199C 235G 263G 309.1C 315.1C
R169 caso 16221T 16223T 16325C 16362C 73G 263G 309.1C 315.1C

R170 caso 16086C 16111T 16129A 16189C 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 199C 235G 263G 309.2C 315.1C
R171 caso 16092C 16182C 16183C 16189C 16214T 16217C 73G 263G 309.1C 315.1C

R172 caso 16182C 16183C 16188T 16189C 16217C 16243C 16295T 73G 146C 263G 309.1C 315.1C

R173 caso 16182C 16183C 16188T 16189C 16217C 16243C 16295T 73G 152C 182T 234G 263G 309C 315.1C

R174 caso 16111T 16189C 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

R175 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 235G 263G 309.1C 315.1C

R176 caso 16182C 16183C 16189C 16217C 16362C 73G 263G 309.1C 315.1C

R177 caso 16111T 16223T 16284G 16290T 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

R178 caso 16299G 263G 309.2C 315.1C

R179 caso 16223T 16270T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

R180 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 73G 143A 152C 153G 185A 263G 309C 315.1C

R181 caso 16179T 16182C 16183C 16189C 16217C 16296 T 16327A 73G 146C 263G 309.2C 315.1C

R182 caso 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 146C 263G del 290-291 309.1C 315.1C

R183 caso 16223T 16290T 16319A 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

R184 caso 16111T 16223T 16239T 16290T 16319A 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

R187 caso 16092C 16111T 16136C 16223T 16257T 16290T 16311C 16319A 16344 T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
R188 caso 16182C 16183C 16189C 16217C 73G 146C 207A 263G 303A 310C 309C 315.1C

R189 caso 16111T 16189C 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

R190 caso 16111T 16223T 16274A 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

R191 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 73G 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C

R192 caso 16183C 16189C 16223T 16269G 16298C 16325C 16327T 16357C 73G 263G 310C 309C 315.1C

R193 caso 16129A 16172C 16223T 16298C 16311C 16325C 16327T 73G 146C 152C 263G del 290-291 309.1C 315.1C
R194 caso 16213A 16223T 16290T 16319A 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

R195 caso 263G 309C 315.1C

R196 caso 16086C 16129A 16148T 16183C 16189C 16217C 16294T 73G 146C 150T 195C 263G 309C 315.1C

R198 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309C 315.1C

R200 caso 16182C 16183C 16189C 16217C 16278T 73G 146C 263G 309.1C 315.1C

R201 caso 16111T 16136C 16223T 16247G 16257T 16274A 16290T 16319A 16344 T 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C
R202 caso 16182C 16183C 16189C 16217C 73G 152C 263G 309DELCC 315.1C

R203 caso 16051G 16188T 16204A 16223T 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

R204 caso 16111T 16129A 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 204C 235G 249G 263G 309.1C 315.1C
R205 caso 16183C 16189C 16217C 16270G 16278T 73G 146C 263G 309.2C 315.1C

R207 caso 16182C 16183C 16189C 16217C 73G 131C 263G 309.1C 315.1C

R208 caso 16181G 16223T 16292T 16298C 16325C 16327T 16362C 73G 263G 309.1C 315.1C

R209 caso 16183C 16189C 16217C 16270G 16278T 73G 146C 263G 309.2C 315.1C
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R211 caso 16092C 16111T 16136C 16223T 16247G 16257T 16278T 16290T 16319A 16344T 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
R213 caso 16223T 16290T 16319A 73G 146C 235G 263G 309.1C 315.1C

R214 caso 16111T 16223T 16239T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

R215 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

R216 caso 16111T 16223T 16272G 16290T 16311C 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C

R217 caso 16111T 16189C 16190T 16193insC 16223T 16290T 16311C 16319A 16362C 73G 146C 153G 226C 235G 263G 309.2C 315.1C
R218 caso 16172C 16185T 16223T 16298C 16311C 16325C 16327T 73G 228A 263G del 290-291 309.1C 315.1C

R219 caso 16051G 16093C 16223T 16264T 16311C 73G 150T 263G 309C 315.1C

R220 caso 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 263G del 290-291 309C 315.1C

R222 caso 16086C 16183C 16189C 16217C 73G 139C 263G 309C 315.1C

R223 caso 16104T 16186T 16223T 16293G 16298C 16325C 16327T 73G 199C 263G del 290-291 309C 315.1C

R224 caso 16223T 16298C 16325C 16327T 16354 T 73G 263G del 290-291 309C 315.1C

R226 caso 16182C 16183C 16189C 16217C 73G 263G 309.2C 315.1C

R227 caso 16182C 16183C 16189C 16217C 73G 146C 153G 263G 310C 309C 315.1C

R228 caso 16182C 16183C 16189C 16217C 16278T 16354A 73G 263G 309.2C 315.1C

R229 caso 16183C 16189C 16217C 16256 T 73G 152C 198T 263G 309C 315.1C

R230 caso 16223T 16259G 16298C 16319A 16325C 16327T 73G 204C 215G 263G del 290-291 309C 315.1C

R231 caso 16182C 16183C 16189C 16217C 16295T 73G 146C 152C 263G 309.2C 315.1C

R232 caso 16129A 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 214G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

R233 caso 16051G 16188T 16204A 16223T 16325C 16327T 16362C 73G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

R234 caso 16182C 16183C 16189C 16217C 16259T 16362C 73G 263G 309.2C 315.1C

R235 caso 16223T 16320T 73G 150T 195C 198T 263G 309.2C 315.1C

R236 caso 16223T 16320T 73G 150T 152C 194T 195C 263G 309.1C 315.1C

R237 caso 16129A 16172C 16223T 16298C 16311C 16325C 16327T 73G 146C 152C 263G del 290-291 309.1C 315.1C
R239 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 16335G 16362C 73G 146C 153G 263G 310C 309C 315.1C

R241 caso 16181G 16223T 16298C 16311C 16325C 16327T 73G 263G 309.2C 315.1C

R242 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 16335G 16362C 73G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

R243 caso 16223T 16274A 16298C 16319A 16325C 16327T 73G 214G 263G del 290-291 309.1C 315.1C

R244 caso 16093C 16111T 16136C 16223T 16290T 16311C 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C
R245 caso 16213A 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C

R246 caso 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 103A 146C 153G 195C 235G 263G 309.2C 315.1C

R247 caso 16111T 16223T 16241G 16290T 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.2C 315.1C

R248 caso 16111T 16129A 16223T 16290T 16319A 16362C 73G 146C 235G 263G 309.2C 315.1C

R249 caso 16223T 16278T 16316G 16325C 16362C 73G 195C 263G 309.1C 315.1C

R250 caso 16111T 16223T 16271C 16290T 16319A 16325C 16362C 73G 143A 146C 153G 235G 246insA 263G 309.2C 315.1C
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