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genómica de la unidad de investigación médica en enfermedades oncológicas del 

centro médico nacional siglo XXI, IMSS 
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RESUMEN 

A la fecha ha sido ampliamente documentado que en las células transformadas, hay 

alteraciones cromosómicas y alteraciones en la expresión génica. La tecnología de 

Hibridación Genómica Comparativa (HGC) sobre metafases ha sido aplicada al estudio 

del cáncer de laringe. Mediante esta metodología se ha definido un patrón específico de 

des balances cromosómicos en este tumor así como en otros tumores. Sin embargo, dada 

su limitada resolución la HGC sobre metafases, únicamente ha proporcionado información 

general de posibles blancos génicos que presenten cambios en el número de copias de 

ADN. Actualmente para definir los cambios en el número de copias de ADN y en especial 

en genes determinados se utiliza la Hibridación Genómica Comparativa sobre 

microarreglos (HGCa) la cual esta siendo utilizada más ampliamente en el estudio de 

neoplasias. Aplicando esta metodología en el estudio de la biología del cáncer de laringe, 

en este trabajo se analizaron 21 muestras de laringe (2 lesiones premalignas y 19 

tumores invasivos) utilizando el sistema HGC sobre microarreglos de la plataforma 

GenoSensor para definir los blancos génicos que presenten cambios en el número de 

copias de ADN. La ganancia mas frecuente de ADN detectada por HGC sobre 

microarreglos en los tumores invasivos se presentó en el gen RBP1,2 (3q21-q22) en el 

52.6% de las muestras y en el gen EGFR (7p12.3-p12.1) en el 47.3% de las muestras, en 

cuanto a pérdidas no se observó ninguna en especial. Adicionalmente a las muestras 

estudiadas, se les realizó la detección de secuencias de Virus de Papiloma Humano 

(VPH) mediante amplificación por PCR, encontrando que el 42% de las muestras 

invasivas contienen secuencias de VPH tipo 16 y en las dos muestras de lesiones 

premalignas, secuencias de VPH tipo 11. Basados en los resultados, se observa que la 

mitad de los casos positivos a VPH 16 se asocia a la ganancia de RBP1 ,2 Y EGFR. Estos 

resultados nos sugieren que no existe una relación entre la infección de VPH en los 

tumores invasores y la presencia de alteraciones génicas específicas en esta neoplasia. 
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INTRODUCCiÓN 

La Laringe 

La laringe es un órgano del sistema respiratorio en forma tubular, compuesto básicamente 

por cartílagos y músculos, ambos revestidos por mucosa y epitelio, este órgano comunica 

la faringe con la traquea y cumple funciones en la respiración, deglución, protección de la 

vía aérea y vocalizacion. En este órgano, la vibración de las cuerdas vocales al paso del 

aire produce la voz, aunque la fonación final se modula por los diferentes órganos del 

sistema respiratorio. 1 

Anatómicamente la cavidad de la laringe se divide en tres regiones, la parte superior o 

supraglotis, formada básicamente por una cavidad, que se comunica en la parte superior 

con la epiglotis y en la parte inferior con las cuerdas vocales superiores, la parte media o 

glotis, en esta región formada por un vestíbulo, se localizan las cuerdas vocales, dos 

inferiores o pliegues vocales verdaderos y dos superiores o pliegues vocales falsos y la 

parte inferior o subglotis, formado por una cavidad que se comunica en la parte inferior 

con la traquea y en la parte superior con las cuerdas vocales inferiores. 1 

Histológicamente la laringe esta revestida en la superficie de las cuerdas vocales por 

epitelio estratificado plano no queratinizado, al igual que la mayor parte de la epiglotis, el 

resto está cubierto por epitelio seudoestratificado cilíndrico ciliado, intercalada por una 

gran cantidad de glándulas serosas y mucosas, que es del tipo característico del tubo 

respiratorio.2 

Las patologías laringeas se clasifican en, lesiones traumáticas, infecciones y tumores. 

Los tumores a su vez se subdividen en benignos y malignos. Por el tipo histológico, los 

tumores de origen epitelial son los que se presentan con más frecuencia en la laringe. 

Uno de los tumores benignos que se presentan con mayor frecuencia son los papilomas, 

de etiología viral (infección por VPH), mientras que los tumores malignos que se 

presentan con mayor frecuencia son los carcinomas epidermoides.3 
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Cáncer de Laringe 

El cáncer de laringe es un problema de salud pública con 160 000 casos nuevos 

estimados para el 2005 en todo el mundo. La elevada incidencia de esta enfermedad, 

fundamentalmente en hombres mayores de 50 años, resalta su import;:lncia como 

problema de salud pública.4 

En México, de acuerdo a los datos de la Secretaría de Salud, este tumor se presenta en 

poco mas del 1 % de todas las neoplasias malignas y se encuentra entre las 10 principales 

neoplasias malignas en hombres en edad productiva (45-64 años) y en edad 

postproductiva (65 y mas años).5 

Por su posición anatómica, la laringe es el segundo sitio más común de desarrollo de 

cáncer en la región de cabeza y cuello, después de la cavidad oral. Por su tipo histológico 

el carcinoma epidermoide ocupa el 95% de los casos.6 

El sitio más frecuente de origen del cáncer de laringe es en la glotis o pliegues vocales 

verdaderos (59 %), le sigue la supraglotis (40%) y por último la subglotis (1 %).6 

Entre los factores de riesgo que están involucrados en la etiología del cáncer laringeo se 

encuentra el tabaquismo, la radiación ionizante y la infección por VPH.6 

La susceptibilidad del epitelio laringeo a infección por VPH, origina la aparición de 

papilomas. La papilomatosis laringea es causada por infección de VPH del tipo 6 y 11 

considerados de bajo riesgo, esta infección suele aparecer en la unión del epitelio 

escamoso con epitelio ciliada en las cuerdas vocales verdaderas.7 

La predominancia de infección del epitelio laringeo por VPH de alto riesgo, tipo 16 en los 

tumores laringeos y debido al papel que desempeña la infección de VPH en otros tipos de 

tumores del mismo origen epitelial, como es el cervical, la infección del epitelio laringeo 

por este virus, también nos indica que participa como factor etiológico. 
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Virus de Papiloma Humano en cáncer de laringe 

La presencia del Virus de Papiloma Humano (VPH) en las células y la expresión de sus 

oncoproteínas E6 y E7 pueden transformar a las células, debido a su capacidad de 

interferir en los mecanismos celulares cruciales tales como la regulación del ciclo celular y 

apoptosis. Las oncoproteínas de VPH, utilizan como blanco principalmente a los genes 

supresores de tumor.8 

Para mostrar el papel de VPH en el desarrollo de la carcinogénesis laringea se han 

realizado estudios epidemiológicos y de laboratorio en donde se han analizado líneas 

celulares establecidas de carcinomas laringeos y muestras de biopsias.9
-
29 De esta 

manera se ha asociado al VPH como un agente causal para algunos carcinomas de 

laringe. (Tabla 1) 

En esta tabla se muestra a un total de 605 casos estudiados, de los cuales en 213 se 

detectaron secuencias del Virus de Papiloma Humano (35.2%) y una variabilidad en el 

porcentaje de detección, entre 31 y 90%. Esta variabilidad, esta distribuida por regiones 

geográficas, encontrándose la mayor prevalencia en Estados Unidos con un porcentaje 

>80% seguido de Países Europeos (Reino Unido, España, Italia, Francia, Grecia) y China 

con un porcentaje entre 50 y 75%. En los Países Latinoamericanos (México y Cuba) y 

Canadá con un porcentaje entre 40 y 50% Y los de menor prevalencia en los Países 

Escandinavos (Finlandia y Noruega) India y Japón con un porcentaje entre 30 y 40%. 

Desde el punto de vista citogenético, una de las características que se presentan en las 

células neoplásicas es la presencia de alteraciones cromosómicas.3
0-

32 Estas alteraciones, 

surgen potencialmente, como consecuencia de la acumulación de mutaciones en genes 

mutadores, involucrados en mantener la estabilidad del genoma, reparación, replicación, 

segregación cromosomal y mitosis.33 La hibridación genómica comparativa en metafases 

(HGCm) es una metodología de citogenética molecular que ha sido utilizada para estudiar 

los desbalances cromosómicos asociados al cáncer. 
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Tabla 1 Detección de Virus de Papiloma Humano en cáncer de laringe . 

., 
ESTUDIO PAIS ANO VPH POSITIVO % 

Watts et al. Estados Unidos 1991 27(30) 90 

Kasperbauer et al. Estados Unidos 1993 17(20) 85 

Pou et al. Estados Unidos 1995 24(29) 82 

Morgan et al. Reino Unido 1991 12(16) 75 

Gorgoulis et al. Grecia 1994 11 (16) 69 

Wang L et al. China 1999 17(25) 68 

Alvarez et al. España 1996 15(26) 58 

Peréz-Ayala et al. España 1990 29(51) 57 

Azzimonti B et al. Italia 1999 28(50) 56 

Venuti A et al. Italia 2000 13(25) 52 

Fouret et al. Francia 1995 6(12) 50 

Garcia-Milian et al. Cuba 1998 16(33) 49 

Fliss DM et al. Canadá 1994 13(29) 45 

Presente estudio México 2005 8(19) 42 

Anwar et al. Japón 1993 16(43) 37 

Atula S et al. Finlandia 1999 14(38) 36 

Jacob SE et al. India 2002 15(44) 34 

Lie et al. Noruega 1996 13(39) 33 

Hoshikawa et al. Japón 1990 11 (34) 33 

Mineta H et al. Japón 1998 8(26) 31 

En esta tabla se muestra un resumen de resultados de detección de VPH por la técnica 
de PCA. En la columna ESTUDIO se indica al autor principal del estudio; en la co~umna 
PAIS se indica el sitio de origen del grupo que realiza el estudio; en la columna ANO se 
indica el año del estudio; en la columna VPH POSITIVO se indica el numero de muestras 
positivas a VPH y el total de muestras analizadas; en la columna % se indica el porcentaje 
de muestras positivas. 
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Hibridación Genómica Comparativa en cáncer de laringe 

Desde su desarrollo en 1992, la Hibridación Genómica Comparativa en metafases 

(HGCm) ha sido aplicada a prácticamente todos los tumores sólidos, detectándose 

patrones de alteraciones específicos para cada neoplasia, así como otros patrones que 

son compartidas por un gran número de ellas.34 

La HGCm es una metodología de citogenética molecular que no requiere el 

establecimiento de células tumorales en cultivo o la obtención de metafases para su 

análisis, sino que usa como fuente de análisis únicamente el ADN del tumor. La HGCm 

tiene su fundamento en la comparación de dos muestras de ADN genómico, uno derivado 

de la muestra tumoral y el otro derivado de una muestra de referencia cariotípicamente 

normal. Cada una de estas muestras es marcada diferencialmente utilizando 

fluorocromos diferentes (comúnmente el tumoral con cianina-3 para verde y el de 

referencia con cianina-5 para rojo). Ambas muestras marcadas diferencialmente se 

mezclan en cantidades iguales y se hibridan en presencia de ADN Cot-1 no marcado, 

sobre cromosomas en metafase de un sujeto cariotípicamente normal. La hibridación de 

estas sondas se llevará a cabo sobre sus secuencias complementarias en las metafases 

de manera competitiva, de esta forma, la cantidad de ADN normal o tumoral que se una a 

su secuencia blanco en los cromosomas, estará en proporción a la cantidad de esa 

secuencia en las muestras. El uso del ADN Cot-1 no marcado permitirá bloquear las 

secuencias cromosómicas altamente repetitivas presentes en las regiones centroméricas 

de los cromosomas, eliminando hibridaciones no específicas en estas regiones. 35 

Una vez hibridados los genomas normal y tumoral sobre las metafases, las diferencias en 

la intensidad de cada fluorocromo se interpetran como cambios en el número de copias 

entre ambos genomas. Una señal predominantemente verde constituye una amplificación 

en el genoma tumoral, ya que existen más copias de esa secuencia en particular 

marcadas con verde en la muestra tumoral que secuencias marcadas con rojo en la 

12 
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muestra normal compitiendo por el sitio de hibridación. En el caso de una deleción en el 

tumor, la región presentará una fluorescencia predominantemente roja, debido a una 

mayor cantidad de ADN de referencia en relación al ADN tumoral. De esta forma, la 

HGCm permite obtener un mapa de las regiones que sufren cambios en el número de 

copias de ADN en la totalidad del genoma en un solo experimento de hibridación.35 

A pesar de su gran capacidad de análisis y de la gran cantidad de información que ofrece, 

el método tiene limitaciones, HGCm solamente detecta alteraciones en el número de 

copias de ADN, pero no detectará translocaciones balanceadas, rearreglos cromosómicos 

o cambios en la ploidía. Sin embargo, la mayor limitación de la HGCm sobre metafases la 

constituye su baja sensibilidad. Inicialmente, se reportó la detección de pérdidas de ADN 

en un rango de 10 a 20 Mb, en el caso de las amplificaciones, su detección depende tanto 

del número de copias involucradas como del tamaño de las mismas, siendo posible 

detectar una amplificación de más de 50 copias de 300 kb. La manera de considerar que 

existe una deleción o amplificación depende del tipo de parámetros usados para la 

detección de alteraciones, comúnmente se considera una deleción cuando la relación 

Verde/Roja es menor a 0.8 y las amplificaciones cuando la relación es superior a 1.2.36 

En el caso particular del cáncer de laringe, en un estudio realizado por Kujwasky y 

colaboradores en el 2002, se analizaron 20 muestras de tumores laringeos primarios con 

sus correspondientes tumores metastáticos, encontrando que el patrón de perdidas y 

ganancias de ADN era muy similar en ambos casos, con mas frecuencia en los tumores 

metastáticos que en los primarios y que las pérdidas más frecuentes se localizan en 3p, 

5q, 9p, 13p Y 13q mientras que las ganancias más frecuentes se localizaron en 1 q, 3q, 5p 

Y 11q.37 

De manera general, hasta la fecha se han analizado más de 80 casos mediante HGCm 

incluyendo a todos los tipos de tumores laringeos. En tal situación se han encontrado 

alteraciones en prácticamente todos los cromosomas somáticos y se ha detectado que las 
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pérdidas mas frecuentes se localizan en 3p, 4, 5q, 9p Y 13 mientras que las ganancias 

mas frecuentes se localizaron en 2p, 3q, 5p Y 8q. 38 (figura 1) 

La limitada sensibilidad del método y la necesidad de evaluar una gran cantidad de 

cromosomas en cada experimento para obtener un resultado adecuado, han dificultado la 

automatización del método, por lo que el uso de HGCm no ha sido tan amplio, sobre todo 

en el diagnóstico. Otro tipo de limitación del método lo constituye una serie de factores 

necesarios para el éxito del experimento, como la calidad del ADN utilizado, la calidad de 

las metafases sobre las cuales se está hibridando, la calidad de la reacción de marcaje y 

de la reacción de hibridación. Debido a sus limitaciones en la sensibilidad para detectar 

alteraciones pequeñas, con los datos derivados de HGCm no es posible identificar los 

posibles genes específicos que son blancos de cambios en su número de copias, 

indicando únicamente la presencia de alteraciones en regiones citogenéticas que pueden 

contener una gran cantidad de genes dentro de ellas.39 

Para solucionar estas limitaciones, diversos grupos han desarrollado el método, de HGC 

sobre microarreglos. 
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Figura 1. Cariograma de los tumores de laringe. 
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En esta figura se muestra la compilación de las alteraciones cromosómicas detectadas 

por Hibridación Genómica Comparativa sobre metafases, de tumores de laringe. Las 

ganancias se muestran en verde y las pérdidas en rojo. El numero de muestras 

estudiadas es de 88 y fue recolectada en la base de datos de progenetix disponibles en 

la página www.progenetix.com. 
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Hibridación Genómica Comparativa sobre microarreglos (HGCa) 

Recientemente se ha reportado el uso de formatos de HGC basados en microarreglos con 

mejores resultados que el HGC basado en metafases. El HGCa utiliza el mismo principio 

pero tiene la ventaja de que permite una alta resolución y mapeo directo de las 

alteraciones en la secuencia del genoma.40 

La técnica básicamente es muy similar a la realizada en HGCm. La muestra de ADN de 

interés se marca con una molécula fluorescente (comúnmente de color verde), lo mismo 

se hace con una segunda muestra control que se sabe tiene dos copias de ADN a lo 

largo de todos los cromosomas (comúnmente de color rojo). Al hibridar estas dos 

muestras al soporte de vidrio que contiene los fragmentos de ADN de todo el genoma, 

se puede identificar aquellos fragmentos del ADN en los cuales la relacion de la señal 

entre los dos colores es mayor o menor que uno.40 

En la HGCa se sustituyen las preparaciones de metafases por vectores que contienen 

clonados fragmentos de los cromosomas humanos, este tipo de clonas, se encuentran por 

lo general en cromosomas artificiales de bacterias (BACs). Estas clonas son arregladas 

sobre soportes sólidos utilizando un robot microarreglador. De esta forma, la sensibilidad 

del método dependerá del tamaño de las sondas inmovilizadas sobre el cristal (aprox. 40 

kb para amplificaciones de alto número de copias y 75 a 130 kb para las ganancias y 

deleciones). Otra ventaja que representa el uso de microarreglos para HGC, además de 

una mayor resolución, es la facilidad de analizar un alto número de muestras de forma 

automatizada, abriendo las posibilidades de la aplicación del método al diagnóstico 

clínico.41 

La HGCa ha sido aplicada también al estudio de la biología del cáncer, utilizándose 

microarreglos que contienen regiones que comúnmente sufren alteraciones en el número 

de copias42 o utilizando microarreglos que cubren la totalidad del genoma.43 La aplicación 
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de este método permite obtener la identidad de los genes o de las secuencias blanco que 

pueden ser importantes en la progresión o comportamiento biológico de la enfermedad. 

Al igual que la HGCm, pero de forma más específica, el uso de los microarreglos está 

abriendo la posibilidad de llevar a cabo una clasificación de los tumores en base a sus 

patrones de alteraciones cromosómicas.44 

En lo que respecta a muestras de cáncer de laringe, hasta la fecha no existen estudios 

que analicen esta neoplasia, con esta metodología. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En el desarrollo del cáncer, la composición del genoma sufre de modificaciones 

principalmente de pérdidas y ganancias de material genético, estas regiones 

comúnmente contienen genes que confieren ventajas fenotípicas a las células 

cancerosas. Mediante la aplicación de la hibridación genómica comparativa sobre 

metafases ha sido posible la identificación de estas regiones citogenéticas alteradas en el 

proceso de carcinogénesis. Sin embargo, por esta metodología no es posible identificar a 

los genes particulares involucrados en el desarrollo del cáncer. Para solucionar estas 

limitaciones se ha desarrollado la hibridación genómica comparativa sobre microarreglos, 

con la cual ahora es posible identificar a los genes específicos que tienen relevancia en el 

desarrollo del cáncer. Hasta la fecha, no existen estudios que analicen el cáncer de 

laringe, utilizando HGCa. 
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HIPOTESIS 

Dado que en las neoplasias aparecen alteraciones génicas asociadas a la biología de la 

célula transformada, con la aplicación de la hibridación genómica comparativa sobre 

microarreglos en muestras de cáncer de laringe esperamos encontrar genes específicos 

que se alteran molecularmente en este tipo de neoplasia. 

OBJETIVO GENERAL 

-Determinar las alteraciones génicas en tumores invasores de laringe, así como delimitar 

posibles marcadores moleculares asociados a esta neoplasia. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

-Determinar la presencia y tipo de Virus de Papiloma Humano en las muestras de tumores 

de laringe. 

-Determinar las alteraciones génicas en muestras de tumores invasores de laringe 

mediante la aplicación de Hibridación Genómica Comparativa sobre microarreglos. 
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MATERIALES Y METODOS 

Tejidos y muestras 

Se recolectaron a lo largo de 14 meses, 60 muestras de carcinomas de la región de 

cabeza y cuello. De estas muestras recolectadas en total se analizaron 21 muestras 

mediante HGCa, 19 muestras de tumores invasores de laringe y 2 muestras de lesiones 

premalignas de laringe (papilomas laringeos). De las 19 muestras de tumores invasores 

de laringe de acuerdo a la clasificación clínica de tumores malignos (Tumor, Nodo, 

Metástasis; TNM) de la unión internacional contra el cáncer (IUAC) se incluyeron: 5 

muestras T2NOMO, 1 muestra T2N1 MO, 1 muestra T2N3MO, 3 muestras T3NOMO, 2 

muestras T3N1MO, 5 muestras T4NOMO y 2 muestras T4N2MO. Del total de las muestras, 

17 muestras provienen de hombres y 4 muestras de mujeres de un rango de edad entre 

52 y 74 años, con un promedio de edad de 62 años. Todas las muestras fueron obtenidas 

mediante consentimiento informado de los pacientes y aprobado por el comité de ética 

local del Servicio de Cabeza y Cuello del Hospital de Oncología del Centro Medico 

Nacional siglo XXI deIIMSS. 

Extracción y purificación de ADN 

El ADN de los tejidos se purificó utilizando el kit, Wizard SV Genomic ONA (Promega, 

Co.) siguiendo las recomendaciones del fabricante. El tejido fue homogenizado en Trizol 

y depositado en tubos eppendorf de 1.5 mI. Se separaron las fases de ARN, ADN Y 

proteínas con 200111 de cloroformo y centrifugación a 13,000g por 10 mino Para precipitar 

el ADN se agregaron 300111 de etanol y se centrifugo a 2000g por 5 mino Para separar el 

trizol se quitó el sobrenadante y se resuspendió la pastilla con 1 mi de citrato de sodio en 

etanol 10% con centrifugación a 2000g por 5 min, este procedimiento se realizó tres 

veces. Para lavar la pastilla se decantó el sobrenadante y se agregó 1 mi de etanol 70% y 
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centrifugación a 2000g por 5 mino Para lisar las células del tejido se quitó sobrenadante y 

se resuspendió en 600111 de amortiguador de lisis (incluido en el kit) mas 20111 de 

proteinasa K (20mg/ml) y se incubó durante 72 horas a 56°C. Una vez digerido el tejido, 

se adicionaron 200111 de la solución de precipitación de proteínas y se incubó en hielo 

durante 5 mino Posteriormente se centrifugó por tres minutos a 13,000 g Y el sobrenadante 

fue transferido a un nuevo tubo con 600111 de isopropanol frío para precipitar el ADN. El 

ADN se centrifugó durante 1 min a 13,000 g Y la pastilla se lavó dos veces con etanol al 

70%, para ser finalmente rehidratada en un volumen adecuado de agua bidestilada estéril. 

La calidad del ADN fue determinada mediante electroforesis en geles de agarosa al 1 % Y 

la concentración fue determinada mediante espectrofotometría. 

Detección y tipificación de Virus de Papiloma Humano 

PCR 

La detección de secuencias de VPH se hizo por la técnica de PCR utilizando la Taq ONA 

po/ymerase (Promega, Co.) y los iniciadores consenso GP5+/GP6+ para la región 

conservada L1 de 150 pares de bases del genoma viral y los E6-VPH16f /E6-VPH16r, que 

amplifican una región de 126 pares de bases del gen E6 especifica para VPH 16 

(nucleótidos 110 a 235). Cada reacción se realizó con 200 ng de ADN en 50 ~I de 

solución con amortiguador 1 X (50mM KCI, 10mM Tris-HCI, 0.1 % Tritón X-100) 2 mM 

MgCI, 0.2 mM de cada dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) , 2.5 unidades de Taq 

polimerasa y 50 pmol de cada iniciador. La PCR se realizó en un termociclador, Perkin 

E/mer ONA Therma/ Cye/er 480, con las siguientes especificaciones: 94°C por 5 mino para 

desnaturalización, 40 ciclos de 94°C por 30s para abrir cadenas, 55°C por 1.5 mino para 

alineamiento de iniciadores y 72°C por 1.5 min para elongación. Se finalizó con 7 min a 

72°C para terminar la elongación. 
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Secuenciación de ADN 

El producto de la PCR obtenido por amplificación con iniciadores GP6+/GP5+, se purificó 

con el kit, Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Co.) el cual se lleva no 

solo las impurezas como nucleótidos, iniciadores y proteínas, sino también cualquier 

fragmento de ADN de menos de 100 pb. Para marcar la secuencia amplificada se utilizó el 

kit, BigDye Terminador de Perkin Elmer Applied Biosystems y un iniciador (GP6+). Se 

siguieron las condiciones de reacción indicadas en el kit, 8 ¡..tI de terminador ready reaction 

mix, 1-3 ng de la secuencia amplificada por PCR, 3.2 pmol de iniciador yagua para 

alcanzar los 20¡..t1. La reacción de marcaje se realizó por PCR, con las siguientes 

condiciones: 94°C por 3 min para desnaturalización, 25 ciclos de 94°C por 30s para abrir 

cadenas, 55°C por 30s para alinear iniciadores y 72°C por 45s para la elongación. Se 

finalizó a 72°C por 7 min para terminar la elongación. Posteriormente, las muestras 

marcadas fueron purificadas utilizando las columnas del kit, DyeEx 2.0 Spin de Qiagen y 

secuenciadas, en un secuenciador ABI PRISM tOO. 

Tipificación 

Las secuencias fueron comparadas con las reportadas en GeneBank, mediante el 

programa BLAST, en la dirección electrónica: http://www.ncbLnlm.nih.gov/BLAST/ 
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Hibridación Genómica Comparativa sobre microarreglos 

Amplificación y marcaje 

Los análisis de HGCa se llevaron a cabo utilizando el sistema GenoSensor Array 300 de 

ABBOTI-Vysis, siguiendo las instrucciones del proveedor. Cada microarreglo consiste de 

861 clonas, las cuales representan 287 regiones citogenéticas arregladas por triplicado. 

Este arreglo no cubre la totalidad del genoma humano a intervalos regulares, sino que 

representan regiones comúnmente alteradas en cánceres humanos, tales como 

telómeros, oncogenes y genes supresores de tumor, que se encuentran dispersos a lo 

largo del genoma. Se preparó la mezcla de reacción de amplificación y marcaje en tubos 

eppendorf 1.5 mi con 100 ng de ADN genómico (25 ng/IlI), 41.plll de amortiguador TE y 

40111 de la mezcla de oligonucleótidos al azar 2.5X. Esta mezcla se desnaturalizó a 100°C 

durante 10 min, seguido de una incubación en hielo durante 10 mino Posteriormente se 

adicionaron 10111 de la mezcla de nucleótidos del kit GenoSensor array 300, 2AIlI de Cy3 

(1 mM) para el ADN muestra o 2.4 III de Cy5 (1 mM) para el ADN normal de referencia y 

2 III de enzima klenow. Esta reacción se incubó en la oscuridad durante 2 hrs a 3rC. 

Después del marcaje, 100111 del producto amplificado, fueron digeridas mediante la adición 

de 17111 de amortiguador de reacción de ADNasa y ;31l1 de una dilución 1 :20 de ADNasa 

grado AMP durante 1 hr a 15 oC. Posterior a la digestión, las sondas obtenidas fueron 

purificadas mediante precipitación con etanol. Cada sonda fue resuspendida en buffer TE 

y repurificadas con precipitación por etanol después de una incubación a -200 C toda la 

noche. Finalmente, cada sonda fue resuspendida en 4 III de Tris pH 8.0 Y su tamaño fue 

confirmado mediante electroforesis en gel de agarosa. 
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Hibridación 

La hibridación del microarreglo, su lavado y contrateñido, se llevó a cabo siguiendo las 

instrucciones del sistema de hibridación de microarreglos GenoSensor Array 300. Para la 

hibridación de la sonda con el ADN Cot-1 se utilizó 25 111 del amortiguador de hibridación 

(el cual contiene el ADN cot-1) y 2.5111 de los ADNs tumoral y normal, marcados con Cy3 

y Cy5, respectivamente, se mezclaron y desnaturalizaron durante 10 mino a 80° C, 

seguido de una incubación a 3r C durante 1 hr. Posteriormente esta mezcla de 

hibridación fue depositada sobre el área del microarreglo y cubiertos con una lamínula. 

Los microarreglos se depositaron en una cámara húmeda saturada con 50% formamida, 

formamida/2XSSC, e incubados a 3r C durante 72 hrs. Después de la hibridación, los 

arreglos fueron lavados tres veces con formamida 50% a 40° C por 10 mino cada lavado, 

seguido de tres lavados de 5 mino en 1 XSSC a temperatura ambiente y finalmente 

enjuagados rápidamente con agua bidestilada. Los microarreglos fueron finalmente 

contrateñidos usando 20 111 de solución de montaje DAPI. 

Visualización y Análisis. 

La captura de imagen y análisis se llevó a cabo usando el sistema de lectura 

GenoSensor, que captura de manera automatizada las imágenes del arreglo para los tres 

fluorocromos (Cy5, Cy3, DAPI), crea la imagen compuesta, normaliza, obtiene los valores 

de intensidad de fluorescencia para cada fluorocromo, calcula las relaciones de 

fluorescencia entre el ADN tumoral y el normal y crea un reporte de las regiones de ADN 

que presentan cambios en el número de copias. El sistema reconoce como ganancias 

aquellas regiones donde la relación de fluorescencia tumoral/normal (T/N) sea mayor a 

1.25 (log2 = 0.32) Y como pérdidas a las regiones con una relación menor a 0.75 (log2 = -

0.41). Se consideró amplificación a las regiones con una relación superior a 2 (log2=1), en 
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base a parámetros previamente establecidos para experimentos de HGC sobre 

microarreglos.45 

Para la visualización gráfica de los datos generados por HGC sobre microarreglos se 

utilizó el programa CGH-Explorer, del Departamento de Bioinformática de la Universidad 

de Oslo, Noruega, disponible en la dirección: http://www.ifi.uio.no/bioinf/Papers/CGH/. 

El CGH-Explorer, es un programa para visualización y análisis estadístico de datos de 

HGC basados en microarreglos, las principales características que contiene este 

programa son, importación de datos a partir de archivos en EXCEL o de texto, pre

procesamiento de datos (transformaciones logarítmicas, promedios) y exploración gráfica 

de los datos de microarreglos individuales o de grupos. Los tipos básicos de gráficas que 

genera el programa son las gráficas de puntos, gráficas de frecuencias y agrupamiento de 

número de copias como una función de la posición genómica. Este programa explora 

datos en escala genómica, dentro del rango del genoma completo hasta partes de algún 

cromosoma, el programa permite seleccionar la región de interés y aumentar o disminuir 

la escala. La información de los genes individuales representados en las gráficas pueden 

ser obtenidos de diferentes maneras, una de las maneras es buscar los genes con sus 

nombres y el programa los localizará en la gráfica y los mostrará con diferentes colores, 

de manera alternativa apuntando con el selector sobre un punto de la gráfica, el programa 

de manera automática mostrará el nombre del gen, finalmente también se puede 

seleccionar una colección de medidas y obtener una tabla con información textual acerca 

de los correspondientes genes y ligas para cada gen a una base de datos como Entrez.46 
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RESULTADOS 

Detección de secuencias de Virus de Papiloma Humano 

Al total de las muestras estudiadas, se les realizó el análisis de detección de secuencias 

de Virus de Papiloma Humano mediante amplificación por PCA. Posteriormente, se 

realizó la tipificación comparando las secuencias detectadas con las secuencias 

reportadas en GeneBank, mediante el programa BLAST, en la dirección electrónica: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 

De las pruebas realizadas por PCR, en 10/21 muestras se detectaron secuencias de VPH 

(47.6%), de las cuales 8 fueron de tipo 16 y 2 de tipo 11. En el resto de las muestras no 

se detectaron secuencias de VPH. 

Hibridación Genómica Comparativa sobre microarreglos (HGCa) 

Para determinar las alteraciones génicas especificas que se presentan asociadas al 

cáncer de laringe, se realizaron experimentos de HGCa. Una vez determinado el patrón 

de alteraciones, se identificó a los genes particulares que pueden estar involucrados en el 

proceso de carcinogénesis en laringe. En el anexo 1 se encuentra el total de alteraciones 

que se presentaron en todos los casos estudiados. 

Todas las muestras analizadas presentaron alteraciones génicas, desde 3/287 

(alteraciones/blancos totales en el arreglo) hasta 50/287 alteraciones. El número de 

amplificaciones fue de 2.2 veces mas que las deleciones (252 vs. 119) y el número 

promedio de alteraciones (PA= número total de alteraciones en todas las muestras / 

número total de casos) fue de 17.6 alteraciones por caso. (Tabla 2) 
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Tabla 2. Número total de alteraciones por caso. 

CASO TIPO TUMOR VPH TABAQUISMO AMPLIFICACIONES OELECIONES TOTAL 

1.-L1 PREMALlGNA 11 

2.-L2 PREMALlGNA 11 

3.-L3 INVASIVO 16 

4.-L4 INVASIVO 16 

5.-L5 INVASIVO 16 

6.-L6 INVASIVO 16 

7.-L7 INVASIVO 16 

8.-L8 INVASIVO 16 

9.-L9 INVASIVO 16 

10.-L10 INVASIVO 

11.-L11 INVASIVO 

12.-L 12 INVASIVO 

13.-L 13 INVASIVO 

14.-L 14 INVASIVO 

15.-L15 INVASIVO 

16.-L16 INVASIVO 

17.-L 17 INVASIVO 

18.-L18 INVASIVO 

19.-L19 INVASIVO 

20.-L20 INVASIVO 

21.-L21 INVASIVO 

16 

N/O 

N/O 

N/O 

N/O 

N/O 

N/O 

N/O 

N/O 

N/O 

N/O 

N/O 

No 

No 

Si 

Si 

Si 

Si 

Si 

No 

Si 

Si 

Si 

Si 

Si 

No 

Si 

Si 

Si 

Si 

Si 

Si 

Si 

23 

5 

5 

16 

15 

9 

15 

3 

5 

26 

7 

9 

14 

9 

3 

2 

7 

20 

16 

19 

24 

1 

1 

3 

O 

3 

4 

3 

1 

9 

6 

4 

1 

7 

3 

2 

1 

23 

30 

6 

1 

10 

24 

6 

8 

16 

18 

13 

18 

4 

14 

32 

11 

10 

21 

12 

5 

3 

30 

50 

22 

20 

34 

En esta tabla se muestran los números de alteraciones de tipo amplificación y deleción de 
cada uno de los casos analizados. Las iniciales que encabezan las columnas significan: 
CASO=Pacientes estudiados de L 1-L21; TIPO TUMOR=lnvasor o Premaligno;VPH=Virus 
de papiloma humano detectado en cada caso (11,16 Y N/O, no detectado); 
TABAQUISMO=hábito de fumar, SI o NO; AMPLlFICACIONES=Numero de alteraciones 
de tipo amplificación; OELECIONES=Número de alteraciones de tipo deleción; 
TOT AL=Número total de alteraciones por caso. 
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Alteraciones en lesiones premalignas 

En las 2 muestras de lesiones premalignas analizadas por HGCa (L 1 Y L2) se presentaron 

alteraciones génicas, en un caso 6/287 alteraciones y en el otro caso 24/287 

alteraciones. Todas las alteraciones fueron principalmente de tipo ganancia y ambas 

presentaron la misma pérdida en el gen 129F16/SP6. 

Alteraciones en tumores malignos 

La ganancia mas común de las 19 muestras de tumores invasores de laringe (L3-L21) se 

presentó en RBP1-RBP2 (Proteína que une retinol 1 y 2, 3q21-q22, figura 2) en 10/19 

muestras (52.6%) seguido de la amplificación de EGFR (Receptor del factor de 

crecimiento epidermoide, 7p12.3-p12.1, figura 3) en 9/19 muestras (47.3%). 

La pérdida más común se encontró en RAF1 (Cinasa Raf-1, 3p25) en 3/19 casos (15.7%). 

Alteraciones en tumores malignos positivos para VPH16 

La amplificación mas frecuente en las 8 muestras de tumores invasores positivas para 

VPH 16 (L3-L 10) se presentó en EGFR (Receptor de factor de crecimiento epidermoide, 

7p12.3-p12.1) en 4/8 muestras (50%) seguido de la ganancia en RBP1-RBP2 (Proteína 

que une retinol 1 y 2, 3q21-q22) en 4/8 casos (50%). 

Alteraciones en tumores malignos negativos para VPH 

La ganancia más común en los 11 casos de tumores invasivos negativos para VPH (L 11-

L21) se presentó en RBP1-RBP2 (Proteína que une retinol 1 y 2, 3q21-q22) en 6/11 casos 

(54.5%) seguido de la amplificación en EGFR (Receptor del factor de crecimiento 

epidermoide, 7p12.3-p12.1) en 4/11 casos (36.3%). La pérdida mas común se encontró 

en RAF1 (Cinasa Raf-1 , 3p25) en 3/11 casos (27.2%). 
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Visualización 

Para la exploración gráfica de los resultados de los casos premalignos (L 1 Y L2) se utilizó 

la gráfica de puntos que ofrece el programa CGH-Explorer (figura 4) de la misma manera, 

la exploración gráfica de los resultados de los casos invasores (L3-L21) se utilizó la 

gráfica de puntos. (figura 5) Adicionalmente se realizó la gráfica de puntos para los 

cromosomas 3 y 7 que contienen a RBP1 y 2 Y EGFR, respectivamente (figuras 6 y 7) 

El procedimiento completo para realizar la exploración gráfica de los resultados, se realizó 

de la siguiente manera; primero se importaron los datos contenidos en un archivo de 

EXCEL, al programa CGH-Explorer, se seleccionan las columnas que se van a graficar y 

que contienen los valores de la relación T/N (figura 8). Una vez seleccionados las 

columnas de datos se selecciona el tipo de gráfica. Para los resultados obtenidos por 

HGC en microarreglos se seleccionaron las gráficas de puntos. (figuras 4-7) 
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Figura 2. Definición de la alteración génica presente en el cromosoma 3. 

--.-.-
-l-.-.. . --.-
---.-..-

20% 3 20% 

En esta figura se muestra la suma de alteraciones cromosómicas presentes en el 

cromosoma 3 obtenidas por hibridación genómica comparativa sobre metafases en 

muestras tumorales de laringe y el sitio de localización del gen RBP1,2 (Proteína que une 

retinol 1 Y 2, 3q21-q22) que fue obtenido por hibridación genómica comparativa sobre 

microarreglos. Este gen presentó ganancia en 10/19 muestras (52.6%). 
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Figura 3. Definición de la alteración génica presente en el cromosoma 7. 

--.-
1-

---1-

l-.-.--.-
20Z 7 20% 

En esta figura se muestra la suma de alteraciones cromosómicas presentes en el 

cromosoma 7 obtenidas por hibridación genómica comparativa sobre metafases en 

muestras tumorales de laringe y el sitio de localización del gen EGFR (Receptor del factor 

de crecimiento epidermoide, 7p12.3-p12.1) que fue obtenido por hibridación genómica 

comparativa sobre microarreglos. Este gen se presentó amplificado en 9/19 muestras 

(47.3%). 
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Figura 4. Visualización gráfica de las lesiones premalignas L 1 Y L2. 
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En esta gráfica se muestra los dos casos premalignos (L 1 Y L2) que se incluyeron en este 

estudio. En el eje horizontal se representan a los cromosomas y en el eje vertical a los 

valores de la relación T/N. Las alteraciones que se observan son de tipo ganancia y 

amplificación y se presenta la misma pérdida en los dos casos en el gen 129F16/SP6. 
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Figura 5. Visualización gráfica de los tumores invasores. 
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En esta gráfica se muestran los 19 casos de tumores invasores (L3-L21) estudiados por 

microarreglos. En el eje horizontal se representan a los cromosomas y en el eje vertical 

los valores de la relación T/N. El programa convierte los valores TIN a log2, para obtener 

valores positivos y negativos, de esta manera los valores superiores a 1 en log2 son 

positivos y los valores inferiores a 1 en log2 son negativos. En la gráfica los puntos que se 

encuentran por arriba de O se interpretan como ganancias y amplificaciones y los puntos 

que se encuentran por debajo de O se interpretan como pérdidas_ En esta gráfica se 

muestra en el rectángulo a EGFR con nueve puntos que corresponden a nueve casos que 

presentaron esta amplificación. 
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Figura 6. Visualización gráfica del cromosoma 3. 
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Gráfica de puntos del cromosoma 3. En el eje horizontal se muestra al cromosoma 3 

dividido en bandas citogenéticas que nos proporciona la posición de los genes y en el eje 

vertical al valor de la relación T/N en log2 de cada uno de los genes representados como 

puntos. En el rectángulo se señala a RBP1, uno de los dos genes que con mas frecuencia 

sufrió de ganancia (10 veces). También se puede ver que en la región 3p las alteraciones 

son predominantemente de tipo pérdida mientras que en la región 3q las alteraciones son 

predominantemente de tipo ganancia. 
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Figura 7. Visualización gráfica del cromosoma 7. 
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Gráfica de puntos del cromosoma 7. En el eje horizontal se muestra al cromosoma 7 

dividido en bandas citogenéticas que nos proporciona la posición de los genes y en el eje 

vertical al valor de la relación T/N en log2 de cada uno de los genes representados como 

puntos. En el rectángulo se señala a EGFR, uno de los dos genes que con mas 

frecuencia sufrió de amplificación y ganancia (9 veces). En este cromosoma se 

observaron predominantemente amplificaciones. 
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Figura 8. Ventana de diálogo. 
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En esta figura se muestra, la ventana de diálogo que aparece una vez que el programa 

realiza la lectura del archivo que contiene los valores de la relación T/N . A este 

procedimiento se le llama importación de datos. En esta ventana, se seleccionan las 

columnas que contienen los datos que pide el programa. Una vez seleccionadas las 

columnas, el programa realiza la lectura del archivo, aparece la ventana de selección y se 

selecciona el tipo de gráfica. (figuras 4-7) 
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DISCUSiÓN 

En el proceso de carcinogénesis están involucrados la interacción de diferentes factores 

que modulan el crecimiento celular y diferenciación en particular, los oncogenes y genes 

supresores de tumor. Los protooncogenes y genes supresores de tumor son blancos de 

factores de riesgo como las moléculas carcinogénicas del humo del cigarro, la radiación 

ionizante y las oncoproteínas del virus de papiloma humano. Todos estos factores están 

relacionados al carcinoma epidermoide de laringe. Algunos de los eventos moleculares 

que inducen la carcinogénesis laringea todavía no son bien definidos, pero uno de los 

eventos que se presentan en todos los carcinomas, son las alteraciones cromosómicas. 

Estas alteraciones han sido asociadas con el sitio de localización de oncogenes y genes 

supresores de tumor. El estudio de las alteraciones en oncogenes y sus productos 

proteicos nos ofrece nueva información que puede ser utilizada en aplicaciones 

terapéuticas y en diagnóstico.47 

En general, los estudios de cariotipos de los tumores, así como de las células 

transformadas por VPH, han demostrado que tienen alteraciones moleculares complejas, 

tales como alteraciones estructurales, ganancia y pérdida de regiones cromosomicas o de 

cromosomas completos. La metodología de hibridación genómica comparativa (HGC) es 

particularmente útil para detectar alteraciones numéricas desbalanceadas como las que 

se han mencionado anteriormente.48 

Estudios previos realizados por HGC sobre cromosomas en metafases han delimitado un 

patrón específico de desbalances cromosómicos que se presentan en el cáncer de 

laringe. Así, se han encontrado alteraciones en prácticamente todos los cromosomas 

somáticos y se ha detectado que las ganancias mas frecuentes se localizan en 3q, 5p, 7 Y 

8q mientras que las pérdidas mas frecuentes se localizan en 3p, 5q, 9p Y 13.49 Sin 

embargo, se conoce poco acerca de la identidad de genes particulares que podrían ser 

blancos de cambios en el número de copias, por tal razón se uso la HGC sobre 
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microarreglos (HGCa) la cual se convierte en un método atractivo para definir estos genes 

particulares. 

En el presente estudio, se detectó por HGCa que las alteraciones mas frecuentes de tipo 

amplificación se localizaron en los genes EGFR (3q21-q22) Y en RBP1-RBP2 (7p12.3-

p12.1) mientras que la alteración más común de tipo deleción se encontró en RAF-1 

(3p25), observándose así que existe una concordancia entre las alteraciones detectadas 

por HGCa y el patrón de desbalances cromosomicas descritos previamente por HGCm.49 

Sin embargo, el microarreglo que se utilizó no cubre todo el genoma, por lo que se 

identificaron alteraciones génicas únicamente en genes particulares y marcadores 

genéticos que están relacionados en el proceso de transformación celular en diferentes 

tipos de neoplasias. Es claro que otras alteraciones cromosómicas están presentes en 

tejidos con este tipo de neoplasia. 

En las alteraciones que se presentaron en las lesiones premalignas.esimportante notar 

que debido al limitado número de muestras analizadas, no fue posible detectar alguna 

región particular que pudiera estar relacionado con este estado de la enfermedad. Sin 

embargo, se observó que de las alteraciones presentes en las lesiones premalignas 

ambas presentaron la misma pérdida en el gen 129F16/SP6 y las alteraciones de tipo 

ganancia no coincidieron con las alteraciones presentes en los tumores invasores. 

Adicionalmente, en estas lesiones premalignas se detectó la presencia de VPH11. 

En los tumores invasores, con el análisis por microarreglos se detectaron a las regiones 

cromosómicas amplificadas . con mayor frecuencia en RBP1-RBP2 (Proteína que une 

retinol 1 y 2,52.6%) yen EGFR (Receptor del factor de crecimiento epidermoide, 47.3%) 

localizados en 3q21-q22 y 7p12.3-p12.1, respectivamente. 

La proteína que une retinol 1 y 2 (RBP1,2) está involucrada en el transporte del retinol 

(vitamina A) desde sus sitios de almacenamiento en el hígado hasta los tejidos periféricos. 
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El retinol interviene en procesos importantes tales como el crecimiento y la diferenciación 

de los tejidos.50 

El mecanismo por el cual la vitamina A regula el crecimiento y diferenciación del epitelio 

de las vías respiratorias, no está del todo comprendido. La vitamina A tiene un importante 

papel en la regulación de EGF (Factor de crecimiento epidermoide) en el epitelio 

respiratorio, participa en el aumento de la afinidad de EGF a su receptor. La amplificación 

de RBP1,2 en el epitelio laríngeo podría alterar el metabolismo de vitamina A y afectar el 

proceso de diferenciación epiteliaI.51
-
54 

Por otro lado, la amplificación del receptor del factor de crecimiento epidermoide (EGFR, 

7p12.3-p12.1) que se encontró amplificado en el 47.3% de los tumores invasivos 

analizados por microarreglos, nos indica que juega un importante papel en estos tumores. 

EGFR es un receptor de proteína transmembranal con actividad de cinasa de tirosina, 

entre las funciones que realiza esta proteína dentro del tejido respiratorio es la inducción 

de proliferación y crecimiento celular y diferenciación de células básales a células de 

secreción no granuladas y la posterior producción de mucina.55 

En diferentes estudios se ha reportado la sobreexpresión de EGFR en carcinomas y 

papilomas laringeos, asociados a la infección por VPH y un incremento en su expresión 

se asocia con un pobre pronóstico en algunos casos.56
-
67 En el presente trabajo se 

identificaron en el 42.1 % de los tumores invasivos, secuencias virales de VPH 16 y una 

amplificación de EGFR en 50% de estos casos positivos para VPH. En algunos casos 

negativos a VPH se presentó ganancia de EGFR. En los casos positivos a VPH16 que 

presentan amplificación de EGFR, el posible mecanismo del desarrollo del tumor se tiene 

mediante la expresión de las oncoproteínas virales E6 y E7 Y el incremento de la 

expresión y activación de EGFR y la proteína viral ES que participa en el reciclamiento de 

EGFR a la superficie celular. La proteína viral ES, que se asocia con el Aparato de Golgi y 

membrana plasmática, tiene capacidad de interactuar con EGFR e incrementar el 
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reciclamiento del receptor a la superficie celular.68 La amplificación del oncogen EGFR, 

nos indica que la vía de señalización de EGFR juega un importante papel en la 

progresión de un grupo de papilomas y carcinomas. 

Por otro lado, la deleción de Raf-1 en 27.2% de los casos de tumores invasores negativos 

para VPH, nos sugiere ser un mecanismo asociado a este tipo de tumor. Raf-1 es una 

proteína del citosol con actividad' de cinasa que participa en el crecimiento, proliferación y 

transformación celular. Estudios previos sugieren que Raf-1, tiene una participación 

central en la respuesta al daño por mutaciones en el cáncer de laringe, de esta manera 

una inactivación de este gen, produce mayor sensibilidad a daños cromosomales 

producidos por los diferentes factores de riesgo.69
-
71 
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

La aplicación del HGC sobre microarreglos para el estudio del cáncer de laringe, nos ha 

permitido definir a genes específicos en los que se altera su número de copias y que se 

encuentran involucrados en esta neoplasia, tales como RBP1, 2 (Proteína que une retinol 

1 y 2) Y EGFR (Receptor del factor de crecimiento epidermoide). De las muestras 

positivas para VPH, no se encontró una relación entre la infección y la presencia de estas 

alteraciones. 

La identificación de estos genes nos permitirá realizar estudios de validación aplicando 

metodologías, como análisis de expresión y de esta manera determinar el papel funcional 

de estas alteraciones génicas como marcadores moleculares. 
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ANEXO 1. Total de Alteraciones Génicas presentes en todos los casos estudiados. 

CR NOMBRE L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 L11 L12 L13 L14 L15 L16 L17 L18 L19 L20 L21 
TP73 1 1 1 [ 1.5,.1] 1 1 1 1 1 
0182660 1 1 1 1 1 1 1 1 2.3~ 1 
018214 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
0181635 [1]] 1 1 1 f 7.97 1.51] 1 1 1 1 1 11 1.371 1 111.53! 1 1 
018500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1.4 
018418 [ J .31 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
0182465,01834( 1 1 1 1 1" 1 1 1 1 1 1 

1 WI-5663,WI-134 f 2..:.Q§1 1 1 1 1 1 1 1 1( 1'.91' 1 O:~] 1 ~ 2.03 
1 LAMC2 1 1 ~(aJ 1 1 1 11r57J 1 1 1 1 1 1 1 H 1.68 

PTG82 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1" 8HGC-18290 1 1 1 1 1 1 1 11 "1.531 1 1 1 1 1. 1.74 
1 1QTEL10 11.411 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
2 U32389 1 1 1 1 1 [ 9.68l 1 il 1 1 1 1 1 --2 2PTEL27 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
2 MYCN 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
2 GNLY 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
2 BIN1 l . 1 ; :~8J 1 1 1 L 3.3] 1 1 1 1 [C~TI 1 1 1 1 1 1 
2 LRP1B 1 1 [j]í] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
2 ITGA4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1.3] 1 1 1 
2 028447 1 1 1 1 f 1:42] 1 1 1 1 1~ 3 3PTEL25 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
3 VHL 1 1" 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
3 RAF1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1" 1" 1 1" 
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CR NOMBRE 
3 MLH1 
3 FHIT 
3 P44S10 
3 ROB01 
3 RBP1 
3 TERC 
3 EIF5A2 
3 PTK3CA 
3 TP63 
3 MFI2 
3 30TEL05 
4 GS10K2/T7 
4 WHSC1 
4 KIT 
4 PGRMC2 
4 POZ-GEF1 
4 40TEL 11 
5 C84C11/T3 
5 05S23 
5 05S2064 
5 OAB2 
5 OHFR 
5 APC 
5 CSF1R 
6 9PTEL48 
6 PIM1 

L1 

1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 

L2 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

L3 
1 
1 
1 
1 

L4 L5 

~~-~.-=:::'I~ 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 

1 
1 
1 
1 
1 

1~ 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 

1 
1~ 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 

1 
1 

L6 L7 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 

~ 
I 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

L8 L9 L10 L11 L12 L13 L14 L15 L16 L17 L18 L19 L20 L21 

1 1 1 1 1 1 1 1" 1. 1 1 1 
111 111 1 1 1 1 1 1 
1 1 
1 1 
H 1.51 
1 1 

1 
1 

1A9 
1 

111 

1 1 ¡ 1.75 
1 1 1.55 
1 1 2~55 

1 
1 

1 
1 
1 

1 

1 1 1 
111 

1':35 1.33 1043 
111 
111 
11 1.381 1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 

1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

111 
111 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 

1 
1 

1" 1 
111 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 

1 

1 

1 
1 
1 
1 

1 s.........:..:. 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 1 1 
1 1 1 

1 .. --- -. . .. ~t 1~5} 

1 
1 
1 
1 

1 
1 1 

1 
1 
1 
1 1" 1 1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 1 
1 1 
1 1 1" 1 1 

1 
1 
1 
1 

1 

1 
1 
1 
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1 
{ 6'5 

1 1 
3.28 1:98 
2.29 

1 1 
1 1 
1 1 
1 1 

1 
2.22 
1.78 
1;..5Z. 

1 1 
1 
1 1 
1 1 
1 1.94 



CR NOMBRE L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 L11 L12 L13 L14 L15 L16 L17 L18 L19 L20 L21 
6 06S414 1 1 1 1 1 1 1 111.47J 1 1 1 1 1 11 1.85 
6 HTR1B 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1" 6 06S434 1 1 1 1 1 1 1" 1 1 1 1 1 1 
6 MYB 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1" 1" 6 06S311 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1" 1 1 1 1 1 1 1 
6 ESR1 1 1 1 1 [) ;731 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
6 6QTEL54 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1" 7 IL6 1 1 1 1 1 1 1 1~ 1 1 1 1 1 1 1 
7 EGFR 1 E4);1:1 1 [ 2.013] 11 3.13~~ 1 '1.35 1 ~ 1.991 1 1 1 (I]j] 1 i 1.87 1.55 
7 RFC2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1_ 1 1 1 1 1 
7 ABCB1(MOR1) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
7 COK6 1 1 1 1~ 1 1 1I 2~81 1 1 ' 1.941 1 1 1 1 1 
7 MET 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1" 1 1 1 
7 TIF1 11.48] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
7 STSG48460 1 111.711 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
8 08S504 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
8 08S596 1 1 1 1 1Q]]] 10]] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
8 CTSB 1 1 1 1 1 1 1 P:1~88J 1 1 1 1 1 1 1" 
8 POGRL 1 1 1 1 1 113.071 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
8 LPL 0 .461 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
8 FGFR1 1 1 1 1 1.~ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 113.07' 

" --
8 MOS 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1.5 
8 E2F5 lUID 1 1[1' .881 1 1" 1 1 111.531 1 1.46 1 1 3.04 
8 EXT1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1.8 11 1.4 
8 MYC 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1.5 1 
8 PTK2 [ 1.451 1 1 1 1 1 1 1 [ ·t.4G).38] ~ ~~:~~I 1 1 1 1.62 1 
8 SHGC-31110 1 1 1 1 1 1 1 1 [jj§j 1 1 1 1 1 1 1 1 
8 U11829 1 1 1 1 1 1 r 1.641 1 1 1 1 1 111.461 1 1 
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CR NOMBRE 
9 AF170276 
9 098913 
9 MTAP 
9 COKN2A 
9 AFM137XA11 
9 098166 
9 PTCH 
9 OBCCR1 
9 ABL1 
10 10QTEL006 
10 8HGC-44253 
10 0108249,01085: 
10 GATA3 
10 WI-2389,010812 
10 BMI1 
10 FGFR2 
10 OMBT1 
10 8T8G27915 
11 11 PTEL03 
11 IN8 
11 HRA8 
11 COKN1 P57 
11 WT1 
11 KAI1 
11 CCN01 
11 FGF4 
11 EM81 
11 PAK1 

L1 

1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

L2 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 

1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

L3 

1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 

L4 L5 L6 L7 L8 
1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 
11111 
1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 

1 1 1 1" 
1 t 2.131 1 1 1 
1 1.51 11!&11 1 
11111 

1 

1, . - -~ '. _ A . "_ , 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 

1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 1 

1 
1 
1 

1 1 
H 1.83 
1 
1 

1 
1 1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 

L9 L10 L11 L12 L13 L14 L15 L16 L17 L18 
1 1 1 111 1 1 
1 1 1" 1 1 1 1 
1 1111111 
1 1 1 1 1" 1 1 
1 _ 1111111 
1 
1~ 

1 1 1 1 111 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
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1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 1 

1 
1~ 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 

1 
1 1 1" 1 1 

111 

1 1" 
111 1_ 1 
1········· 1_ 
111 
111 
1 1f 2.23 
1 1 
1 1 
1 1 1" 

1 
1 
1 
1 

L19 L20 L21 
1 1 
1 1 

1 
1 1 

1 1'" 
1 1 1 

1 1 

1 
1 

1 
1 

1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 

1 
1 1 
1 1 
1 
1 

1 
1 

1 
1 

1 1 
1 1 ~ 2~4·9 

1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 
1 1 
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CR NOMBRE 
11 ROX 
11 ATM 
11 WI-6509 
11 AF240622 
12 8M16/SP6 
12 CCN02 
12 COKN1B 
12 SAS 
12 MOM2 
120RIM 
12 STSG8935 
12 U11838 
13 013S319 
13013S327 
14 TCL1A 
14 AKT1 
14 IGH(014S308) 
141GH 
15 SNRPN 
15 MAP2K5 
151GF1R 
15 PACE4C 
15 WI-5214 
16 16PTEL03 
16 STSG48414 
16 CREBBP 
16 EMP2 
16 ABCC1 

L1 
1 
1 

1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 

1 
1 

1 

L2 L3 L4 
1 1 1'---=-1 
111 
111 
111 
111 
111 
1 1 
1 
1 1 
1 1 
1 1 
111 
1 1 
111 
111 
111 
111 

1 1 
111 
111 
1 1 
111 
111 
1 1 
1 1 
111 
1 1 
1 1 

1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 

L7 L8 
1 1 
1 1 
1 
1 
1 
1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 

1 
1 
1 

1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 
1 
1 1 
1 1 
1 1 

L9 L10 L11 L12 L13 L14 L15 L16 L17 L18 L19 L20 L21 
1 1 1 1 1 _ 1 1 1 _ 11 3.341 1 
1 1 P1.69J 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1ITZIJ 1 1 1 1 1 1 1 1 
1 1_ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 _ 1 1.47 
1(3']§l 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
1 111.61 ¡ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
111 1_ 1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

111 
1 
1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 1_ 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 
1 

1 
1 

1 1 
1 1 
1 1 
1 1 1_ 
1 1 
1 1 
1 
1 

1 

1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 

1 
1 
1 

1 - 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 0:.49 
1 1 
1 1 
1 
1 1 
1 
1 

1 
1 

1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 1_ 
1 1 1_ 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 
1 1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 1 

1 
1 

1 1 
1 1 1,jZ6tJ.1 

1 
1 1 
11 
1 r157-
1 1 

~.99 1 
1 
1 
1 
1 

1 
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1 

1 
1 

1 
1 
1 
1 

1 1 
1 1 

1 1 



CR NOMBRE 
16 CYLO 
16 COH1 
16 COH13 
16 LZ16 
16 STSG30213 
17 282M15/SP6 
17 WI-14673 
17 TP53 
17 LLGL 1 
17 NF1 3 
17 PPARBP 
17 THRA 
17 TOP2A 
17 NME1 
17 RPS6KB1 
17017S1670 
17 SHGC-103396 
18 TYMS 
18 FRA 18A(018S97 
180CC 
18 BCL2 
18 18QTEL 11 
19 129F16/SP6 
19 STSG42796 
19 JUNB 
19 CCNE1 
19 AKT2 
19 019S238E 

L1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 

1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 

L2 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 

L3 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 

L4 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

L5 
1 
1 
1 

1 

1 

L6 L7 
1 1 
1 1 
1 1 1_ 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 

1 L..ñ,ñ - - d 

1 L - - .1 

1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 

1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 

L8 L9 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 
1 -1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 1_ 
1 1 
1 1 
1 1 1_ 
1 1 

L10 L11 L12 L13 L14 L15 L16 L17 L18 L19 L20 L21 
1 1 1 1 1 1 1_ 1 1 r1)~ 1_ 1 ___ 1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 ....... . -1_ 1 1 1 1 L2:,.281 1 

111 1 1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1_ 1 1 

1 
1 
1 
1 
1 

1 1 1 1 1 1 1 111 
1 1 1 
1 
1 
1~ 

1 
1 
1 

1 , . . __ , . 

1 l1iiJID 
1 1 

1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 1 1_ 
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1 1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 

1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1_ 
1 1 

1 1 
1 1 1_ _ 1 1 

1 1 1 1 

1 1 1~ 1 1 1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 

1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 

1 1 ~'§I 1 1 1_ 1 1_ 
1 1 ~ ~ .:!. 1 
1 1 ' 2.57 1 1 -- 1 
~ 1_ ~ 1 1.35 

1 1 @O.38 1 
1 1 1 - -

1 1 
1 1 1_ 
1 1 

1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
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1 
1 
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CR NOMBRE 
20 20PTEL 18 
20 SOX22 
20 JAG1 
20 MKKS 
20 MYBL2 
20 CSE1 L 
20 ZNF217 
20 TP052L2 
20 200TEL 14 
21 021S378 
21 PCNT2 
21 210TEL 
22 HIRA 
22 TSX1 
22 SCR 
22 ARHGAP8 
22 ARSA 
22220TEL31 
X STS 3 
X KAL1 
X OMO 
X OXS7132 
X AR3 
X XIST 
X OCRL1 
y SRY 
y AZFa region 

L1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 

L2 L3 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 

1 
1 
1 
1 
1 

1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 1_ 
1 1 

L4 
1 
1 

L5 L6 
1 1 

1 

1 [1121 1 

1 
1 
1 
1 
1 

1 1 
1 1 
1 1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 

111 
111 
1 1_ 
111 
1 1_ 
1 U.691 1 
111 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 

1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 

L7 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 

L8 L9 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1~ 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
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1 

1~ 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 __ 

1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 

1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 

1 111.621 1 
111 1 
111 1 
1 111 
1 111 
111 1 
1 1 1 1 
1 H 1.58 1.521 
11Jj§j 1 1 
1 111 
111.9:7J 1 1 
1 1 1 1 
1 1 1 1 

1 1 
1 1 1_ 
1 1 1_ 
1 1 
1 
~ 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 I -. ~ - • ......-.--:., 

1 
1 
1 
1 
1 
1 

~ 

11 1.61' 
1 1 
1 1 
1 1 
1 1 1_ 
1 1 
1 1 1_ 
1 1 
1 1 1_ 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1 1 

1 1 
1 1 
1 1 
1 
1 
1 1 
1 1 
1 1 
1r1 .39 

1 
1 
1 1 

r-
1 L 2.7 
1 1 

1 
1 
1 

1 1 

1 
1 

1 

1 
1 
1 

1 

1 

1 

1 
1 
1 
1 

1 
1 

En esta tabla se muestran los valores de la relación T/N en las regiones que presentaron alguna alteración. Las ganancias y 
amplificaciones (valores> 1.2) se muestran en verde y las pérdidas (valores < 0.8) se muestran en rojo. Las iniciales que encabezan las 
columnas nos indican el cromosoma, la clona Qénica; L 1-L21 =Paciente 1-Paciente21. 
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