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Resumen 

 

El efecto de la vacunación preventiva contra el virus del papiloma humano (VPH) 

en la reducción del problema del cáncer cervical (Ca-Cu) no se conocerá hasta 

dentro de unos 30 años. Por lo tanto, es necesario mejorar los procedimientos de 

la detección y el tratamiento del Ca-Cu. El objetivo de este estudio fue identificar y 

caracterizar los blancos celulares que podrían considerarse posibles marcadores 

para la detección o blancos terapéuticos, utilizando una estrategia piramidal. 

Inicialmente la expresión de 8.638 genes se comparó entre 43 Ca-Cu positivo para 

el VPH16 y 12 epitelios cervicales sanos utilizando microarreglos. Encontrando un 

total de 997 genes desregulados y de estos, los 21 genes que mostraron la mayor 

desregulación adicionalmente fueron validados mediante qRT-PCR. Los 6 genes 

que se sobre expresaron en mayor proporción (CCNB2, CDC20, PRC1, SYCP2, 

NUSAP1, CDKN3) pertenecen a la vía de la mitosis. Estos genes se exploraron 

también en neoplasias intraepitelial cervical de alto y bajo grado, 29 de bajo grado 

(NIC1) y 21 NIC de alto grado (NIC2/3), para investigar si podía distinguir Ca-Cu y 

NIC2/3 (NIC2+) de NIC1 y controles. Los genes CCNB2, PRC1 y SYCP2 se 

asociaron mayormente con Ca-Cu y los genes CDC20, NUSAP1 y CDKN3 

también se asociaron con NIC2/3. La sensibilidad y especificidad de CDKN3 y 

NUSAP1 para detectar NIC2+ fue aproximadamente el 90%. Las proteínas 

codificadas por los 6 genes mostraron también expresarse en Ca-Cu por 

inmunohistoquímica. La Asociación de estos marcadores con sobrevida, fue 

investigada en 42 pacientes seguidas por al menos 42 meses. Sólo el gen CDKN3 

se asoció con baja sobrevida y esto fue de forma independiente de la etapa clínica 

(HR = 5.9, IC del 95% = 1.4–23.8, p = 0.01). Los genes CDKN3 y NUSAP1 pueden 

ser blancos potenciales para el desarrollo de métodos de detección temprana. Sin 

embargo, se requieren estudios adicionales futuros con un mayor número de 

muestras para definir el nivel óptimo de sensibilidad y especificidad. Así mismo la 

inhibición de la mitosis es una estrategia bien conocida para combatir el cáncer. 

Por lo tanto, CDKN3 puede ser no sólo un marcador de detección y sobrevida sino 



 

un potencial blanco terapéutico en Ca-Cu. Sin embargo, aun hace falta demostrar 

si es indispensable para el crecimiento del tumor. 

 

Abstract 

The effect of preventive human papillomavirus (HPV) vaccination on the reduction 

of the cervical cancer (CC) burden will not be known for 30 years. Therefore, it’s 

still necessary to improve the procedures for CC screening and treatment. The 

objective of this study was to identify and characterize cellular targets that could be 

considered potential markers for screening or therapeutic targets. A pyramidal 

strategy was used. Initially the expression of 8,638 genes was compared between 

43 HPV16-positive CCs and 12 healthy cervical epitheliums using microarrays. A 

total of 997 genes were deregulated, and 21 genes that showed the greatest 

deregulation were validated using qRT-PCR. The 6 most upregulated genes 

(CCNB2, CDC20, PRC1, SYCP2, NUSAP1, CDKN3) belong to the mitosis 

pathway. They were further explored in 29 low grade cervical intraepithelial 

neoplasias (CIN1) and 21 high-grade CIN (CIN2/3) to investigate whether they 

could differentiate CC and CIN2/3 (CIN2+) from CIN1 and controls. CCNB2, PRC1, 

and SYCP2 were mostly associated with CC and CDC20, NUSAP1, and CDKN3 

were also associated with CIN2/3. The sensitivity and specificity of CDKN3 and 

NUSAP1 to detect CIN2+ was approximately 90%. The proteins encoded by all 6 

genes were shown upregulated in CC by immunohistochemistry. The association 

of these markers with survival was investigated in 42 CC patients followed up for at 

least 42 months. Only CDKN3 was associated with poor survival and it was 

independent from clinical stage (HR = 5.9, 95%CI = 1.4–23.8, p = 0.01). CDKN3 

and NUSAP1 may be potential targets for the development of screening methods. 

Nevertheless, further studies with larger samples are needed to define the optimal 

sensitivity and specificity. Inhibition of mitosis is a well-known strategy to combat 

cancers. Therefore, CDKN3 may be not only a screening and survival marker but a 

potential therapeutic target in CC. However, whether it’s indispensable for tumor 

growth remains to be demonstrated.. 
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INTRODUCCIÓN. 
 
1. Cáncer Cervical. 
 
El Cáncer cérvico-uterino (Ca-Cu) es el segundo cáncer más común en las 

mujeres alrededor del mundo y en los países en desarrollo es la primera causa de 

muerte, el 80% de los 500,000 casos nuevos que ocurren anualmente en el 

mundo se presentan en países en desarrollo [1,2]. Su tasa de incidencia varía de 6 

casos por 100,000 en muchas naciones industrializadas hasta más de 50 por 

100,000 en algunos países en desarrollo [3], reportándose las mayores tasas de 

incidencia en América Latina, África, sur de Asia y suroeste de Asia. En México es 

el segundo cáncer más común en las mujeres y tiene una incidencia de 44 casos 

por 100,000 mujeres [4]. 

 

El Ca-Cu es una enfermedad que se desarrolla por etapas. La clasificación de 

estas etapas está basada en los cambios morfológicos del epitelio que define el 

grado de la lesión. La clasificación más utilizada es la neoplasia intraepitelial 

cervical (NIC) que se divide en grados 1, 2 y 3 (Figura 1). Los criterios para el 

diagnóstico de neoplasia intraepitelial varían según el criterio del médico-patólogo; 

aunque los aspectos más importantes a considerar son la desorganización celular, 

la atipia nuclear y el aumento de la actividad mitótica.  

 

La infección con el Virus del Papiloma Humano (VPH) es el agente etiológico para 

el desarrollo del cáncer cervical. El DNA del VPH se encuentra en el 99.7% de los 

casos de Ca-Cu, de los cuales el 50% de los carcinomas son positivos para el 

Virus del Papiloma Humano 16 (VPH16) [5-8]. El VPH se transmite por vía sexual 

y representa la infección de transmisión sexual más frecuente en todo el mundo. 

La prevalencia de la infección en las mujeres sexualmente activas varía de 2 a 

44%, los porcentajes mayores predominan en las mujeres menores de 25 años 

principalmente y disminuye conforme se incrementa la edad [9,10]. 
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Figura 1. Progresión de cáncer cervical mediada por VPH. Las células basales se encuentran en 
la parte inferior en el epitelio cervical, por encima de la membrana basal, la cual es soportada 
a su vez por la dermis. Se ha propuesto que el mecanismo de los VPH para acceder a las 
células basales es través micro-abrasiones en el epitelio cervical. Después de la infección, se 
expresan los genes tempranos del VPH, E1, E2, E4, E5, E6 y E7 y el DNA viral se replica de 
forma episomal (núcleos púrpuras). En las capas superiores del epitelio (zona media y zona 
superficial) el genoma viral se replica aún más y se expresan los genes tardíos L1 y L2 y el gen 
E4. Los genes L1 y L2 para encapsular el genoma viral en la forma de virones en el núcleo. Los 
nuevos virus vertidos pueden iniciar una nueva infección. Las lesiones intraepiteliales de bajo 
grado soportan la replicación viral, un número desconocido de infecciones con VPH de alto 
riesgo progresan a NIC-AG. La progresión de lesiones no tratadas hacia cáncer microinvasor e 
invasor que se asocia con la integración del genoma del VPH en los cromosomas del huésped 
(núcleos rojos), con pérdida o ruptura de E2 y la posterior sobreexpresión de los oncogenes de 
E6 y E7. LCR, región larga de control. (Tomado y modificado de Woodman y cols. [11]). 

 

Sin embargo, la mayoría de las infecciones son eliminadas por función efectiva del 

sistema inmune y sólo un porcentaje escapa, hacia el desarrollo de lesiones 

preinvasoras [9]. 

 

2. Histología. 

El cuello uterino está compuesto por dos tipos de epitelio, el exocervical, y el 

endocervical. El sitio anatómico en donde se localiza la unión de ambos epitelios 
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es muy variable, depende de la acción de las hormonas, lo que a su vez se 

relaciona con la edad. Este sitio de unión de estos dos epitelios se denomina zona 

de transición escamo-columnar o zona de transformación y es una región 

dinámica sujeta a cambios constantes (Figura 2). El epitelio cilíndrico 

mucosecretor, que reviste al conducto endocervical y el epitelio escamoso que 

recubre al exocérvix. La zona de unión entre estos epitelios relacionados con la 

acción de hormonas ováricas como el estrógeno, fenómenos proliferativos con el 

cambio de epitelio cilíndrico a escamoso (metaplasia) y donde se originan con 

mayor frecuencia las lesiones intraepiteliales. 

 

 

Figura 2. Zona de transformación, en el epitelio cervical. La zona de transformación cervical 
(indicada con la flecha), es un anillo activo metaplasia escamosa en donde el epitelio 
escamoso estratificado de ectocervix se debilita progresivamente y reemplaza el epitelio 
glandular del endocervix. Por razones no completamente claras, el tejido metaplásico es 
especialmente susceptible al potencial carcinógeno de las infecciones persistentes con VPH 
(Tomado de Schiffman y cols. [12]). 

 
 

El conocimiento del origen y comportamiento del carcinoma invasor del cérvix se 

ha incrementado en los últimos años. Se conoce ahora que cáncer cervical se 

manifiesta en distintos tipos histológicos, cuya nomenclatura se basa en su 

comportamiento y no en características morfológicas universales que definen al 

cáncer. Las variedades más comunes del carcinoma de células escamosas son el 

de células grandes queratinizantes y no queratinizantes. Estas tienen en común 
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una diferenciación celular escamosa tanto en la formación intracelular de puentes 

como en la queratinización [12]. 

 

El tipo epidermoide es el más frecuente (90-95%), se origina en el ectocérvix 

(exocervix), tiene patrón laminar o en nidos de células neoplásicas fusiformes a 

cúbicas con queratinización individual y presencia de desmosomas. El tipo 

adenocarcinoma es menos frecuente, aunque recientes reportes indican el 

aumento de este tipo cáncer cervical, se origina del endocervix y se caracteriza 

por un patrón glandular recubierto por células neoplásicas cilíndricas, productoras 

de moco, son en general células grandes [13]. 

 

3. Principales factores de riesgo asociados al desarrollo del Ca-Cu. 

 

El cáncer de cuello uterino se presenta mediante una serie de cuatro pasos: la 

trasmisión del VPH, la persistencia viral, la progresión de alguna clona de células 

pre-cancerosas infectadas y la invasión (Figura 3). La infección por el VPH se ha 

demostrado que es la causa necesaria, pero no suficiente para el desarrollo del 

cáncer cervical. La gran mayoría de las mujeres infectadas por algún tipo de VPH 

de alto riesgo oncogénico no presenta Ca-Cu. Esto sugiere que otros factores 

adicionales actúan conjuntamente con el VPH y que influyen en el riesgo de 

aparición de la enfermedad. Co-factores como la paridad, el uso de 

anticonceptivos orales, el tabaquismo, la inmunosupresión particularmente la 

relacionada con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), la infección por 

otras enfermedades de transmisión sexual (EST) y la desnutrición se han 

asociado. Sin embargo, la causa específica en la aparición del Ca-Cu no es 

completamente clara aún, otros factores también referidos como de riesgo son: la 

edad del comienzo de las relaciones sexuales, el número de compañeros sexuales 

que se han tenido y otras características de la actividad sexual se vinculan con la 

probabilidad de contraer el VPH. La enfermedad si se detecta en etapas 

tempranas teóricamente es prevenible, sin embargo en países en vías de 

desarrollo no es así, debido a que los programas de detección oportuna, basados 
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en la citología (Papanicolaou, PAP), han sido poco eficientes, o de escasa 

cobertura aun, por lo que esto también explicaría la alta incidencia de cáncer 

cervico-uterino en los países en vías en desarrollo [13-15]. 

 

El virus del papiloma humano se transmite por contacto, durante las relaciones 

sexuales, el uso del preservativo disminuye el contagio sexual, pero no lo elimina. 

Algunos tipos de virus del papiloma humano tienen alta capacidad oncogénica los 

denominados de alto riesgo y provocan mitosis sin control, displasia, carcinoma in 

situ, y cáncer de cuello de útero. Las mujeres se contagian al comienzo de sus 

relaciones sexuales, pero en la mayoría de los casos la infección se elimina por 

medios naturales, espontáneamente, un funcionamiento en forma adecuada del 

sistema inmune, en promedio solo 2 de cada 1000 mujeres desarrollara un Ca-Cu, 

si la infección se mantiene por más de una década [13]. 

 

 

 
Figura 3. Principales etapas en el desarrollo de cáncer cervical. La figura muestra la 
comparación entre la citología parte superior y la colposcopia parte interior. Las etapas 
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importantes en el desarrollo del cáncer de cuello uterino se pueden entender mejor en 
relación a la edad de inicio de la primera relación sexual como una aproximación a la edad de 
la primera infección con VPH, la cual es similar a otras infecciones trasmitidas sexualmente; 
puede existir un gran pico en la infección inicial. El promedio de edad de la infección puede 
variar en las distintas culturas. La infección con el VPH, puede ser medida y monitoreada con 
pruebas moleculares, sin embargo la infección con VPH no necesariamente indica una lesión 
(tomado y modificado de Shiffman y cols. [12]). 

 

La infección permanente es de evolución lenta, puede lleva hasta diez años o más 

para producir lesiones precancerosas, y otros diez años para producir carcinoma 

invasor. Asimismo se ha documentado que el 70% de las mujeres sexualmente 

activas han tenido infección por algún tipo de papiloma virus a lo largo de su vida, 

y que el 1% de ellas desarrollará cáncer in situ. Sin embargo, países como México 

constituyen aun es una de las principales causas de muerte por cáncer en la mujer 

desde hace ya varios años (datos de la secretaría de salud, www.salud.gob.mx), 

solamente rebasado por cáncer de mama [2]. 

 

4. Tipos virales y variantes. 

 

Se han identificado alrededor de 200 tipos diferentes de VPH [16], pero solo 100 

han sido caracterizados, de los cuales alrededor de 40 son conocidos como VPH 

genitales y se dividen en dos grupos: los de bajo riesgo (VPH-BR: 

6,11,40,42,43,44,54,61,70,72,81) y los de alto riesgo oncogénicos (VPH-AR: 16, 

18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82). Los tipos 26, 53 y 66 se 

consideran VPH-AR [17]. Estudios epidemiológicos y moleculares demostraron 

que la infección con VPH-AR es necesaria, aunque no suficiente, para el 

desarrollo de cáncer cervical [18]. Los tipos virales más predominantes en la 

región de América latina son el tipo 16 y el tipo 18 (Figura 4) [19]. 

http://www.salud.gob.mx/
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Figura 4. Distribución de VPH 16/18 en Ca-Cu en América central y del sur (tomado de 
Ciapponi y cols. [19]). 

 

 

Los tipos virales se consideran diferentes cuando la secuencia de nucleótidos de 

su genoma difiere en más del 10%. Además los tipos de VPH tienen variantes 

genéticas, que difieren hasta en un 2% del genoma viral, y algunas de ellas se han 

asociado a lesiones más avanzadas o tipos histológicos más agresivos [20-22]. 

Para el VPH16 se han definido cinco linajes filogenéticos, los cuales se distribuyen 

de manera distinta entre los cinco continentes (Figura 5). Estas se clasifican en: 

variantes Asiático-Americanas (AA), se encuentran principalmente en Centro y 

Sudamérica y en España, las variantes Africana-1 (Af-1) y Africana-2 (Af-2) en 

África, las variantes Asiáticas (As) en el Sudeste de Asia y las variantes Europeas 

(Eu) en todas las regiones excepto en África [23,24]. 
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Figura 5. Distribución global de las clases y subclases de VPH16 por continente (tomado de 
Yamada y cols. [24]). 

 

 

5. Biología del VPH. 

 

Los VPH infectan epitelios estratificados queratinizados con una alta especificidad 

y están asociados con la aparición y persistencia de neoplasias benignas y 

malignas. Todos los VPH presentan un genoma de DNA circular de doble cadena 

de aproximadamente 8000 pares de bases, y de una cápside icosaédrica 

compuesta de 72 capsómeros, constituidos de 2 proteínas estructurales, y no 

poseen envoltura. El genoma viral de los VPH es bastante conservado, todos 

presentan seis genes de expresión temprana (E) y dos genes de expresión tardía 

(L), así como una región reguladora no codificadora (Figura 6) [12]. 
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Figura 6. Esquema de organización del genoma de VPH (tomado y modificado de Prendiville y 
col. [25]. 
 

 

Todos sus genes están codificados en una sola cadena, aunque en diferentes 

marcos de lectura y usan un procesamiento diferencial de corte y empalme para la 

expresión individual de cada uno de sus genes (ver Tabla I). La capacidad 

oncogénica del VPH reside en tres productos virales: las proteínas tempranas E6, 

E7 y E5 cuya expresión depende de un gran número de factores celulares, y de la 

presencia de la proteína viral reguladora E2. Asociada a E2, la proteína E1 cumple 

funciones importantes en la replicación del DNA viral, mientras que los genes 

tardíos L1 y L2, codifican para las proteínas de la cápside viral [25].  

 

La proteína temprana E4 se expresa solamente en células diferenciadas, su marco 

de lectura está localizado dentro de la región temprana; sin embargo al 

encontrarse bajo la acción de un promotor específico de la diferenciación se 

expresa como un gen tardío, formando el transcrito llamado E1^E4 [25]. 
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Tabla I. Tamaño y función de las proteínas del papiloma virus. 
Proteína viral/ 

elemento gen 

Peso molecular/ 

tamaño 

Función 

Elementos no codificantes 

Región larga 

de control 

500-1000 pb Origen de replicación y 
regulación de la expresión de 
genes de VPH 

Proteínas tempranas 
E1 68-85 kD Función de helicasa, esencial 

para la replicación viral y el 
control de la transcripción de 
genes, similar en algunos 
tipos. 

E2 48 kD Factor de transcripción viral; 
esencial para la replicación 
viral y el control de la 
transcripción de genes; 
segregación del genóma y 
encapsidación. 

E3 No conocida Función no conocida, solo 
presente en pocos tipos de 
VPH 

E1^E4 10-44 kD Se une a proteínas del 
citoesqueleto 

E5 14 kD Interacción con los receptores 
de EGF/PDGF 

E6 16-18 kD Interacción con diversas 
proteínas del ciclo celular; 
degradación de p53 y 
activación de telomerasa 

E7 ~10 kD Interacción con diversas 
proteínas celulares; interacción 
con pRB y transactivación de 
promotores dependientes de 
E2F 

E8-E2C 20 kD Larga distancia de 
transcripción y replicación de 
proteínas represoras 

Proteínas tardías. 
L1 57 kD Proteína principal de la 

cápside 
L2 43-53 kD Proteína menor de la cápside 
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La regulación genética de los VPH reside en una porción no codificadora del 

genoma viral conocida como región larga de control LCR. La LCR es un segmento 

cuyo tamaño oscila entre los 800 y 1000 pb dependiendo del tipo de VPH. Una 

característica interesante de la LCR es que su secuencia nucleotídica es 

extremadamente variable entre los diferentes tipos virales, por lo que se ha 

utilizado para distinguir entre los diferentes tipos de VPH. La proteína viral E2 

juega un papel central en la regulación genética de los VPH, reprimiendo o 

activando la transcripción de los genes [25]. 

 

La actividad represora de E2 tiene interesantes implicaciones clínicas. En lesiones 

benignas o pre-malignas el DNA genómico del VPH se encuentra de forma circular 

(episomal, no integrada) la expresión de E6 y E7 está regulada por E2. En cambio 

en lesiones tumorales se ha demostrado la presencia del DNA viral integrado al 

genoma celular, usualmente con el gen E2 interrumpido. Por lo tanto, los genes E6 

y E7 de VPH no son regulados negativamente por E2 [12]. 

 

El gen E6 es uno de los genes virales tempranos expresados durante la infección 

por VPH y juega un papel importante en el ciclo de vida viral así también en la 

inmortalización y transformación celular. La participación de E6 en la 

transformación, esta mediada por la interacción con una gran variedad de 

proteínas celulares. La más estudiada es la proteína supresora de tumor p53, que 

es marcada por E6 para su degradación a través de E6-AP una proteína ligasa de 

la vía celular de ubiquitina.  

 

La oncoproteína E7 interactúa con la proteína supresora de tumores p105 Rb e 

impide que se asocie con el factor transcripcional celular E2F, responsable de la 

activación de múltiples promotores de oncogenes celulares. De esta forma, la 

función de las oncoproteínas E6 y E7 en el ciclo de vida viral está relacionada con 

la inhibición de algunos mecanismos de la regulación celular [26]. 
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6. El ciclo de vida de los VPH en los epitelios en diferenciación. 
 
Los virus del papiloma son especie-específicos e inducen proliferaciones 

epiteliales o fibroepiteliales benignas de la piel y mucosas en humanos y varias 

especies animales. Estos virus tienen un tropismo específico y absoluto por las 

células epiteliales escamosas y su ciclo reproductivo completo sólo ocurre en 

estas células. Se cree que la infección por el VPH empieza en las células basales, 

que son mitóticamente activas. Después de la infección, el virus puede 

permanecer latente, replicarse y producir partículas infecciosas o integrarse al 

genoma celular. 

 

La infección productiva se divide en varias etapas que dependen del estado de 

diferenciación de las células epiteliales en cuestión. El ciclo completo, que incluye 

la síntesis de DNA viral, la producción de las proteínas de la cápside viral y el 

ensamblaje de los virones, ocurre selectivamente en queratinocitos terminalmente 

diferenciados. Las células de la capa basal que proliferan, a pesar de que contiene 

DNA del VPH, parecen ser poco activas en la expresión de algunas proteínas 

vírales (Figura 7). Aparentemente existen factores celulares que regulan 

negativamente la transcripción viral de estas células. 

 

 

 
Figura 7. Secuencia de expresión de genes virales a través de la diferenciación de 
queratinocitos en el epitelio cervical estratificado. Inicialmente los virus de alto riesgo infectan 
los queratinocitos de la capa basal (tomado de Schiffman [12]). 
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Esta regulación se libera, cuando las células infectadas migran hacia arriba del 

epitelio en la capa granulosa, donde sufren un programa de diferenciación hasta 

que ya no pueden dividirse. En estas células empieza la transcripción activa de 

secuencias virales tempranas y tardías, se sintetizan proteínas virales y las 

partículas virales se ensamblan en algunas de las células superficiales [25,13]. 

 

7. Genes celulares alterados o inducidos por los oncogenes virales del VPH. 

 

Los oncogenes virales E6 y E7 se expresan en bajos niveles en las células 

basales, y se sobre expresan conforme las células entran en la etapa de 

diferenciación terminal o progresan a NIC-AG o cáncer invasor. La expresión 

sostenida de los genes E6 y E7 es necesaria para mantener el fenotipo maligno. 

Las proteínas E6 y E7 alteran la diferenciación celular, reactivan la síntesis de 

DNA, y estimulan la progresión del ciclo celular, E6 transactiva o reprime la 

expresión de múltiples genes y se une a numerosas proteínas celulares 

incluyendo E6AP, una proteína ligasa de la vía ubiquitina de la proteólisis. El 

complejo E6/E6AP se une a la proteína supresora de tumores p53 marcándola 

para ser degradada por los proteosomas. La proteína p53 induce la apoptosis y 

frena el ciclo celular en respuesta al estrés genotóxico y daño al DNA. El control 

del ciclo celular lo ejerce en parte a través de inducir la expresión de p21, un 

inhibidor del complejo cinasa dependiente de ciclinas G1/S-Cdk, necesario para la 

progresión del ciclo celular. Por otra parte, es un activador de la transcripción de 

múltiples genes celulares asociados a la respuesta al estrés celular y al daño del 

DNA (Figura 8). La pérdida de p53 conduce a la inestabilidad genética y una 

rápida progresión a malignidad.  

 

La proteína E7 del VPH16 se une a la proteína de retinoblastoma (pRb) y a otros 

miembros de esa familia [13]. La unión de E7 y pRB, ocurre con la forma 

hipofosforilada de pRB provocando la liberación del factor de transcripción E2F, el 

cual estimula la expresión de múltiples genes involucrados en la progresión del 

ciclo celular y la síntesis de DNA. La proteína E7 también se une y altera la 

función de factores de transcripción AP-1, los cuales regulan la expresión genética 
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de muchos genes. E6 y E7 ejercen un efecto traslapado en el control del ciclo 

celular y en combinación, inmortalizan eficientemente queratinocitos humano [12]. 

 

 

Figura 8. Mecanismo de transformación mediado por las proteínas virales E6 y E7 en cáncer 
cervical, (modificado Burd [13]). 

 

 

Así, E6 y E7 interactúan con numerosos reguladores de la transcripción celular, 

tienen el potencial para modificar, directamente o a través de su efecto sobre p53 

y Rb, la expresión de redes de genes en los queratinocitos. La búsqueda de 

patrones de expresión característicos en el cáncer cervical ha llevado al análisis 

de proteínas involucradas específicamente en las vías afectadas por los 

oncogenes virales. Por ejemplo, se ha demostrado la sobre expresión de algunos 

genes como p16, survivina, FasL, Fascina, Ciclina E, metaloproteinasas entre 

otros, y la regulación negativa de algunas proteínas de citoesqueleto y adhesión 

[27,28]. 
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Recientemente, el surgimiento de los microarreglos de DNA ha permitido 

investigar patrones globales de expresión de genes en cánceres humanos, 

específicamente en cáncer cérvico-uterino [29-37]. Se han utilizado distintos 

abordajes, en algunos casos se han analizado queratinocitos transfectados con los 

oncogenes virales E6/E7 con el objetivo de investigar sus efectos directos sobre la 

expresión génica. También se han utilizado líneas celulares positivas para VPH y 

recientemente se han reportado un mayor número de estudios que analizan 

muestras tumorales [37]. 

 

En su conjunto, los resultados obtenidos en distintos trabajos con microarreglos de 

DNA han mostrado la alteración de la expresión de genes involucrados en la 

regulación del ciclo celular y apoptosis (regulación negativa de las vías 

dependientes de p53 y Rb), proteínas de citoesqueleto, proteínas de respuesta al 

daño al DNA y proteínas inmunomoduladoras. Se ha observado, por ejemplo, que 

se inhibe la expresión de TGF-β2 y de múltiples genes regulados por esta 

interleucina, así como también los genes de respuesta a interferón como: 

interferón-α, interferón-β; y por otra parte se induce la expresión de: NF-kβ y AP-1 

y de múltiples genes inducidos por que participan en la señalización de TNF-α o 

NF-kβ y AP-1 [26]. 

 

Muchos de estos genes están asociados a la resistencia a la infección y la función 

inmune del huésped. Por ejemplo, los interferones estimulan la expresión de las 

moléculas HLA I y TAP1 y TAP2, proteínas involucradas en el procesamiento y 

presentación antigénica. De hecho, la expresión de estas proteínas se encuentra 

disminuida o abolida en las NIC-AG y cánceres invasores del cérvix, lo que 

permite que el tumor pueda evadir la respuesta inmune celular [38]. Sin embargo 

aun cuando existe algo más de un centenar de artículos de microarreglos en Ca-

Cu, no se ha reportado que se enfoquen a la búsqueda de marcadores de 

diagnostico temprano. 
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8. Vacunas. 

 

En la actualidad, existen vacunas en el mercado que previenen la infección por 

VPH oncogénicos tipo 16 y 18, que se asocian con 65–70% de Ca-Cu en todo el 

mundo [39]. Estas vacunas tienen muy alta eficacia para la prevención de la 

infección y el desarrollo de neoplasias intraepiteliales cervicales de alto grado 

(NIC2/NIC3) [40,41]. Sin embargo, las mujeres aún cuando estén vacunadas, 

deben asistir a los programas para la detección temprana de Ca-Cu, ya que estas 

vacunas sólo protegen contra ciertos tipos de virus y todavía no se sabe cuánto 

tiempo durará la respuesta inmune de protección contra los restos del VPH-AR 

restantes [42,43]. En muchos países las vacunas preventivas para HPV 16 y 18 se 

han incorporado en el programa nacional de vacunación, para niñas de 9 a 12 

años de edad [44,45]. Sin embargo, debido a que la incidencia de pico de Ca-Cu 

se produce en las mujeres 45–50 años de edad, el efecto de estos programas de 

vacunación preventiva en la reducción de la prevalencia de Ca-Cu no se conocerá 

aun con claridad durante los siguientes 30 años. Por lo tanto, es necesario mejorar 

los procedimientos de detección oportuna del Ca-Cu y el tratamiento. 

 

9. Marcadores tumorales. 

 

De acuerdo con los Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos (NIH); un 

biomarcador tiene la característica de ser medido objetivamente como un 

indicador de un proceso biológico normal, proceso patológico, o respuesta 

farmacológica a una intervención terapéutica. “Una molécula biológica que se 

encuentra en la sangre, en otros fluidos corporales o tejidos, es una señal de un 

proceso normal o anormal, de una condición o de enfermedad. Un biomarcador 

puede servir para ver cómo el cuerpo responde a un tratamiento en una 

enfermedad o condición. Los biomarcadores también se llaman marcador 

molecular y firma molecular“ [111]. 

 

El análisis de los perfiles de expresión, está usándose fuertemente para 

caracterizar e identificar nuevos y mejores marcadores diagnóstico marcadores 
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tumorales (marcadores específicos de tumor o asociados a tumor). Estos perfiles 

son generados por el análisis de RNA mensajero (mRNA); patrones de metilación 

del DNA, con el uso de sondas específicas que son utilizadas para detectar su 

complementario y perfiles de expresión de proteínas en tumores. 

 

Existen claros ejemplos de marcadores con aplicación clínica: ya sea de 

predicción, detección, diagnóstico o pronóstico. Sin embargo, pocos 

biomarcadores son altamente sensibles y específicos al mismo tiempo, para la 

detección en cáncer [111]. La sobreexpresión del gen Her2/Neu, para cáncer de 

mama es un ejemplo de un biomarcador predictivo; el Antígeno Prostático 

Específico (PSA): para Cáncer de próstata; CA 125, en Cáncer de ovario; 

Gonadotrofina Coriónica Humana y Alfafetoproteína, para el Cáncer de testículo; 

Tiroglobulina y Calcitonina, en Cáncer de Tiroides; EGFR, en cáncer de pulmón 

por mencionar algunos ejemplos [46,111]. 

En el cáncer cervical se han descrito diversos biomarcadores, que pueden ser 

útiles como método de detección, sin embargo, estos no han sido completamente 

validados con estudios con la alta calidad que se requiere, evaluando la 

especificidad y sensibilidad de las pruebas. El conocimiento acerca como el VPH 

es el agente causal del cáncer cervical, que ha sido estudiado durante décadas y 

esto ha abierto la posibilidad de improvisar estrategias de prevención y prácticas 

de detección, que mejoren las existentes. Algunos de los genes propuestos como 

biomarcadores funcionales incluyen marcadores del ciclo celular tal como 

CDKN2A, Ki-67, PCNA, p53, proteína de retinoblastoma (pRB), p21, p27, MCM5, 

CDC6, ciclina A, E y D, marcadores de diferenciación escamosas citoqueratina 

(CK) tal como CK14 y CK13 y otras moléculas como involucrina, telomerasa 

(TERT), survivina, VEGF, FHIT y otras más [1]. 

10. Pruebas de diagnóstico, pronóstico y de seguimiento. 

 

Durante muchos años, la prueba de Papanicolaou (Pap) ha sido el procedimiento 

de pesquisa más importante para la detección temprana de Ca-Cu, y su aplicación 
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masiva en los países desarrollados ha disminuido la incidencia de la Ca-Cu por 

más de 50% en los últimos 40 años [47]. Las mujeres con pruebas Pap anormales 

son remitidas a la colposcopia, para que se confirme, descarte o aclare el 

diagnóstico junto con el estudio histopatológico. Sin embargo, la sensibilidad 

promedio de citología para la detección de lesiones NIC es 50 a 60%; Aunque la 

especificidad es muy elevada, aproximadamente un 90% [48]. 

 

Como es ampliamente conocido que el virus VPH es indispensable para el 

desarrollo de Ca-Cu, varios procedimientos para detectar el genoma del VPH se 

ha incorporado la detección del Ca-Cu. En comparación con la citología 

convencional, pruebas de DNA de VPH tiene mayor sensibilidad pero baja 

especificidad para la detección de lesiones CIN2 o superior (CIN2+). La alta 

sensibilidad y alto valor predictivo negativo (VPN) de pruebas de DNA de VPH 

para la detección de lesiones CIN2+ sugiere que podría ser utilizado para ampliar 

los intervalos de seguimiento [49]. En la Tabla II se resumen algunos de los 

trabajos publicados en donde se compara la sensibilidad y especificidad para la 

prueba de DNA de VPH, en y se muestra incluso el valor predictivo de esta 

prueba. 
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Tabla II. Revisión de artículos que evalúan sensibilidad y especificidad en muestras de cáncer cervical  

Referencia Año 
Número total 
de muestras  

casos/controles VPH-AR sensibilidad especificidad VPP VPN 

Kulasingam y cols.[50] 2002 4358 1074/3318 1047 68.1 90 
 

98.4 

Coste y cols.[51] 2003 2585 389/1405 
 

96 82 
  

Petry y cols.[52] 2003 7908 521/8083 521 97.8 95.3 10.9 100 

Brigas y cols.[53] 2005 13842 497/1036 437 97 92.4 
  

Mayrand y cols.[54] 2007 9977 5059/5095 399 97.4 94.3 7 100 

Cardénas-Turanzas y cols.[55] 2008 1850 443/910 240 69 93 17 99 

Del Mistro y cols.[56] 2010 749 147/582 123 93.1 78.6 14.9 
 

Lazcano-Ponce y cols.[57] 2010 50,159 1106/49053 4,418 93.3 89.2     
    VPH-AR= virus de papiloma humano alto riesgo. VPP=Valor predictivo positivo, VPN=Valor predictivo 
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Sin embargo, la baja especificidad de las pruebas de DNA de VPH aumentaría 

el número de exámenes de seguimiento y derivaciones de la colposcopia, lo 

que así mismo acrecentaría el costo de la investigación [58]. Además en países 

como México el acceso a este diagnóstico aun es difícil por los pocos equipos 

disponibles y personal calificado para el desarrollo de esta técnica. Por lo tanto, 

la necesidad de desarrollar nuevos métodos para la detección temprana de Ca-

Cu con alta sensibilidad y especificidad es evidente. 

 

Múltiples marcadores de tumor asociados con CIN2 han sido identificados, 

especialmente CDKN2A, TOP2A y MCM2. Sin embargo, estos marcadores no 

se han propuesto para la detección, están más dirigidos para diagnóstico, 

pronóstico o tratamiento [1,27]. El tratamiento actual para el cáncer cervical 

invasivo es la cirugía, la quimioterapia, la radioterapia o una combinación de 

estas terapias, dependiendo de la fase clínica de la enfermedad. 

 

El éxito de las terapias convencionales y la supervivencia de las pacientes 

disminuyen conforme la enfermedad progresa a etapas más avanzadas [59]. 

De hecho, el porcentaje de mujeres que sobreviven 5 años disminuye de 93% 

hasta un 15%, entre el estadio IA al estadio IVB (www.cancer.org). A diferencia 

de otros tipos de cáncer, en los cuales ya varios medicamentos moleculares 

específicos se han desarrollado [60]; hasta el momento para el cáncer cervical 

no hay terapias moleculares específicas dirigidas. La mayoría de los 

medicamentos contra blancos específicos en cáncer se dirige hacia las 

proteínas mutantes, especialmente proteínas cinasas [61]. Sin embargo, 

algunos fármacos que utilizan como blanco normales que son sobre-

expresadas, como HER2/neu en el cáncer de mama [62,63]. El primer paso 

para el desarrollo de un medicamento molecular es la identificación de blancos 

moleculares universales que están presentes en los pacientes con Ca-Cu y 

ausente en mujeres sanas. 
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HIPÓTESIS. 
 
 
Existe un patrón de genes asociados al Ca-Cu, causado por la infección con 

VPH, estos genes que aun no han sido descritos, pueden participar en 

procesos como progresión o invasión en Ca-Cu. Estos genes estarán alterados 

en la mayoría de los tumores y podrían servir como blancos para detección 

temprana o terapia en cáncer. 

 
 
 

 

PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN. 

 

El Ca-Cu es un problema de salud pública por ser uno de los tumores más 

frecuentes en mujeres en México. Existe una asociación entre el desarrollo de 

este tipo de cáncer y la infección con VPH en las mujeres, por lo cual 

esperamos que exista un grupo de genes expresados solo en muestras 

tumorales positivas a VPH y no en tejido sano. Estos genes pueden ser 

prometedores como blancos para detección temprana por nuevos métodos 

sensibles y específicos, así como para terapia. En la actualidad, existe la 

necesidad de desarrollar nuevos métodos de detección temprana para el Ca-

Cu con alta sensibilidad y especificidad al mismo tiempo. 

 

Existen preguntas que requieren ser contestadas: 

 

¿Cuáles son los genes que participan en la invasión en el Ca-Cu? 

 

¿Existen alteraciones genéticas comunes en todo el Ca-Cu que puedan 

utilizarse como blancos para diagnóstico y terapia? 

 
¿Existen alteraciones genéticas comunes en las lesiones pre-invasoras 

de Ca-Cu que puedan utilizarse como blancos para detección temprana 

y terapia? 
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OBJETIVO GENERAL: 

 
Identificar y caracterizar blancos celulares presentes en la mayoría de muestras 

Ca-Cu positivas para VPH16 y que no se expresen en el epitelio normal del 

cuello uterino, con una diferencia significativa entre los dos grupos para ser 

considerados como posibles marcadores, con una sensibilidad y especificidad 

cercana al 100%, para la detección temprana en Ca-Cu.  

 
 
Objetivos secundarios: 
 

 

 Identificar genes asociados al proceso de invasión en el cáncer de 

cuello uterino, en muestras positivas para VPH16, mediante el uso 

de microarreglos de expresión. 

 

 Identificar genes universales alterados en el cáncer de cuello 

uterino que sean útiles como blancos diagnósticos o terapéuticos. 

 

 Calcular la sensibilidad y especificidad de los marcadores para 

cáncer de cuello uterino. 

 

 Validar marcadores útiles para pesquisa en las lesiones de bajo y 

alto grado. 
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MATERIAL Y MÉTODOS. 
 
1. Muestras. 
 
En este trabajo se incluyeron un total de 144 muestras de pacientes, las cuales 

pertenecen a cuatro grupos de estudio: I) 69 biopsias de pacientes con Ca-Cu 

invasor, diagnosticadas en el Servicio de Oncología en el HGM; II) 29 muestras 

de pacientes con lesiones de bajo grado (NIC1); III) 21 muestras de pacientes 

de alto grado NIC (NIC2 ó NIC3) y IV) 25 epitelios de mujeres con cuello 

uterino normal, obtenidos en el Servicio de Ginecología y Obstetricia en el 

HGM.  

 

Las muestras de Ca-Cu invasor pertenecen a una colección total de 462 

biopsias de pacientes, que forman parte de un banco de tejidos de la unidad de 

medicina Genómica y se colectaron de forma secuencial durante un período 

desde noviembre de 2003 hasta julio de 2007, y que además representan 

aproximadamente el 80% de las pacientes de recién diagnostico para Ca-Cu. 

Para cada paciente participante en el estudio, una carta de consentimiento 

informado fue obtenida y el estudio fue aprobado por el comité de ética del 

HGM.  

 

Así mismo, los criterios de selección de las 69 muestras de Ca-Cu se basaron 

en la disponibilidad de una biopsia de tumor fresco para la extracción de RNA, 

con más del 70% de células tumorales en el análisis morfológico (ver abajo), en 

su mayoría FIGO etapa II y el tipo viral. Este grupo de Ca-Cu, incluyó 47 

muestras positivas para el VPH16 y 22 muestras positivas para otro tipo de 

virus incluyendo VPH 18, 31, 33, 45, 51, 58 y 59. Del total de las 69 muestras 

de Ca-Cu, 54 fueron carcinomas de células escamosas, 14 adenocarcinomas y 

1 muestra de un carcinoma adenoescamoso. La edad promedio de las 

pacientes con cáncer fue de 48 años (rango 23-78, Tabla III). Todas las 

pacientes recibieron evaluaciones clínicas completas, la clasificación de los 

tumores de las pacientes se realizó según los últimos protocolos 

internacionales aprobados para el cáncer ginecológico [64].  
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Tabla III. Resumen de los datos clínicos, tipo viral, edad, arreglo 
utilizado para la expresión génica. 
Muestra

a 
 Histología Etapa tumor VPH tipo  Edad (años) Técnica  

R015 CCE  IIB 16 42 MA1/qRT-PCR 

R035 CCE  IB2 16 48 MA1-MA2/qRT-PCR 

R052 ADC  IIB 16 54 MA1/qRT-PCR/IH 

R057 ADC  IB1 16 32 MA1/qRT-PCR/IH 

R070 CCE  IIB 16 74 qRT-PCR 

R072 CCE  IB1 16 61 MA1-MA2/qRT-PCR 

R081 ADC  IB1 16 41 qRT-PCR 

R093 ADC  IB1 16 57 MA1/qRT-PCR/IH 

R094 CCE  IB1 16 45 MA1/qRT-PCR 

R124 CCE  IB1 16 42 MA1-MA2 

R170 CCE  IIB 16 67 MA1/qRT-PCR 

R183 CCE  IB1 16 64 MA1-MA2/qRT-PCR 

R189 ADC  IB1 16 47 MA1-MA2 

R221 CCE  IB2 16 41 MA1-MA2/qRT-PCR 

R230 CCE  IB1 16 62 MA1-MA2 

R232 CCE  IB2 16 45 MA1/qRT-PCR/IH 

R240 CCE  IIIB 16 31 MA1-MA2/qRT-PCR/IH 

R245 CCE  IIA 16 64 MA1/qRT-PCR/IH 

R251 CCE  IB1 18 61 qRT-PCR 

R254 CCE  IB1 33 23 qRT-PCR/IH 

R255 CCE  IIA 16 45 MA1/qRT-PCR/IH 

R256 CCE  IIA 45 78 qRT-PCR 

R258 CCE  IB1 16 36 MA1/qRT-PCR/IH 

R261 CCE  IB1 18 43 qRT-PCR 

R265 CCE  IB1 16 46 MA1-MA2/qRT-PCR/IH 

R266 CCE  IIA 18 51 qRT-PCR/IH 

R268 CCE  IIB 16 34 qRT-PCR 

R269 CCE  IB1 16 66 qRT-PCR 

R278 CCE  IB1 45 54 qRT-PCR/IH 

R284 ADC  IB2 16 33 MA1/qRT-PCR 

R296 CCE  IB2 31 48 qRT-PCR/IH 

R308 ADC  IB1 16 45 MA1/qRT-PCR/IH 

R312 ADC  IB2 16 34 MA1/qRT-PCR 

R315 CCE  IIIB 16 41 MA1-MA2/qRT-PCR 

R316 CCE  IB1 51 67 qRT-PCR 

R324 CCE  IB2 16 28 MA1-MA2/qRT-PCR/IH 

R330 CCE  IB1 16 72 MA1-MA2/qRT-PCR/IH 

R333 CCE  IIB 16 56 MA1/qRT-PCR 

R335 ADC  IB1 16 37 MA1/qRT-PCR 

R336 CCE  IB2 16 36 MA1-MA2/qRT-PCR 

R339 CCE  IB2 16 31 MA1-MA2/qRT-PCR 

R343 CCE  IB1 31 49 qRT-PCR/IH 

R359 ADC  IB2 16 34 MA1/qRT-PCR 

R367 CCE  IB2 18 45 qRT-PCR 

R369 CCE  IB1 16 50 MA1-MA2/qRT-PCR 

R378 CCE  IB2 16 42 MA1-MA2/qRT-PCR 

R379 CCE  IB2 18 59 qRT-PCR/IH 

R381 CCE  IB2 31 46 qRT-PCR 

R385 CCE  IB2 45 47 qRT-PCR 

R393 CCE  IB1 31 42 qRT-PCR 

R396 ADC  IB2 16 53 MA1/qRT-PCR 

R400 CCE  IB2 58 32 qRT-PCR 

R403 CCE  IIB 16 34 MA1/qRT-PCR 

R405 CCE  IB1 33 51 qRT-PCR/IH 

R409 CCE  IB2 16 68 MA1-MA2/qRT-PCR 

R411 CCE  IB1 16 34 MA1-MA2/qRT-PCR 

R412 CCE  IB2 16 33 MA1-MA2/qRT-PCR 

R413 CCE  IB2 31 54 qRT-PCR 

R415 ADE IIB 16 55 MA1/qRT-PCR 

R425 CCE  IB1 59 64 qRT-PCR 

R434 ADC  IB1 16 34 MA1/qRT-PCR 

R441 ADC  IIB 16 24 MA1/qRT-PCR/IH 

R443 CCE  IB1 16 34 MA1/qRT-PCR 

R446 ADC  IB1 16 43 MA1/qRT-PCR 

R451 CCE  IB2 45 36 qRT-PCR/IH 

R469 CCE  IVB 51 60 qRT-PCR 

R482 CCE  IB2 16 61 MA1/qRT-PCR/IH 

R487 CCE  IB1 45 73 qRT-PCR/IH 

R488 CCE  IIA 58 55 qRT-PCR 

C01X ECN  Negativo 33 MA1/qRT-PCR  

C04X ECN  Negativo 45 qRT-PCR  

C05X ECN  Negativo 36 MA1-MA2/qRT-PCR 

C07X ECN  Negativo 37 MA1-MA2/qRT-PCR 

C10X ECN  Negativo 45 MA1-MA2 

C11X ECN  Negativo 39 qRT-PCR  

C12X ECN  Negativo 30 qRT-PCR  

C13X ECN  Negativo 29 MA1-MA2/qRT-PCR 
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C16X ECN  Negativo 33 qRT-PCR  

C19X ECN  Negativo 30 MA1-MA2/qRT-PCR 

C21X ECN  Negativo 34 qRT-PCR  

C29X ECN  Negativo 30 qRT-PCR  

C30X ECN  Negativo 29 qRT-PCR  

C01E ECN  Negativo 33 MA1/qRT-PCR  

C03E ECN  Negativo 52 MA1/qRT-PCR  

C06E ECN  Negativo 42 MA1/qRT-PCR  

C10E ECN  Negativo 45 MA1/qRT-PCR  

C11E ECN  Negativo 39 qRT-PCR  

C12E ECN  Negativo 30 qRT-PCR  

C13E ECN  Negativo 29 MA1/qRT-PCR  

C16E ECN  Negativo 33 qRT-PCR  

C17E ECN  Negativo 34 qRT-PCR  

C19E ECN  Negativo 30 MA1/qRT-PCR  

C20E ECN  Negativo 37 qRT-PCR  

C28E ECN  Negativo 31 qRT-PCR  

C32E ECN  Negativo 31 qRT-PCR  

N008 NIC1  ND 24 qRT-PCR  

N013 NIC1  ND 19 qRT-PCR  

N014 NIC1  ND 41 qRT-PCR  

N017 NIC1  ND 45 qRT-PCR  

N025 NIC1  ND 26 qRT-PCR  

N027 NIC1  ND 40 qRT-PCR  

N029 NIC1  ND 46 qRT-PCR  

N030 NIC1  ND 36 qRT-PCR  

N031 NIC1  ND 49 qRT-PCR  

N038 NIC1  ND 22 qRT-PCR  

N040 NIC1  ND 56 qRT-PCR  

N044 NIC1  ND 38 qRT-PCR  

N046 NIC1  ND 44 qRT-PCR  

N051 NIC1  ND 19 qRT-PCR  

N053 NIC1  ND 49 qRT-PCR  

N066 NIC1  ND 56 qRT-PCR  

N067 NIC1  ND 32 qRT-PCR  

N071 NIC1  ND 54 qRT-PCR  

N073 NIC1  ND 20 qRT-PCR  

N077 NIC1  ND 19 qRT-PCR  

N080 NIC1  ND 34 qRT-PCR  

N081 NIC1  ND 27 qRT-PCR  

N082 NIC1  ND 25 qRT-PCR  

N097 NIC1  ND 27 qRT-PCR  

N098 NIC1  ND 31 qRT-PCR  

N101 NIC1  ND 38 qRT-PCR  

N102 NIC1  ND 45 qRT-PCR  

N103 NIC1  ND 42 qRT-PCR  

N104 NIC1  ND 39 qRT-PCR  

N002 NIC2  ND 42 qRT-PCR  

N010 NIC2  ND 42 qRT-PCR  

N018 NIC2  ND 38 qRT-PCR  

N085 NIC2  ND 20 qRT-PCR  

N089 NIC2  ND 56 qRT-PCR  

N096 NIC2  ND 51 qRT-PCR  

N006 NIC3  ND 48 qRT-PCR  

N007 NIC3  ND 79 qRT-PCR  

N011 NIC3  ND 37 qRT-PCR  

N016 NIC3  ND 31 qRT-PCR  

N023 NIC3  ND 42 qRT-PCR  

N065 NIC3  ND 40 qRT-PCR  

N084 NIC3  ND 25 qRT-PCR  

N087 NIC3  ND 37 qRT-PCR  

N088 NIC3  ND 20 qRT-PCR  

N090 NIC3  ND 21 qRT-PCR  

N091 NIC3  ND 32 qRT-PCR  

N105 NIC3  ND 50 qRT-PCR  

N106 NIC3  ND 33 qRT-PCR  

N107 NIC3  ND 46 qRT-PCR  

N108 NIC3   ND 50 qRT-PCR  

CCE, carcinoma de células escamosas; ACC, adenocarcinoma; ASCC, Adenoescamoso; ECN, 

epitelio cervical normal; NIC, Neoplasia intraepitelial cervical; MA, microarreglos; MA1, HG-

Focus; MA2, HG-ST1.0; qRT-PCR, PCR cuantitativa en tiempo real; IH, Inmunohistoquimica; ND, 

no determinado. 
a. El código de las muestras control C terminado con X es exocervix y el terminado E es endocervix. 

 

Se tomaron una o dos biopsias de tumores seleccionadas por evaluación 

colposcópica, y de estas biopsias una de ellas se dividió en dos partes iguales, 
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una parte se fijó en formol tamponado para análisis morfológico y la otra parte, 

junto con la segunda biopsia, se congelaron completamente en hielo seco y se 

almacenaron a -80°C hasta su análisis. Todas las pacientes se refirieron para 

recibir tratamiento por cirugía, radio o quimioterapia, o la combinación de estos 

mismos de acuerdo con las guías de la Sociedad Americana de Cáncer. Para 

la obtención de las muestras de cérvix control, las pacientes fueron 

diagnosticadas en el Servicio de Ginecología del Hospital General de México, 

de estas pacientes que se sometieron a histerectomía debido a miomatosis, se 

tomaron las biopsias de epitelio normal, previo a la operación para cada una de 

ellas, se evaluó y se registró el cérvix normal aparentemente, por citología y 

colposcopia. En el quirófano, inmediatamente después de recibir el fragmento 

de cérvix, el epitelio endocervical o exocervical, este se disecó bajo un 

microscopio estereoscópico para evitar las células estromales. Los tejidos se 

congelaron en nitrógeno líquido y se almacenaron a -80°C hasta su uso. 

 

2. Diseño experimental. 
 
Para la detección y tipificación de los VPH, una muestra de exudado cervical de 

endocervix y exocervix se colectó con un citobrush tanto de pacientes como de 

controles (previo a la toma de biopsia), y las células fueron suspendidas en un 

vial con buffer de extracción y estas se almacenaron a -20°C hasta su análisis. 

El análisis de la expresión génica global (8,623 genes), se realizó con el RNA 

aislado de 43 biopsias de tumores frescos y de 12 muestras de epitelio cervical 

normal, empleando el microarreglo de HG-Focus. Adicionalmente la expresión 

global de los genes se validó en 24 muestras, incluyendo 19 Ca-Cu, y 5 

controles de epitelio cervical normal. Con un segundo microarreglo de alto 

rendimiento HG-ST1.0. 

 

Los 23 genes que mostraron los mayores valores de desregulación se 

validaron por PCR en tiempo real (qRT-PCR) en 44 muestras de Ca-Cu 

positivas para VPH16 y 25 muestras controles. Los 7 de estos genes se 

evaluaron además en 22 muestras positivas para otros tipos de VPH. Los 6 

genes con la mayor expresión diferencial (CCNB2, CDC20, PRC1, SYCP2, 

NUSAP1 y CDKN3) se exploraron posteriormente en lesiones pre-invasoras, 29 
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de bajo grado (NIC1) y 21 de alto grado (NIC2/3), para investigar si estos 

genes podían distinguir entre Ca-Cu y NIC2/3 (NIC2+) de los NIC1 y controles. 

La validación por inmunohistoquimica (IH) se realizó para 10 de las proteínas 

seleccionadas, en 26 muestras de Ca-Cu y 10 muestras control. Finalmente la 

asociación de 6 marcadores con la sobrevida que se analizó en 42 pacientes 

de Ca-Cu positivas para VPH16, que fueron seguidos por al menos 42 meses. 

 

3. Extracción de DNA y RNA. 

 

El DNA se purificó de los exudados cervicales y de algunas biopsias mediante 

el kit de DNA de PureLink (Invitrogen, Grand Island NY) y almacenado a -20°C 

hasta su análisis. El RNA total  fue obtenido de la mitad de una biopsia con el 

uso del reactivo Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA), siguiendo las 

recomendaciones de manufactura del proveedor. La calidad del RNA fue 

confirmada por el gel de la agarosa verificando que la presencia del RNA 

ribosomal estuviera intacto con las bandas 28s y 18s, además 28s el doble de 

intensa que 18s (Figura 9). La pureza de las muestras del RNA también fue 

evaluada por espectrofotometría donde la proporción OD 260/280 fue mayor de 

1.8. La concentración fue expresada en ng/L y fue ajustada a 1g/L en todas 

las muestras. 

 
4. Detección y tipificación del VPH. 

 

La detección de VPH se realizó mediante PCR con primers universales para el 

gen L1 del VPH MY09/MY11, GP5+/6+ y L1C1 como se ha descrito 

anteriormente [65-67]. El gen de beta globina (HBB), fue utilizado como control 

interno para evaluar la calidad del DNA. Los tipos de VPH fueron identificados 

mediante la secuenciación de las bandas amplificadas en muestras positivas 

utilizando un método de secuenciación del ciclo fluorescente (BigDye 

Terminator Applied Biosystems, Foster city, CA). El análisis de la secuencia se 

realizó mediante un analizador genético 3130xl ABI PRISM (Applied 

Biosystems). Cada secuencia de las muestras positivas de VPH se analizó con 

la herramienta de similaridad FASTA [68]. La identidad del porcentaje promedio 

de estas secuencias para tipos de VPH fue 98.7% (rango, 91–100%). 
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de RNA total proveniente de biopsias muestras de tumores y muestras controles, M 

indica marcador de peso molecular. La figura muestra como indicadores la banda 28s y 18s ribosomal. 28s debe de ser el doble de 

intenso que 18S. El mRNA aparece 0.5 a 9 kB. La figura muestra algunos ejemplos representativos de las muestras usadas en este 

estudio. 

 

 

2.3 kB 
 

1.3 kB 
28s 
 
18s 
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5.- Análisis del perfil de expresión génica y análisis de datos 

 

Los perfiles de expresión génica de 43 muestras de Ca-Cu positivos para 

VPH16 y 12 controles sanos fueron examinados usando el microarreglo de 

oligonucleótidos (MA) de expresión Human Gene Focus (HG Focus, Affymetrix, 

Santa Clara, CA). Ese arreglo contiene ~8794 sondas que corresponden con 

8638 genes humanos caracterizados en la base de datos Gene Reference. 

Para la síntesis de cRNA, se utilizó 10 g de RNA total, siguiendo los 

protocolos del proveedor (Affymetrix, GeneChip Expression Assay manual). 

Brevemente: para la síntesis de cDNA de doble cadena (ds-cDNA) se utilizó 10 

g de RNA, la enzima Transcriptasa Reversa SuperScrib II (Invitrogen) y el 

primer oligo(dT) conteniendo un promotor de RNA para síntesis de la primera 

cadena. El marcaje del cDNA con biotina fue obtenido por trascripción in vitro 

después de la adición de la enzima polimerasa T7 y nucleótidos biotinilados 

(Enzo, Biochem). El cDNA marcado fue fragmentado e hibridado en los 

GeneChips HG-Focus, a 42° C por 16 h. 

 

Posteriormente los MA se tiñeron con el complejo ficoeritrina (PE) conjugada 

con estreptavidina y se lavaron con la ayuda de la estación de fluidos 400. 

Finalmente los MA se escanearon y se analizaron evaluando los parámetros de 

control de calidad de la hibridación y de todo el experimento en su conjunto. 

Para evaluar la calidad de los experimentos inicialmente se utilizaron las 

recomendaciones del proveedor, de los siguientes parámetros: expresión 

aumentada de controles de poly-A exógenos (Lys, Phe, Thr, Dap), la presencia 

de oligo B2 usada para los alineamientos en rejilla, con un margen de ruido de 

fondo aceptable de 20 a 100, a través de todas las muestras, el porcentaje de 

los llamados presentes mayor al 50%, una relación 3´/5´ de un gen constitutivo 

(GAPDH o -actina) menor de 3, y la expresión incrementada de los controles 

de hibridación (BioB<BioC<BioD<cre). Finalmente sólo se analizaron los 

ensayos que cumplieron con todos los parámetros de calidad óptima. Durante 

la realización de estos experimentos, algunas muestras se analizaron por 

duplicado para evaluar la reproducibilidad de los experimentos, y como 

resultado fue superior al 99%. 
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Los valores de la intensidad de los ensayos de MA, fueron normalizados con el 

algoritmo RMA (Robust Multichip Average), utilizando el programa FlexArray 

[69]. Los valores de intensidad normalizada fueron referidos como unidades de 

intensidad (UI). Los genes expresados de forma diferente entre los tumores y 

controles fueron identificados mediante el algoritmo SAM (Significance Analysis 

of Microarrays, SAM versión 3.0, http://www.stat.stanford.edu/~tibs/SAM), 

utilizando los valores de corte: un cambio en número de veces (fold change 

(FC) de >1.5, un valor de FDR (false discovery rate) de 1% y un FDR local de 

10% [70]. El análisis de agrupamiento jerárquico y el análisis de componente 

principal fueron realizados con el programa dChip (versión 1.6, 

www.dCHIP.org) y el lenguaje R de la plataforma Java’s respectivamente. 

 

6. Validación de la expresión génica Global por con un segundo ensayo 

de micro arreglos de alto rendimiento (Microarray HG-ST1.0). 

 

El perfil de expresión génica de 24 muestras exploradas con el HG-Focus 

microarray, incluyendo 19 Ca-Cu y 5 epitelios cervicales control, también fue 

examinado con el Gene Human ST1.0, microarreglo de ologonucleotidos 

(Affymetrix, Santa Clara, CA). Este arreglo contiene 33,297 sondas que 

corresponden a aproximadamente 20,741 genes de la base de datos de 

referencia de genes humanos según la UCSC Genome Browser Assembly Mar. 

2006 NCBI 36/hg18, disponible en http://genome.ucsc.edu/. Para los ensayos 

un total de 300 ng de RNA total fue requerido, durante la síntesis del cDNA se 

realizó el marcaje en la síntesis de DNA, la hibridación, escaneo y análisis de 

imagen, se realizaron siguiendo los protocolos del proveedor (Affymetrix, 

GeneChip Expression Assay manual). Para evaluar la calidad de los 

experimentos, los siguientes parámetros se evalúan: expresión de los controles 

exógenos de poli-A, la presencia de oligo B2 solo para hacer los alineamientos 

las alineaciones de rejilla y los valores del área bajo la curva (AUC) tienen que 

estar por encima de 0,8., y al igual que con el otro microarreglo, sólo se 

analizaron los controles de calidad óptima. Los microarreglos se normalizaron 

utilizando el algoritmo RMA en la consola de expresión de Affymetrix. Los 

valores de intensidad normalizada fueron contemplados como unidades de 

intensidad (UI). Las intensidades normalizadas (log2 valores) de la 8,370 genes 

http://genome.ucsc.edu/
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que fueron examinados en ambos microarreglos (HG ST1 y HG focus) se 

compararon, y el nivel de correlación se evaluó con el coeficiente de 

correlación de Pearson. 

 

7. Validación de la expresión génica global por RT-PCR en tiempo real 

cuantitativa (qRT-PCR). 

 

La transcripción reversa de RNA total fue realizada usando el kit “High Capacity 

cDNA Archive Kit” (Applied Biosystem, CA) en un volumen final de 20L. La 

mezcla de reacción incluía RNA total 2 g, buffer RT 10X 2 L, dNTP 100 mM 

0.8 L, random primer RT 10X 2 L, Transcriptasa Reversa MultiScribeTM (5 

U/L), 1L y inhibidor de RNasa (2 U/L), 1 L. Las reacciones fueron 

incubadas por 10 min., a 25°C, por 120 min., a 37° C y 5 seg., 98°C y 

posteriormente el cDNA fue almacenado a -20° C hasta sus uso. 

 

La expresión se valido para los 23 genes con mayor significancia estadística en 

44 Ca-Cu VPH16-positivo y 25 muestras de control sano epitelio cervical con 

qRT-PCR usando sondas TaqMan (Appplied Biosystem, CA). Los genes 

incluidos son CCNB2, CDC2, CDC20, CDKN2A, CDKN3, CKS2, MCM2, 

MKI67, NUSAP1, PCNA, PRC1, RFC4, RRM2, SMC4, SYCP2, TOP2A, TYMS, 

ZWINT, CFD, EDN3, NDN, SLC18A2 y WISP2. El gen GAPDH fue utilizado 

como control interno (Tabla IV), la utilización de este gen se ha descrito 

previamente [71]. Adicionalmente 7 genes fueron también explorados en 

muestras de 22 Ca-Cu positivas para otros tipos de VPH (CCNB2, CDC20, 

CDKN3, PRC1, SYCP2, NUSAP1, TYMS). Además en las lesiones precursoras 

29 NIC bajo y 21 NIC de alto grado, también se exploró la expresión de los 6 

primeros de ellos, junto con los genes CDKN2A, PCNA y MKI67. 

 

Todos los experimentos fueron corridos por duplicado en un volumen final de 

reacción de 20 L, incluyendo cDNA molde 200 ng, mezcla de Universal PCR 

Master mix (Applied Biosystems) 10L y sonda Taqman 20X, 1 L y agua libre 

de RNAsa 7 L. Las condiciones reacción en el termociclador fueron las 

siguientes: etapa inicial de activación a 50° C por 2 min., seguido de 10 min., a 



32 
 

95° C y 40 ciclos cada uno con una etapa de fusión por 15 seg., a 95° C y 

alineación/extensión por 1 min., a 60° C. El termociclador utilizado fue el Rotor-

Gene de Corbett Research (Sydney, Australia). Los valores de la mediana de 

las desviaciones estándar de los Ct en duplicados oscilaron entre 0,09 y 0.24 

(media = 0,16) entre los 23 genes, lo que sugiere que las variaciones entre los 

duplicados fueron muy pequeñas [72]. 

 

Tabla IV. Sondas TaqMan para ensayos de expresión 
de Applied Biosystems. 
Símbolo del gen No. de Assay ID  Tamaño pb 

CCNB2 Hs00270424_m1 73 
CDC2 Hs00364293_m1 92 
CDC20 Hs00415851_g1 108 
CDKN2A Hs00233365_m1 117 
CDKN3 Hs00193192_m1 83 
CFD Hs00157263_m1 72 
CKS2 Hs00854958_g1 88 
EDN3 Hs00171177_m1 78 
GAPDH Hs02758991_g1 93 
MCM2 Hs00170472_m1 82 
MKI67 Hs00606991_m1 137 
NDN Hs00267349_s1 109 
NUSAP1 Hs00251213_m1 80 
PCNA Hs00427214_g1 138 
PRC1 Hs01597831_m1 112 
RFC4 Hs00427469_m1 73 
RRM2 Hs00357247_g1 79 
SLC18A2 Hs00996835_m1 145 
SMC4 Hs00374522_m1 91 
SYCP2 Hs00204558_m1 123 
TOP2A Hs01032127_g1 76 
TYMS Hs00426591_m1 87 
WISP2 Hs00180242_m1 81 
ZWINT Hs00199952_m1 73 

 

La medición de la expresión de los genes fue basada en curvas estándar 

relativas, de 5 órdenes de magnitud distinta, que van desde 500 a 0.05 ng 

construida a partir de una mezcla de cDNAs de Ca-Cu o epitelio normal. La 

primera curva se utilizó para calcular los valores de los genes sobre 

expresados y la segunda curva los valores de los genes que disminuyeron su 

expresión. Se probaron las curvas para cada gen en tres diferentes 

experimentos y los valores de los coeficientes de correlación (r) fueron 

superiores a 0.98. El nivel expresión de genes blanco se normalizó para cada 

tumor y ejemplo de control de la intensidad de la referencia interna. 
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En la normalización se midieron los valores de intensidad en ng/mL. Una 

prueba de normalidad (Shapiro-Wilk) se llevó a cabo para probar una 

distribución normal de datos de expresión genética. El cambio en la expresión 

en “Fold-change” FC se obtuvo dividiendo la mediana intensidad normalizada 

de las muestras tumor por la mediana de intensidad normalizada de las 

muestras control. La significancia estadística entre las medianas de tumores y 

controles se calculó con la prueba no paramétrica de Mann–Whitney (MW). Las 

correlaciones entre los resultados de MA y los qRT-PCR fue realizada usando 

los valores log2 y medido usando el coeficiente de correlación de Pearson. 

 

8. Inmunohistoquímica. 

 

La expresión de 10 genes a nivel de proteínas fue determinada en 26 muestras 

de Ca-Cu y 10 muestras control por inmunohistoquímica (IH). La construcción 

de dos microarreglos de tejidos (MAT), fue realizada en el laboratorio, uno de 

ellos contiene: 14 muestras de Ca-Cu positivas para VPH16 y 5 controles y en 

el otro contenía 12 muestras de Ca-Cu positivas para otros tipos virales de 

VPH y 5 muestras controles. La proteína NUSAP1 fue explorada solamente en 

el primer MAT. Las muestras cilíndricas de regiones seleccionadas en el bloque 

de tejido incluido en parafina, se les realizó una escisión retirando del bloque 

una porción de 2mm de diámetro (previamente seleccionados en las laminillas 

teñidas con hematoxilina y eosina (H&E) y se transfirieron en un recipiente para 

definir la posición de las muestras y ser nuevamente re-incluidos en parafina. 

Todos los bloques de tejidos de las pacientes se obtuvieron del Servicio de 

Patología del HGM. 

 

Para realizar la inmuhistoquímica, secciones seriadas de 4 m del TMA fueron 

cortados y el decimo corte fue teñido con H&E para confirmar el diagnóstico 

histopatológico. Para retirar la parafina, los cortes fueron inmersos en xileno y 

posteriormente se rehidrataron con alcohol en diferentes grados (70%, 95%, 

90%, 80% y 100% v/v en agua). La recuperación del antígenos se realizó 

colocando las laminillas de los MAT, en una solución amortiguadora “Target 

Retrieval Solution”, pH 6.0 (Dako, Carpinteria, CA) de recuperación antigénica, 

por 5 min., a 121° C en una olla a presión. La actividad de peroxidasa 
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endógena fue bloqueada por incubación de las laminillas de MAT con peróxido 

de hidrógeno al 1% diluido en PBS por 10 min., así como también un bloqueo 

de proteínas inespecíficas, por la adición de el reactivo Universal Blocking 

Reagent 10X, (Biogenex, Fremont CA) 100 L y se incubó durante 10 min. Los 

anticuerpos primarios dirigidos contra PCNA (sc-53407); p16 para CDKN2A 

(sc-71804); PRC1 (sc-56345); Ciclina B2 para CCNB2 (sc-81241); CDC2 para 

p34 (sc-70822); SCP-2 para SYCP2 (sc-20048); y CDKN3 (sc-475); se 

obtuvieron de Santa Cruz Biotecnologica (Santa Cruz, CA). Los anticuerpos 

contra Ki-67 para MKI67 (cat. M7187); CDC20 (cat. 34–1900), y NUSAP1 (cat. 

H00051203-B01) se obtuvieron de Invitrogen, Dako (Glostrup, Dinamarca) y 

Nova biológico (Littleton, CO), respectivamente. Los anticuerpos remarcados 

en negrillas hacen referencia a anticuerpos monoclonales, el resto son 

policlonales. 

 

La dilución utilizada para todos los anticuerpos fue 1:100, excepto CDC2, (1:50) 

y NUSAP1 (1:250) y el diluyente de anticuerpo utilizado fue de Dako. En un 

volumen final de 300 L, adicionado a cada sección y las laminillas se 

incubaron durante la noche a 4°C en cámara húmeda. El complejo antígeno-

anticuerpo se detecto por el método avidina-biotina peroxidasa utilizando como 

un sustrato cromogénico 3,3´-diaminobenzidina-tetrahydrocloride (Cat. KO679 

LSAB+ Sys/HRP; Dako Cytomation Carpinteria, CA), y los cortes finalmente se 

contratiñeron con hematoxilina. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. 

 

En cada experimento se incluyó un control positivo para los anticuerpos 

SYCP2, PRC1, CCNB2, CDKN3, CDC2 y CDC20. El anticuerpo para SYCP2 

se probó en tejido de testículo de recién nacido; Los anticuerpos para PRC1, 

CDC2 y CCNB2 se probaron en tejido de cáncer de colon; y CDKN3 se probó 

en tejido de cáncer de pulmón. Todos los bloques de tejidos se obtuvieron de 

material de archivos del servicio de patología del HGM. El porcentaje de células 

teñidas se calculó en un análisis de 10 campos sucesivos de células 

neoplásicas. Se identificó la localización celular de la reacción inmune, y la 

intensidad de la señal clasificó de 0 a 4+, en donde 0 no indica ninguna 

coloración alguna. Para todos los anticuerpos, raramente las señales de la 

reacción inmune se encontraron en el estroma y no se registró para el análisis. 
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Las laminillas se analizaron por 2 patólogos. Los pocos casos que llegaron a 

ser discordantes en sus mediciones se reevaluaron y se registraron 

nuevamente para tener una opinión consenso. 

 

9. Análisis de supervivencia de pacientes con cáncer. 

 

Las pacientes con cáncer cervical recibieron un tratamiento individualizado de 

acuerdo a la clasificación FIGO y siguiendo las recomendaciones de 

tratamiento para cáncer cervical de la American Cancer Society (ver Tabla V). 

Después del término de tratamiento, cada paciente se evaluó clínicamente 

cada 3 ó 6 meses por un oncólogo experimentado. Posteriormente, para el 

estudio de seguimiento los datos clínicos complementarios se obtuvieron de los 

registros médicos de pacientes. Además, una trabajadora social realizó 

llamadas telefónicas y visitas al hogar las pacientes cada 6 meses durante el 

estudio, 42 meses después tratamiento. Se obtuvieron los registros completos 

de pacientes vivas, los casos desconocidos y de pacientes fallecidas, se 

siguieron según el número de meses indicado en la Tabla V. 

 

En este análisis los casos señalados como desconocidos, se refieren a 

aquellas pacientes que se perdieron durante el periodo del estudio de 

seguimiento o que fallecieron por otras causas distintas al cáncer cervical. Las 

pacientes se consideraron pérdidas cuando no asistían a las citas médicas, 

para el control de la enfermedad, cuando no se encontraron en las visitas a 

domicilio o no respondían a las llamadas telefónicas. Así mismo, en esta 

cohorte, las pacientes que se registraron como fallecidas, refiere a las mujeres 

que murieron como causa principal por el tumor primario de cáncer de cuello 

uterino. La causa de la muerte de todas, se confirmó por la historia clínica y el 

certificado de defunción, excepto de una paciente fallecida durante el 

seguimiento. Solo 42 de 44 pacientes con Ca-Cu positivas para VPH16 que se 

exploraron con para medir expresión por qRT-PCR y se incluyeron en el 

estudio de seguimiento. Tres casos fueron registrados como desconocidos y 9 

registrados como fallecidos. 
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Tabla V. Seguimiento de pacientes para evaluación de la sobrevida por al 
menos 42 meses. 
Muestra Histología

a 
 Etapa 

del 
tumor 

Edad 
(años) 

Tratamiento
b
 Seguimiento 

(meses) 
Estado

c
 

R093 ADC IB1 57 HR 53 Vive 

R446 ADC IB1 43 HR 59 Vive 

R081 ADC IB1 41 HR 62 Vive 

R094 CCE IB1 45 HR 62 Vive 

R369 CCE IB1 50 HR 65 Vive 

R057 ADC IB1 32 HR 93 Vive 

R072 CCE IB1 61 HR+TELE+BRAQUI 86 Vive 

R411 CCE IB1 34 HR+TELE+BRAQUI 60 Vive 

R434 ADC IB1 34 HR+TELE+BRAQUI 61 Vive 

R443 CCE IB1 34 HR+TELE+BRAQUI 61 Vive 

R258 CCE IB1 36 HR+TELE+BRAQUI 68 Vive 

R335 ADC IB1 37 HR+TELE+BRAQUI+QUIMIO 65 Vive 

R183 CCE IB1 64 TELE+BRAQUI 61 Vive 

R308 ADC IB1 45 TELE+BRAQUI 61 Vive 

R265 CCE IB1 46 TELE+BRAQUI 67 Vive 

R330 CCE IB1 72 TELE+BRAQUI 54 Vive 

R035 CCE IB2 48 TELE+QUIMIO+HR 73 Vive 

R232 CCE IB2 45 TELE+BRAQUI+QUIMIO 33 Muerta 

R409 CCE IB2 68 TELE+BRAQUI+QUIMIO 42 Vive 

R339 CCE IB2 31 TELE+BRAQUI+QUIMIO 13 Muerta 

R324 CCE IB2 28 TELE+BRAQUI+QUIMIO 14 Muerta 

R359 ADC IB2 34 TELE+BRAQUI+QUIMIO 17 Muerta 

R378 CCE IB2 42 TELE+BRAQUI+QUIMIO 56 Vive 

R312 ADC IB2 34 TELE+BRAQUI+QUIMIO 58 Vive 

R482 CCE IB2 61 TELE+BRAQUI+QUIMIO 60 Vive 

R284 ADC IB2 33 TELE+BRAQUI+QUIMIO 63 Vive 

R412 CCE IB2 33 TELE+BRAQUI+QUIMIO 63 Vive 

R336 CCE IB2 36 TELE+BRAQUI+QUIMIO 64 Vive 

R255 CCE IIA 45 TELE+BRAQUI+QUIMIO 42 Muerta 

R052 ADC IIB 54 TELE+BRAQUI+HR 19 Muerta 

R170 CCE IIB 67 TELE+QUIMIO+HR 82 Vive 

R403 CCE IIB 34 TELE+BRAQUI+QUIMIO 64 Vive 

R015 CCE IIB 42 TELE+HR 66 Vive 

R268 CCE IIB 34 TELE+BRAQUI+QUIMIO 58 Vive 

R415 CAE IIB 55 TELE+BRAQUI+QUIMIO 59 Vive 

R333 CCE IIB 56 TELE+BRAQUI+QUIMIO 66 Vive 

R315 CCE IIIB 41 TELE+BRAQUI+QUIMIO 8 Muerta 

R240 CCE IIIB 31 TELE+BRAQUI+QUIMIO 11 Muerta 

a. ADC, Adenocarcinoma. CCE, carcinoma de células escamosas. CAE, carcinoma adenoescamoso. 

b. HR, Histerectomía radical. Tele, teleterapia. Braqui, braquiterapia. Quimio, quimio terapia con cisplatino. 

c. Estado, vive en el último registro del seguimiento y  la muerte fue causada por el tumor primario del cáncer 
de cuello uterino. 

 

El tiempo promedio de seguimiento de las 42 pacientes fue de 50.5 meses. La 

asociación del estadio FIGO y la expresión de genes con la sobrevida (PRC1, 

CCNB2, CDC20, CDKN3, NUSAP1, SYCP-2, CDKN2A, PCNA, MKI67), se 

investigó por un análisis de sobrevida. En conjunto toda la muestra, un sistema 

de cambios aleatorios en 21 muestras fue creado para cada gen explorado. 

Para categorizar los datos de expresión génica cuantificados por qRT-PCR, un 
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análisis del área bajo la curva (curvas ROC), fue realizado a los diferentes 

grupos. Este análisis se utilizó para establecer un nivel de cohorte para los 

valores de expresión génica, que representa esos valores con sensibilidad y 

especificidad más alta, para diferenciar entre pacientes vivas y muertas. 

 

Posteriormente, el conjunto de muestra se analizó con los promedios del valor 

de cohorte, calculado a partir de los valores de formación de conjuntos 500. 

Las muestras con los valores expresión génica por encima del nivel de cohorte 

se establecieron en 1 y los valores por debajo del nivel de cohorte se 

establecieron en 0. El tiempo total acumulado de la supervivencia se calculó 

mediante el Método de Kaplan-Meier y se analizaron por la prueba de Log-

Rank. La etapa FIGO y la expresión génica se incluyeron como covariables en 

un modelo de riesgos proporcional de Cox. 

 

10. Análisis de clasificación de Ontología de genes. 

 

Para este análisis se utilizó, la base de datos y herramienta para anotación, 

visualización e integración de las anotaciones funcionales, DAVID (The 

Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery, 

http://david.ABCC.ncifcrf.gov), [73,74]; herramienta de anotación funcional y el 

sistema de análisis de las vías Ingenuity Pathway Analysis (IPA; Sistemas de 

Ingenuity, www.ingenuity.com) utilizado para clasificar los genes expresados 

diferencialmente. Los genes se clasificaron usando anotación funcional 

agrupamiento considerando la ontología génica de los procesos biológicos. La 

clasificación fue astringente fijando los niveles en alto y medio. 

 

11. Anotación de los genes y el análisis de datos. 

 

La posición física de los genes fue asignada de acuerdo al UCSC Genome 

Browser Assembly marzo de 2006 NCBI 36/hg18, disponible en 

http://genome.ucsc.edu/. El análisis de datos se realizó empleando el programa 

Access 2010 (Microsoft Inc.). Los datos en crudo de los MA se organizaron 

depositaron según los requerimientos del MIAME y se depositaron en la base 

de datos GEO (http://www.ncbi.nih.gov/geo/), con el numero de acceso 

http://www.ncbi.nih.gov/geo/
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GSE39001. El análisis del área bajo la curva (AUC) y el índice de Youden fue 

calculado [75], para seleccionar los mejores puntos de corte y así distinguir las 

muestras control de los tumores y los NIC2+ de los NIC1, usando los valores 

de expresión obtenidos de la qRT-PCR de los genes. Para cada marcador, la 

sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo (VPP) y el valor 

predictivo negativo (VPN) se calcularon según fórmulas previamente descritos 

[76]. Todas las pruebas de dos caras y los valores de p menores de 0.005 para 

ser considerados estadísticamente significativos. Para realizar este tipo de 

análisis de datos se utilizaron los programas Sigma Stat y SPSS ver. 17. 

 

. 
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RESULTADOS. 

 

1. Análisis de expresión de 8,638 genes en cáncer cervical. 

 

La comparación entre 43 muestras de Ca-Cu positivas para VPH16 y 12 

muestras de cérvix normal, con el uso del microarreglo HG-Focus, el cual 

contiene 8,638 transcritos, dio un total de 997 genes que se expresaron 

diferencialmente entre el grupo de cáncer y el grupo control; para 600 de ellos 

se encontró que aumentó la expresión y en 397 que su expresión disminuyo 

(Tabla suplementaria 1 (TS1)). Encontrando tanto en los genes que aumentan 

como en los que disminuyen un cambio en el FC (“fold change”) en el rango de 

1.5–2.0 y el número de genes en ambos grupos disminuye linealmente (r=-0.8, 

p=0.002), así como el valor de FC se incrementa (Figura 10). 

 

Figura 10. Distribución de genes desregulados según el cambio en número de veces (FC) y 

los valores de score. Todos los 997 genes (círculos) que fueron desregulados en 
tumores de cáncer de cuello uterino (Ca-Cu) en comparación con las muestras control por 
el método de SAM. La Figura muestra una gráfica de volcán, el eje de las X representa el 
cambio en la expresión génica expresado en número de veces (FC). (Ejemplo de muestra 

de cáncer/control) expresado en Log2 y el eje de las Y representa el valor descore 
absoluto, calculado con el método de SAM (prueba de t modificada), los valores mayores 

de-score, mayor será la significancia estadística. Los valores de Log2 (FC) son positivos 
para los genes sobre expresados y los negativos para los genes que disminuyen. Círculos 
marcados en rojo y naranja representan los genes implicados en la fase M del ciclo celular 
y los colores en azul y naranja son los genes que fueron validados por qRT-PCR. 
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El análisis de componente principal (PCA) y el análisis de agrupamiento 

jerárquico supervisado (panel A en la Figura 11), se realizaron con los valores 

de expresión de los 997 genes y claramente se observa la separación entre las 

muestras de cáncer y las del grupo control. Sin embargo la expresión de la 

mayoría de los genes no fue completamente uniforme en todas las muestras de 

cáncer, especialmente en el grupo de genes que aumentan su expresión 

(señales que se muestran en rojo Figura 11a). Muchos de esos genes se 

sobre-expresaron en algunos tumores y disminuyen en otros. Sin embargo esto 

contrasta con la uniformidad en las señales de expresión en el grupo de las 

muestras control. 

 

Los genes que pueden ser probados como marcadores para pesquisa o como 

blancos con potencial terapéutico, se seleccionaron de acuerdo al valor -score 

(una prueba de T de student’s modificada, usada en SAM), el FC o si han sido 

descritos como marcadores para cáncer cervical. Para los 997 asociados con 

las muestras de cáncer, 163 se han reportado previamente como marcadores 

en diferentes tipos de cáncer (IPA, Ingenuity systems) incluyendo MCM2, 

TOP2A, y CDKN2A, los cuales se han usado como marcadores diagnostico en 

cáncer cervical [77]. Los 997 genes están en orden decreciente por -score 

(TS1). 

 

Posteriormente, un total de 23 genes (18 sobre expresados y 5 que 

disminuyen) se seleccionaron para la validación por qRT-PCR (indicado en 

negrita en la TS1 y Tabla VI; círculos de color azul y naranja en la Figura 10). 

Los genes que disminuyen (CFD, NDN, WISP2, END3 y SLC18A2) y 10 de los 

18 genes de que aumentan su expresión (PRC1, CKS2, TYMS, RFC4, RRM2, 

NUSAP1, MCM2, CCNB2, SMC4 y CDC2) fueron seleccionados de acuerdo 

con el -Score. 
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Figura 11. Agrupamiento de las muestras del tumor y control según la expresión de genes 
desregulados. Análisis de agrupamiento jerárquico no supervisado de 43 muestras de Ca-
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Cu y 12 muestras de epitelios cervicales sanos utilizando los valores de la expresión 
obtenidos con el microarreglo de expresión HG Focus, un total de 997 genes desregulados 
estadísticamente significativos. Panel A) o en la parte media los 23 genes mejor 
clasificados y seleccionados para la validación por qRT-PCR, Panel B). Cada renglón 
representa un gen y cada columna representa una muestra. La longitud y la subdivisión de 
las ramas representan las relaciones entre las muestras basadas en la intensidad de la 
expresión génica. El agrupamiento es indicado en color, el código de color rojo es para los 
genes que se sobre expresan, y el código de color verde para los que disminuyen su 
expresión y negro para los genes en los que la expresión permanecen sin cambios. Panel 
C) Análisis de los componentes principales (PCA) usando los valores del panel B; los 
círculos azules representan las muestras de Ca-Cu (n = 43) y los círculos amarillos 
representan los controles (n = 12). Ambos grupos de genes separan claramente las 
muestras en los dos grupos principales con ambos tipos de análisis. 

 

 

Los otros siete genes restantes de los sobre expresados se encuentran en la 

lista de los 50 genes mejores clasificados en este estudio; de ellos dos genes 

ya han propuesto como marcadores en Ca-Cu (CDKN2A y TOP2A), también 

los otros cuatro genes (CDC20, CDKN3, ZWINT y SYCP2) se seleccionaron 

con base en el valor FC y finalmente el gen PCNA, junto con el gen de MKI67, 

que ubicó en lugar 139, se incluyeron porque estos genes son marcadores ya 

comúnmente utilizados para medir la proliferación celular (TS1). Sin embargo, 

la expresión de la mayoría de los genes no fue completamente uniforme en 

todas las muestras de cáncer, especialmente en el grupo de genes. 

 

Como resultado de ambos análisis, el PCA y el agrupamiento jerárquico, se 

demostró que los 23 genes seleccionados, también permiten completamente la 

separación  de las muestras en los dos grupos diferentes, controles y tumores. 

Para ambos genes tanto los que aumentan como los que disminuyen, la 

diferencia en la intensidad de señal fue bastante uniforme entre las muestras 

de los 2 grupos (Figura 11, los paneles B y C). 

 

2. Validación de genes expresados diferencialmente con el microarreglo 

HG-ST1.0. 

 

El número total de genes 8.370 genes que incluye el microarreglo de HG-

Focus, se validaron de manera adicional con otro microarreglo de alto 

rendimiento HG-ST1.0. El análisis con este otro microarreglo (HG-ST1.0) forma 

parte de otros proyectos realizados en el laboratorio. La comparación incluyó la 

verificación de 24 muestras (exploradas también con HG-Focus), de las cuales 
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19 muestras de Ca-Cu y 5 epitelios cervicales sanos. Encontrando una 

correlación positiva entre los valores de los dos Microarreglos  HG-ST1.0 y HG-

Focus y esta fue altamente significativa (p < 1x10-15, correlación de Pearson). 

La correlación global entre los 2 arreglos fue de 0.68 y los coeficientes de 

correlación entre los tumores de forma individual estuvo en el rango de 0.57 a 

0.72 (promedio, 0.68), (Figura 12). 

 

 

 

Figura 12. Correlación global de la intensidad de la expresión de 997 genes examinados 
por microarreglos HG-focus y HG-ST1.0. Se graficaron los valores Log2 de la señal de la 
intensidad estandarizada (valores RMA) de los 997 genes de un tumor típico (R230) 
examinada los 2 microarreglos. La tendencia lineal (línea negra) está incluida, que se 

calculó con la prueba de correlación de Pearson: r = 0,78; p < 1  10
-15

. 
 

 

Los valores de expresión génica para 826 genes de los 997 (82.8%), 

expresados diferencialmente entre cáncer y controles, incluyen los 23 genes 

seleccionados para validación (Figura 13), mostrando una correlación positiva 

(p < 0.05, correlación de Pearson) entre los 2 microarreglos. Los coeficientes 

de correlación entre los genes individuales oscilan entre 0,34 y 0.95 y el 

promedio fue de 0,63. 
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Figura 13. Correlación de la expresión de la intensidad de 23 genes entre los dos 
microarreglos, examinados (microarreglos HG-focus y HG-ST1.0). Se graficaron los valores 
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de la intensidad de señal estandarizados en Log2 (valores RMA) de 23 genes examinados 
en los 2 micro arreglos de 19 muestras de Ca-Cu y 5 muestras de epitelios cervical normal. 
La línea de tendencia (línea negra) es incluída, y se calculó con la prueba de correlación de 
la Person, r = coeficiente de correlación, p =  valor de p. 
 

 

3. Validación por PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR). 
 

Por otra parte, la expresión de los genes de 23 seleccionados para validación 

se midió con la qRT-PCR en un total de 44 muestras de cáncer positivas para 

el VPH16 y 25 epitelios cervicales sanos, que incluyeron casi todas las 

muestras previamente analizadas con los MA (Tabla III). Una correlación 

positiva altamente significativa (p < 0.0001, correlación de Pearson) se 

encontró entre los ensayos de qRT-PCR y MA para 21 de los 23 genes 

medidos, los valores expresados en log2. Los coeficientes de correlación 

variaron de 0.31 a 0.85 y la mediana fue de 0,73. Sin embargo en 2 genes no 

tuvieron correlaciones no significativas (NDN y SLC18A2), estos genes se 

excluyeron del resto de los análisis. Estos datos indicaron que los valores de la 

expresión que se calcularon a partir de los MA fueron bastante confiables 

porque el 91% de los genes validados tuvieron una correlación significativa. 

Debido a que los valores de expresión de la qRT-PCR no seguían una 

distribución normal, para realizar este análisis se uso la mediana para los 

cálculos del FC. Los genes son listados en orden decreciente en la Tabla VI, y 

el gen con el mayor valor de FC de esa lista fue MKI67, que es seguido orden 

decreciente por CDKN2A, SYCP2, PCNA, NUSAP1 y CDC2. 

 

En este trabajo es notorio el incremento en el FC de MKI67 (1,651) y CDKN2A 

(387) en por lo menos 5 veces más que la FC del gen que sigue en la lista 

(SYCP2; FC = 73,8). De los 10 genes sobre expresados, 2 de los genes mejor 

clasificados no han sido asociados con cáncer previamente (NUSAP1 y 

CDKN3), mientras que los otros 8 genes, de 4 de estos, SYCP2, PRC1, 

CCNB2 y CDC20, existen pocos reportes de su asociación con Ca-Cu, 

mientras que MKI67, CDKN2A, CDC2, y PCNA, se han asociado ampliamente 

con Ca-Cu. Los genes MCM2 y TOP2A, clasificados en este estudio el lugar 15 

y 18 respectivamente, también están ampliamente reportados asociados con 

Ca-Cu. 
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Tabla VI. Genes explorados por qRT-PCR.  

 Cambio en # de vecesb 

Gena VPH16 positivos Otros VPHsc 

Aumentan   

MKI67* 1651 - 
CDKN2A* 387 - 
SYCP2 74 14 
PCNA* 65 - 
NUSAP1 26 15 
CDC2 23 - 
CDC20 17 13 
CCNB2 14 6 
TYMS 12 2 
PRC1 9 4 
SMC4 8 - 
CDKN3 7 5 
RRM2 6 - 
CKS2 5 - 
MCM2 4 - 
ZWINT 4 - 
RFC4 4 - 
TOP2A 3 - 

Disminuyen   

EDN3 1426 - 
WISP2 168 - 
CFD 25 - 
NDN 1 - 
SLC18A2 0.3 - 

a. Genes marcados en negro se seleccionaron para explorarse en muestras pre-invasoras. Los 
marcados con el asterisco se han reportado previamente estar asociados con Ca-Cu. 

b. El análisis se realizó con 44 Ca-Cu positivas para VPH16, 22 muestras de Ca-Cu positivas para 
otros tipos virales VPH y 25 muestras controles de cérvix normal. El incremento en número de 
veces (FC) se calculó con los valores de la mediana como se describe en materiales y métodos: 
tumor/control para los genes que aumentan su expresión y control/tumor para los genes que 
disminuyen (ver Material y Métodos). Una prueba de Mann-Whitney Rank Sum se realizó para 
ver la diferencia entre los grupos que fue estadísticamente significativos (p < 1 x 10

-15;
) para 

todos, excepto 2 genes (NDN, SLC18A2). El valor de p>0.05 para NDN y SLC18A2  

c. Incluye carcinomas positivos para VPH-18 (5), -31 (4), -33 (2), -45 (5), -51 (2), -58 (2) y -59 (2). 

 
 

Los tres genes que disminuyen su expresión tuvieron una correlación 

significativa y también un alto valor de FC (controles contra cánceres) 

especialmente en END3 (FC = 1, 425.7) y WISP2 (FC = 167.7; Tabla VI). Las 

gráficas de cajas y bigotes (Figuras 14 y 15) muestran claramente la diferencia 

en la expresión génica entre los grupos control y cáncer (p <1 x 10-15, para 

todos los genes, prueba U de Mann–Whitney).  
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Figura 14. Validación de la expresión génica de 9 marcadores genéticos por qRT-PCR. La 
intensidad de la expresión génica, es expresada en valores en Log2, mostrada en los 
diagramas de caja. La expresión de los 6 genes validados en este estudio (CCNB2, PRC1, 
SYCP2, CDKN3, CDC20 y NUSAP1) y los 3 genes ya conocidos que se asocian a Ca-Cu 
(CDKN2A, MKI67 y PCNA) se comparan entre los 4 grupos, incluyendo epitelio cervical 
sano (Normal, n = 25), lesiones de bajo grado NIC, (NIC1, n = 29), NIC de alto grado 
(NIC2/3, n = 21) y Ca-Cu invasor (cáncer, n = 44). Los límites superiores e inferior de las 
cajas representan los percentiles al 75 y 25, respectivamente. La línea negra dentro de la 
caja representa el valor de la mediana, y los bigotes representan el mínimo y máximo 
valores que se encuentran en 1.5 x del rango intercuartíl: desde el extremo de la caja. 
Valores fuera de este rango están representados por círculos negros. El cambio en número 
de veces (FC), se calculó dividiendo la mediana de cada grupo patológico por la mediana 
del grupo control. 

 

 

 

Para establecer una línea de separación entre los dos grupos y el valor 

potencial de estos genes como marcadores de cáncer de cuello uterino, se 

determinó un valor de cohorte establecido mediante el análisis de las curvas 

ROC. En general, las curvas ROC con un valor de área bajo la curva (ABC) de 

0.97 tiene un valor clínico alto, mientras que un ABC < 0.75 no son útiles 

clínicamente [78]. El valor de ABC para los 11 genes que aumentaron su 

expresión (CDKN2A, MKI67, PRC1, CDC2, CCNB2, SYCP2, PCNA, NUSAP1, 

TYMS, CDC20 y CDKN3) y un gen que disminuye (CFD) fue de >0.97, ver 

Tabla VII. 

 

 

 
Figura 15. Validación de la expresión de marcadores que están disminuidos por qRT-PCR. 
La intensidad de la expresión génica, es expresada en valores en Log2, mostrada en los 
diagramas de caja. La expresión de los 3 genes validados en este estudio (CFD, EDN3 y 
WISP2) se comparan entre epitelio cervical sano (Normal, n = 25) y Ca-Cu invasor (cáncer, 
n = 44). 
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Tabla VII. Análisis ROC y cálculos de sensibilidad, especificidad y valores predictivos. 

 
  Valor 

de cohorte
a
 

Controles   Tumores            

 Genes  ABC FFP FVN   FVN FFN p-valor
b
 Sensibilidad Especificidad VPP VPN Índice J 

MKI67 0.99 79 0 23 
 

40 1 8.2E-14 0.98 1 100 95.8 0.98 

PRC1 0.99 73 1 22   40 1 8.2E-14 0.98 1 97.6 95.7 0.98 

CDKN2A  0.99 18 0 23 
 

39 2 5.3E-13 0.95 1 100 92.0 0.95 

CCNB2 0.99 58 0 23   39 2 5.3E-13 0.95 1 100 92.0 0.95 

CDC2 0.99 85 0 23 
 

39 2 5.3E-13 0.95 1 100 92.0 0.95 

SYCP2 0.99 66 1 22   40 1 8.2E-14 0.96 0.98 97.6 95.7 0.94 

PCNA 0.98 92 1 22 
 

39 2 5.3E-13 0.95 1 97.5 91.7 0.95 

NUSAP1 0.98 48 2 21   40 1 6.7E-13 0.98 0.96 95.2 95.5 0.94 

TYMS 0.98 40 1 22 
 

39 2 4.3E-12 0.95 0.96 97.5 91.7 0.91 

CDC20 0.97 6 1 22   36 5 4.9E-10 0.88 0.96 97.3 81.5 0.84 

CDKN3 0.97 90 1 22 
 

36 5 4.9E-10 0.88 0.96 97.3 81.5 0.84 

SMC4 0.95 235 4 19   39 2 1.2E-09 0.95 0.87 90.7 90.5 0.82 

RFC4 0.93 221 3 20 
 

38 3 1.1E-09 0.93 0.87 92.7 87.0 0.80 

RRM2 0.92 103 3 20   39 2 2.0E-10 0.93 0.87 92.9 90.9 0.80 

MCM2 0.90 124 3 20 
 

37 4 7.8E-10 0.90 0.91 92.5 83.3 0.81 

TOP2A 0.88 128 4 19   40 1 2.0E-10 0.98 0.83 90.9 95.0 0.81 

ZWINT 0.83 59 5 18 
 

36 5 5.3E-07 0.85 0.78 87.8 78.3 0.63 

CKS2 0.79 239 5 18   33 8 1.5E-05 0.81 0.78 86.8 69.2 0.59 

   
TPF FNF 

 
VPF TNF 

     
 CFD 0.98 478 22 1 

 
2 39 4.30E-12 0.96 0.95 91.7 97.5 0.91 

EDN3 0.96 21 22 1   7 34 6.70E-09 0.96 0.83 75.9 97.1 0.79 

WISP2 0.95 186 22 1   9 32 6.70E-08 0.96 0.78 71.0 97.0 0.74 

ABC=área bajo la curva, FFP=fracción falsos positivos, FVN=fracción verdaderos negativos, FVN=fracción verdaderos negativos, 
FFP=Fracción falsos negativos, VPP=Valor predictivo positivo, VPN=Valor predictivo negativo. 
a. Valor óptimo de cohorte (ng/ml) fue seleccionado de acuerdo al análisis ROC.  

    b. prueba de X
2
. 

 
 

           J=sensibilidad+especificidad-1. 
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De hecho, la mayoría de estos genes tienen una sensibilidad y especificidad 

superior al 95%, sugiriendo que podrían ser buenos marcadores para pesquisa 

entre muestras sanas y cánceres invasores. 

 

Interesantemente, este subconjunto de genes que incluye los 2 (NUSAP1 y 

CDKN3) que no se han asociado con Ca-Cu y los 5 se han asociado poco con 

Ca-Cu (PRC1, SYCP2, CCNB2, TYMS y CDC20); estos 7 genes fueron 

evaluados con qRT-PCR en otras 22 muestras de Ca-Cu positivas para otros 

tipos virales, incluyendo los tipos VPH18, 31, 33, 45, 51, 58 y 59. Todos los 

genes se sobre expresaron en las 22 muestras de tumores; sin embargo, los 

valores de FC fueron menores a los obtenidos en los tumores positivos para 

VPH16 (Tabla VI). Estos datos sugieren que estos 7 genes pueden estar sobre 

expresados en todos los cánceres invasores independientemente del tipo viral 

y además pueden ser considerados como marcadores potenciales para la 

detección de Ca-Cu. 

 

4. Análisis de la expresión de CCNB2, CDC20, PRC1, SYCP2, NUSAP1, y 

CDKN3 en neoplasias pre-invasivas. 

 

Para las pruebas de detección, es importante identificar no sólo Ca-Cu invasor, 

sino también las lesiones de alto grado (NIC2/3) y distinguirlas de las lesiones 

de bajo grado NIC (NIC1) y los controles sanos. Por consiguiente, para 

investigar si estos genes pueden distinguir una lesión de NIC2+ de una NIC1-, 

para lo cual, se analizó la expresión en 2 grupos adicionales de muestras: 29 

NICs bajo grado y 21 NICs de alto grado. La expresión fue comparada con 3 

marcadores conocidos asociados con Ca-Cu (PCNA, MKI67 y CDKN2A), y 

estos a su vez se clasificaron dentro de los 10 primeros en el análisis previo de 

qRT-PCR (véase arriba). La gráfica de los datos experimentales es mostrada 

en la Figura 14 y la significancia estadística de las diferencias se calculó 

mediante la prueba de MW. 

 
De acuerdo a la mediana y la distribución de los datos, en la grafica de caja y 

bigotes, los 9 marcadores pueden ser clasificados dentro de 3 grupos; el primer 

grupo incluye los marcadores asociados exclusivamente a la invasión (CCNB2, 
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PRC1) o mayormente (SYCP2), el cual claramente distinguió los tumores 

invasores de las lesiones pre-invasoras CIN de alto y bajo grado y las muestras 

de cérvix normal. La expresión de estos marcadores en el grupo de control y 

las lesiones pre-invasoras de bajo y alto grado fue similar (p >0.05, MW). En 

contraste, entre las muestras Ca-Cu y las muestras control, la diferencia fue 

bastante amplia, como se estableció en el análisis anterior (Tabla VI).  

 

Similarmente, la comparación del FC para las lesiones NIC-AG, fue muy alto, 

especialmente para SYCP2 (FC = 84.8; p < 1x10-15 MW), seguido por PRC1 

(FC = 39.4; p <1x10-15, MW) y CCNB2 (FC = 15.9; p < 1x10-15 MW). Por otra 

parte, la especificidad para la detección de Ca-Cu y no de otras lesiones, osciló 

entre 0,85 (SYCP2) y 0.98 (CCNB2); el límite del valor óptimo fue un cambio en 

el FC de 4.5 veces más. La baja especificidad mostrada por SYCP2 fue porque 

7 lesiones pre-invasoras (5 NIC2/3 y 2 NIC1) tenían un valor de FC mayor que 

el óptimo valor de corte de para ese gen (7.9). 

 

El segundo grupo incluye 4 genes (CDC20, NUSAP1, CDKN2A y CDKN3) la 

expresión de que tendió a aumentar desde el grupo de control al grupo Ca-Cu 

(CDC20, CDKN2A y CDKN3) o el grupo NIC de alto grado (NUSAP1). Para 

NUSAP1, la expresión fue similar entre CIN2/3 y Ca-Cu (Figura 14). Estos 4 

genes podrían distinguir lesiones NIC2+ de las lesiones NIC1/2 (p < 1x10-15, 

MW; Figura 14).  

 

El tercer grupo incluye a los genes MKI67 y PCNA, para estos la expresión de 

que aumentó desde el grupo de control al grupo NIC de bajo grado (p< 0.05, 

MW), siendo similar en los grupos de lesiones NIC de alto y bajo (p.0.05, MW) 

y luego aumenta para el grupo Ca-Cu (p< 1x10-15, MW; Figura 14). 

 

Es claro que los genes del primer y tercer grupo no serían buenos marcadores 

por que no pueden distinguir de las lesiones NIC de alto grado y Ca-Cu de las 

lesiones NIC de bajo grado y las muestras control. Sin embargo, para explorar 

el potencial de los genes del segundo grupo (CDC20, CDKN2A, CDKN3 y 

NUSAP1) como marcadores para la detección nuevamente se realizó un 

análisis ROC, empelando los datos de estos genes en conjunto; no obstante, el 
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resultado mostró que en ninguno de ellos tuvieron valores ABC iguales o 

superiores a 0,97; el valor más alto de las ABC se obtuvo con CDKN2A (0.92), 

seguido por NUSAP1 (0.917), CDKN3 (0.91) y CDC20 (0.86) (Tabla VIII).  

 

Los marcadores (NUSAP1 y CDKN3) mostraron una sensibilidad ligeramente 

mayor que el gen de CDKN2A, mientras que lo contrario fue verdadero para la 

especificidad (Tabla VIII). Interesantemente, tanto la sensibilidad como la 

especificidad se incrementan cuando los datos individuales de CDKN3, 

NUSAP1 y CDKN2A se combinaron (Tabla VII). Esas combinaciones mostraron 

un índice de Jouden alto. De éstos, sólo el gen CDKN3,  mostro que puede 

también discriminar además de Ca-Cu de los NIC2/3 (FC valor de cohorte = 

4.4) con una alta sensibilidad (0.9) y especificidad (0.84). 
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Tabla VIII. Análisis ROC de 4 genes marcadores seleccionados para las lesiones de alto grado y Ca-Cu. 

    
<NIC1 
(n=50)  

>NIC2/3 
(n=60)     

 
ABC VC

a
 

 
FFP FVN 

 
FVN FFN Valor p

b
 Sensibilidad Especificidad VPP VPN Índice J 

CDKN2A 0.92 14   4 46 
 
  49   11 6.00E-14 0.81 0.92 92.5 80.7 0.73 

CDKN3 0.91 30 
 

13 37 
 
  54    6 2.86E-11 0.90 0.74 80.6 80 0.64 

NUSAP1 0.90 71 
 

6 44 
 
  53    7 6.00E-15 0.88 0.88 89.8 86.3 0.76 

CDC20 0.87 5 
 

15 35 
 
  51    9 1.45E-08 0.85 0.70 77.3 79.5 0.55 

  
 CDKN3, CDKN2A, CDC20 

 
9 41 

 
55 5 2.80E-14 0.92 0.82 85.9 89.1 0.74 

CDKN3, CDKN2A, NUSAP1 
 

6 44 
 

55 5 1.00E-15 0.92 0.88 90.2 89.8 0.80 

CDKN3, CDC20, NUSAP1 
 

8 42 
 

53 7 5.50E-14 0.88 0.84 86.9 85.7 0.72 

CDKN2A, CDC20, NUSAP1  
 

5 45 
 

53 7 1.00E-15 0.88 0.90 91.4 86.5 0.78 
ABC=área bajo la curva, FFP=fracción falsos positivos, FVN=fracción verdaderos negativos, FVN=fracción verdaderos negativos, FFP=Fracción falsos negativos, VPP=Valor 
predictivo positivo, VPN=Valor predictivo 
a. Valor óptimo de cohorte (ng/ml) fue seleccionado de acuerdo al análisis ROC.  
b. prueba de X

2
 

c. J=sensibilidad+especificidad-1. 
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5. Verificación de la expresión de genes candidatos a marcadores tumorales 

a nivel de proteínas por inmunohistoquimica. 

 

Para investigar si los genes validados PRC1, CDKN3, CCNB2, SYCP2, NUSAP1 

y CDC20, también se sobre expresan en el nivel de proteína, se realizó un 

análisis de la expresión a nivel de proteínas por IH. En estos experimentos se 

incluyeron también las proteínas PCNA, CDKN2A, MKI67 y CDC2, que han sido 

ampliamente estudiadas y reportadas en cáncer cervical. Todas proteínas fueron 

evaluadas por IH en los MAT que contenían, 36 muestras, 10 controles y 26 Ca-

Cu, de estas 14 muestras positivas para VPH16 y 12 muestras positivas para 

otros tipos de VPH, (Figura 16), a excepción de la proteína NUSAP1, que 

solamente fue explorada en el MAT que contenía Ca-Cu positivos para VPH16 y 5 

muestras controles. 

 

 

Figura 16. Microarreglos de tejidos (MAT). Tinción con H&E de una laminilla de cada uno 
de los MA, el MAT L1 contiene 14 muestras de Ca-Cu positivas para VPH16 y 5 controles 
de cérvix sanos. El MAT L2 contiene 12 muestras de Ca-Cu positivas para otros tipos virales 
y 5 controles de cérvix sanos. 
 

A diferencia de los controles casi todas las muestras fueron positivas para los 10 

antígenos (Figura 17). El porcentaje más alto de tumores positivos y las señales 

más intensas se observaron en el antígeno PCNA con un 96.2%; seguido de 
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CDKN2A y CDKN3, con el 84.6%; CCNB2 y CDC2, un 80.8%; NUSAP1, con 

79%; MKI67, SYCP2 y PRC1 con el 76,9%; finalmente CDC20, con un 73.1%. Sin 

embargo, para tres antígenos inesperadamente un número considerable de 

controles dieron señal positiva para CDC20 en el 60%; NUSAP1 en un 40% y 

también SYCP2 con un 50%. Las señales encontradas en las muestras control en 

estos antígenos tuvieron un patrón de distribución distinto, para CDC20 las 

señales sólo se observaron en los núcleos de las células en la capa basal, para 

NUSAP1 las señales se observaron tanto en el núcleo como en el citoplasma de 

las células en las capas basal y parabasal y para el antígeno SYCP2, la señal se 

encontró en el polo basal en las células epiteliales de las capas superficiales e 

intermedias principalmente. 

 

Asimismo, para el resto de antígenos, las diferencias de positividad entre los dos 

grupos (tumores y controles), coinciden con los datos obtenidos con los ensayos 

de qRT-PCR (Tabla IX). Las señales para los antígenos de CDKN3, SYCP2, 

PRC1, CDC2, NUSAP1, y CDKN2A se observaron tanto en el núcleo como en el 

citoplasma, mientras para el antígeno de CCNB2 sólo se observaron señales de 

en citoplasma, y las señales para los antígenos CDC20, PCNA y MKI67, sólo se 

observaron en el núcleo (Figura 18).  

 

Es importante mencionar que como era esperado, las señales de IH señales no 

fueron completamente uniformes en todas las células de todos los tejidos, debido 

a que la distribución fue heterogénea, indicando que no todas las células están en 

la misma etapa del ciclo celular. Las señales para el antígeno PCNA mostraron la 

distribución más uniforme, y se encontró en promedio en el 70% de los núcleos 

fueron positivos, lo que sugiere que aproximadamente el 70% de las células en 

los tejidos  se  encontraban  en la  fase  S  del  ciclo  celular. Para el resto de las 

proteínas, las señales nucleares se observaron del 10 al 50% de las  
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Figura 17. Análisis histológico de los genes marcadores. La expresión a nivel de proteína se 
determinó por inmunohistoquímica, utilizando secciones de tejido fijadas en formalina del 
tejido embebido en parafina. Las proteínas exploradas son PRC1, p16, CDC2, PCNA, 
CDKN3A, SYCP2, CDC20, MKI-67, CCNB2, y NUSAP1. La Figura muestra algún ejemplo 
representativo de los experimentos en tumores de adenocarcinomas y epidermoides. Las 
señales específicas aparecen como tinción en color marrón (contratinción con 

hematoxilina; ampliación original, X400; barras, 10 m). 

 

células (Figura 18A). Asimismo, las señales de las proteínas que se localizan en 

el citoplasma de las células se observaron en promedio en el 40-50% (Figura 

18B). 
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Figura 18. Porcentaje de células tumorales con señales positivas para los marcadores 
evaluados por inmunohistoquímica. En la gráfica, se muestra la media de los porcentajes 
de las células tumorales con señales positivas en el núcleo (panel A) o en el citoplasma 
(panel B) para CDC20, CCNB2, CDC2, CDKN2A, CDKN3, MKI67, PCNA, PRC1 y SYCP2. Los 
tumores positivos para VPH16 (barras azules) se comparan con los tumores positivos para 
otros tipos de VPH (barras rojas). El porcentaje total para ambos grupos de tumores 
también es mostrado (barras verdes). Las líneas por encima de las barras indican el error 
estándar. 
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Debido a que todas estas proteínas participan en la Fase M del ciclo celular, los 

datos sugieren que el 40% de las células están en alguna etapa de esa fase. 

Casualmente, el porcentaje de células positivas para las proteínas CCNB2, CDC2 

y SYCP2 fue alto en los tumores positivos para los VPH16, que en los tumores 

positivos para otros tipos de VPH y lo opuesto se observo para la proteína CDKN3 

(Figura 18). La proteína NUSAP1 sólo fue explorada en Ca-Cu positivos para 

VPH16, el resultado en porcentaje promedio de células tumorales positivas fue en 

el núcleo 32,5% y el citoplasma 68.4%. 

 

La capacidad predictiva de los resultados obtenidos por IH también fue evaluada. 

Sin embargo, comparando con los resultados de los ensayos de qRT-PCR, los 

datos muestran que la sensibilidad fue baja para todas las proteínas, pero la 

especificidad fue alta en todas las proteínas, excepto para SYCP2, NUSAP1 y 

CDC20 (Tabla IX). 
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Tabla IX. Análisis de la 10 proteínas en 26 muestras de Ca-Cu y 10 
controles de epitelio cervical normal por IH y el cálculo de sensibilidad, 
especificidad y valores predictivos. 

Proteínas* 

CONTROLES 
 

Ca-Cu 
 

 
índice (J) FFN FVN   FVN FFN Sensibilidad  Especificidad   PPV NPV 

Señales Citoplasmicas 
PCNA 0 10   1 25 0.04 1.00 100 28.6 0.04 
CDKN2A 0 10 

 
21 5 0.81 1.00 100 66.7 0.81 

CDKN3 0 10   17 9 0.65 1.00 100 52.6 0.65 
CDC2 0 10 

 
18 8 0.69 1.00 100 55.6 0.69 

CCNB2 0 10   21 5 0.81 1.00 100 66.7 0.81 
SYCP2 5 5 

 
19 7 0.73 0.50 79.2 41.7 0.23 

MKI67 0 10   0 26 0.00 1.00 0 16.1 0.00 
PRC1 0 10 

 
20 6 0.77 1.00 100 62.5 0.77 

CDC20 0 10   1 25 0.04 1.00 100 28.6 0.04 
NUSAP1 2 3 

 
11 3 0.79 0.60 78.6 50.0 0.3 

Señales Nucleares 
PCNA 0 10   25 1 0.96 1.00 100 90.9 0.96 
CDKN2A 0 10 

 
22 4 0.85 1.00 100 71.4 0.85 

CDKN3 0 10   18 8 0.69 1.00 100 55.6 0.69 
CDC2 0 10 

 
19 7 0.73 1.00 100 58.8 0.73 

CCNB2 0 10   1 25 0.04 1.00 100 28.6 0.04 
SYCP2 5 5 

 
10 16 0.38 0.50 66.7 23.8 -0.12 

MKI67 0 10   20 6 0.77 1.00 100 62.5 0.77 
PRC1 0 10 

 
15 11 0.58 1.00 100 47.6 0.58 

CDC20 6 4   19 7 0.73 0.40 76 36.4 0.13 
NUSAP1 2 3 

 
7 7 0.50 0.60 70.0 30.0 -0.2 

Señales citoplasmicas y/o nucleares 
PCNA 0 10   25 1 0.96 1.00 100 90.9 0.96 
CDKN2A 0 10 

 
22 4 0.85 1.00 100 71.4 0.85 

CDKN3 0 10   22 4 0.85 1.00 100 71.4 0.85 
CDC2 0 10 

 
21 5 0.81 1.00 100 66.7 0.81 

CCNB2 0 10   21 5 0.81 1.00 100 66.7 0.81 
SYCP2 5 5 

 
20 6 0.77 0.50 80 45.5 0.27 

MKI67 0 10   20 6 0.77 1.00 100 62.5 0.77 
PRC1 0 10 

 
20 6 0.77 1.00 100 62.5 0.77 

CDC20 6 4   19 7 0.73 0.40 76 36.4 0.13 

NUSAP1 2 3   11 3 0.79 0.60 78.6 50.0 0.3 

FFP=fracción falsos positivos, FVN=fracción verdaderos negativos, FVN=fracción verdaderos 
negativos, FFP=fracción falsos negativos, VPP=valor predictivo positivo, VPN=valor predictivo 
negativo.  
J=sensibilidad +especificidad-1 
* NUSAP1 solamente fue explorada en 14 muestras de Ca-Cu positivas para VPH16 y 5 
controles. 
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6. Blancos moleculares en cáncer cervical asociados con la baja sobrevida. 

 

Una manera de investigar si estos blancos moleculares están asociados con el 

cáncer cervical es durante la progresión en un estudio de sobrevida. Por lo tanto, 

se realizó un análisis de sobrevida con los datos de los ensayos de expresión 

obtenidos por qRT-PCR de los genes PRC1, CDC20, CCNB2, CDKN3, NUSAP1, 

SYCP2, CDKN2A, PCNA y MKI67, y además, de incluir también el estadio FIGO, 

en 42 pacientes con Ca-Cu positivas para el VPH16, a las cuales se les hizo un 

seguimiento durante 3.5 años después del diagnóstico inicial y tratamiento, para 

evaluar la progresión (Tabla V). 

 

En este grupo de pacientes se incluyeron los estadios FIGO IB1 (n = 16), IB2 (n = 

14), IIA (n = 1), IIB (n = 9), el IIIB (n = 2). La tasa de supervivencia en general fue 

alta en todas las muestras del 79.6% y para las distintas etapas del estadio FIGO 

IB1, IB2, IIA, IIB y IIIB, fue de 100%, 69,2%, 0%, 85.7% y 0%, respectivamente. 

Las diferencias fueron estadísticamente significativas (p <0.001, prueba de Log-

Rank test; Figura 19). 

 

Por otra parte, cuando se realizó el análisis para los 9 genes analizados mediante 

las curvas de Kaplan-Meier, sólo el gen CDKN3 se asoció con la baja sobrevida (p 

= 0, 004, prueba de Log–Rank test; Figura 18B). La tasa de supervivencia en las 

pacientes con altos niveles de expresión del gen CDKN3 (FC >15) fue 42,9% y el 

tiempo medio de la sobrevida fue de 33 meses. En contraste, los niveles más 

bajos de expresión del gen CDKN3, tuvieron una tasa de sobrevida en general del 

87.5%. 

 

Tanto el estadio FIGO y la expresión del gen CDKN3 se analizaron 

individualmente en un modelo de riesgo relativo de Cox. Debido a las diferencias 

en el tamaño de muestras de cada una de las etapas FIGO, las muestras de las 

pacientes se reasignaron en 2 grupos, el primero grupo que incluyo los estadios 

FIGO IB1 y IB2 (n = 30) y el otro grupo FIGO IIA, IIB y IIIB (n = 12). 
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Figura 19. Análisis de sobrevida de mujeres con cáncer cervical según la clasificación del 
FIGO y la expresión de gen CDKN3. El análisis de las curvas de Kaplan-Meier muestran la 
clasificación de FIGO y del gen CDKN3. Las pacientes fueron seguidas por al menos 42 
meses. Para la expresión génica, se compararon las pacientes con cáncer de mayor 
expresión (línea roja) y menor (línea azul) que doblan valores (ver materiales y métodos). 
Se calculó el valor de p comparando las curvas con el Log-rank test. Las pacientes que 
fallecieron se etiquetaron con puntos negros, pero cuatro de ellas murieron antes del 
período mínimo de seguimiento (42 meses). 
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Individualmente, el probabilidad de riesgo (hazard ratio, HR) del gen CDKN3 fue 

5.9 (95% IC 1.4–24.1, p = 0.01) y para la clasificación del grupo FIGO, 3.3 (95% 

IC 0.83–13.3, p = 0.08). Sin embargo, la falta de un significado estadístico en HR, 

para las clasificación FIGO podría explicarse por las diferencias en el tamaño de 

muestra y la relación invertida de sobrevida en las muestras de la etapa FIGO IB2 

y IIB. Por otra parte, cuando estas 2 covariables fueron incluidas en el mismo 

modelo de probabilidad de riesgo, el gen CDKN3 permaneció invariablemente 

significativo con un HR de 5.9 (IC 95%:1.4–23.8, p = 0.01). Estos resultados 

sugieren que el gen CDKN3 puede ser un factor pronóstico de sobrevida que es 

independiente de la etapa FIGO en que se encuentre. Sin embargo, para 

confirmar y asegurar este resultado es necesario incluir un tamaño de muestra 

mayor. 

 

7. Clasificación de los genes con expresión diferencial ente las muestras de 

cáncer y las muestras control. 

 

Con la ayuda de la herramienta disponible en línea, para la anotación funcional de 

genes DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov), se realizaron distintos análisis 

comparativos para poder identificar los procesos biológicos; esta herramienta de 

anotación funcional de DAVID fue utilizada bajo los parámetros de clasificación de 

mayor y mediano rigor, para catalogar los 997 genes expresados diferencialmente 

y conocer tanto en un valor medio y como en el de mayor astringencia los 

procesos biológicos en los que están involucrados estos genes. La base de datos 

realiza sus comparaciones directamente con la base de datos del genoma 

humano, los tres principales procesos con los valores de p más significativos, 

estos son: procesos asociados al ciclo celular, procesos del metabolismo del DNA 

y procesos relacionados con la regulación de la actividad de ligasa de la proteína 

ubiquitina (Tabla X). 

 

Interesantemente, cuando el análisis se realizó con el mayor rigor permitido, se 

encontraron genes fuertemente asociados en cada uno de los grupos. Los 

principales grupos incluyen mitosis y fase M de mitosis, procesos del ciclo celular 

ocupando los lugares 1ro, 2do y 5t° respectivamente, (ver Tabla S2). Cabe destacar 

http://david.abcc.ncifcrf.gov/
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que, entre los procesos del ciclo celular, ninguno excepto la fase M de mitosis que 

se enriqueció significativamente (Tabla X). 

Tabla X. Grupos del análisis de anotación funcional DAVID en alta 
astringencia de los 997 genes expresados diferencialmente en cáncer 
cervical*. 

Grupo 
Valor de 

enriquecimiento 
Proceso biológico 

Número 
de Genes 

Valor de 
p 

FC  

1 16.24 

Mitosis 54 3.00E-17 3.8 

División nuclear  54 3.00E-17 3.8 

Fase M del ciclo celular mitótico 54 6.80E-17 3.7 

Fusión de organelos  54 1.90E-16 3.6 

2 14.02 

Regulación positiva de la actividad de proteína 
ligasa de ubiquitina durante el ciclo celular 
mitótico  

28 3.60E-15 6.3 

Regulación positiva de la actividad ligasa  28 2.90E-14 5.9 

3 5.71 

Empalme de RNA, vía reacciones de 
transesterificación  

28 1.90E-06 2.8 

Empalme nuclear de RNAm, vía espliceosoma 28 1.90E-06 2.8 

4 3.66 Regulación positiva de la apoptosis 49 1.90E-04 1.7 

5 3.03 

Ciclo celular ensamble de huso mitótico 6 3.90E-04 8.3 

Regulación de la transición mitótica 
metafase/anafase 

6 1.20E-02 4.2 

6 2.81 Diferenciación de células mesenquimales 11 1.50E-03 3.3 

7 2.34 
Recombinación del ADN de células somáticas 7 3.70E-03 4.5 

Receptores inmunes de diversificación somática 7 6.90E-03 4.0 

8 2.01 
Proceso metabólico del ácido carboxílico 52 8.70E-02 1.4 

Proceso metabólico de las cetonas celulares  52 1.20E-02 1.4 

9 1.96 
Establecimiento de la localización del RNA 14 1.00E-02 2.2 

Transporte de RNA 14 1.00E-02 2.2 

10 1.82 
Glicolisis  10 3.00E-03 3.3 

Procesos catabólicos de la hexosa 10 3.50E-02 2.2 

11 1.73 Formación del tubo epitelial embrionico 8 2.00E-02 2.8 

12 1.73 

Recombinación somática de los segmentos de 
genes de inmunoglobulinas 

6 4.90E-03 5.1 

Producción de moléculas mediadoras de la 
respuesta inmune 

6 4.90E-02 3.0 

13 1.56 
Integración de provirus  4 1.20E-02 7.6 

Integración del DNA 4 1.40E-01 3.1 

14 1.54 
Citotoxicidad mediada por células NK 4 1.20E-02 7.6 

Citotoxicidad mediada por leucocitos 4 2.40E-02 6.1 

15 1.39 
Regulación de la actividad de caspasa  11 3.20E-02 2.1 

Regulación de la actividad de endopeptidasa  11 5.30E-02 2.0 

16 1.38 

Recombinación somática de genes de 
inmunoglobulinas durante la respuesta inmune  

4 3.90E-02 5.1 

Producción de inmunoglobulinas durante la 
repuesta inmune  

4 4.90E-02 4.7 

*El valor de enriquecimiento esta en Log10 del promedio del valor de p en los términos del agrupamiento. FC es el 
cambio en número de veces, es la relación entre la lista de genes seleccionados contra la base de datos de referencia 
del Genoma Humano “Human Gene Reference database”. 
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Interesantemente, cuando el análisis se realizó con los 100 genes mejor 

clasificados, los 50 genes sobre expresados y los 50 genes que disminuyen su 

expresión, el grupo de mitosis fue la vía principal y la mas enriquecida 3.3 veces 

en comparación con los otros grupos alterados por todos los genes (n = 997) 

expresados diferencialmente (Tabla XI). 

 

Tabla XI. Grupos del análisis de anotación funcional DAVID en alta 
astringencia de los 100 genes principales desregulados en cáncer cervical 
comparados con epitelio normal*. 

Grupo 
Valor de 

enriquecimiento 
Proceso biológico 

Número 
de Genes 

Valor de 
p 

FC  

1 13.9 

Mitosis 19 1.0E-14 12 

División nuclear  19 1.0E-14 12 

Fase M del ciclo celular mitótico 19 1.4E-14 12 

Fusión de organelos  19 2.0E-14 12 
2 3.49 Regulación positiva de la actividad ligasa 6 2.10E-04 11 

3 2.87 
Regulación negativa de la actividad de la ligasa de 
ubiquitina  

5 1.20E-03 11 

4 2.83 
Regulación positiva de la mitosis  4 6.70E-04 23 
Regulación positive del ciclo celular  4 7.20E-03 10 

5 2.75 Establecimiento de la localización de huso mitótico 3 1.30E-03 53 

6 2.58 

Proceso catabólico de proteínas dependiente del 
complejo proteasoma dependiente de ubiquitina 
promotor de anafase 

5 1.10E-03 11 

Regulación de la actividad de la ligasa de la proteína 
ubiquitina durante el ciclo celular mitótico 

5 1.50E-03 10 

7 2.31 

Regulación negativa de los procesos de modificación 
de proteínas 

6 1.40E-03 7.2 

Regulación negativa de procesos de modificación de 
proteínas  

6 9.70E-03 4.6 

8 1.58 

Regulación de procesos de modificación de 
proteínas  

8 4.40E-03 3.9 

Regulación de procesos metabólicos de proteínas 
celulares 

8 4.70E-02 2.4 

9 1.53 
Ensamble del nucleosoma  4 2.10E-02 6.8 
Ensamble de la cromatina 4 2.30E-02 6.6 

10 1.42 Regulación de la actividad de proteína cinasa 7 3.30E-02 2.9 
11 1.31 Regulación de la fosforilación  8 4.30E-02 2 

*El valor de enriquecimiento esta en Log10 del promedio del valor de p en los términos del agrupamiento. FC es el cambio 
en número de veces, es la relación entre la lista de genes seleccionados contra la base de datos de referencia del 
Genoma Humano “Human Gene Reference database”. 

  

De esta forma el análisis de estos datos indicó, que los genes implicados en la 

mitosis no solo fueron los más enriquecidos, también son los más diferentes en 

términos de FC y-score, comparando las muestras de Ca-Cu con las muestras 

control (círculos en rojo y naranja; Figura 10). De hecho, 11 de los 21 genes 

asociados con el Ca-Cu y que se validaron en este trabajo (CCNB2, CDC20, 
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PRC1, SYCP2, NUSAP1, CDKN3, CDC2, CKS2, MKI67, SMC4 y ZWINT), 

participan en la fase M del ciclo celular. 

 

Una serie de análisis adicionales, se realizaron a los datos de genes expresados 

diferencialmente, con la ayuda del programa IPA, los resultados fueron similares a 

los obtenidos con la base de datos anterior DAVID, especialmente cuando el 

análisis de DAVID se realiza con rigor medio (TS2). 

 

En coincidencia con el análisis realizado con DAVID, la vía de ubiquitinación de 

proteína fue la segunda vía canónica superior en el todo el conjunto de genes 

desregulados (Figura 20A) y cuando se analizaron los 100 genes mejor 

clasificados genes con las mayores diferencias, el resultado de este análisis da 

entonces como el principal proceso la participación de la mitosis a través de la 

cinasa semejante a polo (polo-like kinase) (Figura 20B). 
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Figura 20. Vías canónicas en donde están implicados los genes desregulados. En A) se 
muestra las 25 principales vías canónicas identificadas para los 997 genes alterados entre 
la comparación de tumores y controles. En B) las 25 vías canónicas de los 100 genes 
mayormente desregulados, los 50 genes que más aumentaron la expresión y los 50 genes 
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más disminuyen. Las vías canónicas se identificaron mediante el análisis de vías con el 
programa Ingenuity System (IPA). Los valores en Log-2 (p-valor) en barras azules y la 
proporción que es indicada con puntos amarillos, esto fue calculado comparando el 
número de genes presentes en las vías en las bases de datos en comparación con las base 
de datos humana. El valor p se calculó con la prueba de X

2
 o prueba exacta de Fisher según 

corresponda y los valores de -Log (p-valor) >1.3 (línea roja) que corresponden a valor de p 
< 0.05. 
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DISCUSIÓN. 

 

En este trabajo se identificaron 6 genes (PRC1, CCNB2, SYCP2, CDKN3, 

NUSAP1 y CDC20) asociados con el cáncer invasor y que pueden ser utilizados 

como marcadores o blancos terapéuticos. Mientras que los genes PRC1, CCNB2 

y SYCP2 se asociaron en su mayoría con Ca-Cu, los genes CDKN3, NUSAP1 y 

CDC20, se encontraron asociados también con las lesiones de alto grado NIC. En 

resultados recientes obtenidos en el laboratorio muestran de igual forma la 

expresión en líneas celulares derivadas del cáncer de cuello uterino (SiHa, CaSki, 

HeLa y Calo) para estos 4 genes, utilizando el microarreglo de HG-ST1.0., 

aunque la sobreexpresión no fue uniforme en las líneas de 4 celulares, en el 

análisis global para todos los genes se observo tener un aumento en la expresión, 

a excepción del gen SYCP2, este gen solo aumento su expresión en las células 

CaSki y SiHa [79]. Estos hallazgos indican que estos marcadores son correctos 

para la predicción de cáncer de cuello uterino. 

 

Los genes CDKN3, NUSAP1 y CDC20, y en algo el gen CDKN2A, puede 

distinguir claramente las lesiones de alto grado NIC2/3 y los Ca-Cu, de las 

lesiones de bajo grado NIC1 y del cuello uterino normal; por lo tanto, podrían 

utilizarse como marcadores para las pruebas de detección temprana. Además, los 

resultados mostraron que la sobre expresión del gen CDKN3 se asoció con la 

baja sobrevida de pacientes con cáncer; por lo tanto, podría utilizarse también 

como un marcador de sobrevida. Los datos indicaron además que la sensibilidad 

y especificidad de los genes CDKN3, NUSAP1 y CDC20, para identificar las 

lesiones de alto grado NIC2/3 y para los tumores Ca-Cu, fue del 91% y 93%, 

respectivamente. 

 

Varios estudios han utilizado microarreglos para identificar genes asociados al 

cáncer de cuello uterino [29–37]. Sin embargo, la mayoría de estos estudios han 

incluido un pequeño número de tumores y controles, muestras heterogéneas 

positivas para diferentes tipos de de VPH o no es determinados el tipo viral, y 

esencialmente el diseño de esos estudios no fue enfocado en identificar 

marcadores para la detección o marcadores de detección. Por lo tanto, los 23 

marcadores validados en este trabajo, inicialmente se analizaron con MA en 
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muestras Ca-Cu positivas para un solo tipo viral VPH16 Ca-Cu, estos genes 

CDKN3, NUSAP1, SMC4 y WISP2, no se han identificado previamente o los 

genes CCNB2, CDC20, CKS2 y RRM2 se han identificado raramente en otros 

estudios (Tabla XII). Por el contrario, más de la mitad o 40% [31-34], de estos 

genes se han identificados en otros estudios individuales y muchos de ellos han 

sido identificados en 3 o más estudios (CDKN2A, MCM2, PCNA, RFC4, SYCP2 y 

TYMS) (Tabla XII) [37]. 

 

Tabla XII. Comparación de los 23 genes identificados y validados en este 
trabajo, con reportes de análisis con microarreglos documentados 

 

Referencia 

Gen 29 80 31
a
 30 32

a
 33 34 81 35 36 37 

CCNB2   X
b
 X         

 

      

CDC2     X       X         

CDC20 
 X

b
 X 

   
X

c
 X    

CDKN2A     X   X X X       X 

CDKN3 
       

 
   

CKS2     X         X
b
       

MCM2 
  

X 
  

X X 

 
  

X 

MKI67   X
b
 X                 

NUSAP1 
       X

b
    

PCNA     X       X     X X 

PRC1 
 

 

X 
  

X 
 X

b
    

RFC4       X   X         X 

RRM2 
 X

b
 X 

    
 

   
SMC4                       

SYCP2 
 

 
    

X 

 
 

X X 

TOP2A X X
b
 X                 

TYMS 
 

 

X 
   

X 

 

X 
 

X 

ZWINT   X
b
 X                 

CFD 
 

 
    

X 

 
   

EDN3             X         

NDN 
 

 
    

X 

 
   

SLC18A2                       

WISP2 

           a. El cambio en la expresión de los genes es indicado con una X que fue validado por RT-PCR. 
b. Detectados en células HeLa. 

c. Detectados en la línea celular NIKS-16, queratinocitos humanos inmortalizados. 
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El hecho es que los genes CDKN3, CDC20 y NUSAP1 mostraron una sobre 

expresión en las muestras de lesiones de alto grado NIC2+ positivas para los 

virus VPH16 y para otros tipos virales, esto se demostró por qRT-PCR, sugiriendo 

que estos genes podrían considerarse como posibles marcadores para la 

detección de Ca-Cu sin importar el tipo viral que tengan. Hasta el momento, no se 

han reportado marcadores para la detección que tengan alta sensibilidad y 

especificidad. Además de la prueba de citología Papanicolaou y la citología de 

Base líquida (CBL), así como diferentes pruebas convencionales para detección 

de VPH, se utilizan para la pesquisa. La tecnología de captura de híbridos (HC2) 

es la herramienta más frecuentemente utilizada para pesquisa, particularmente 

para la medición de los virus de alto riesgo. Este método, fue aprobado por la 

FDA en Estados Unidos, tiene una sensibilidad promedio del 95% (rango, 62–98) 

para la detección de lesiones de alto grado y cáncer invasor. Sin embargo, esta 

metodología tiene baja especificidad, especialmente en mujeres jóvenes, ya que 

la mayoría de las infecciones no están asociada a lesiones neoplásicas [82-85]. 

En las mujeres con más de 30 años, la especificidad es mucho mayor; sin 

embargo, los datos son bastante variables entre los estudios y depende en parte 

de la prevalencia de VPH, en la población de estudio [86]. Además, en la mayoría 

de los estudios, el VPP es muy bajo, menos del 30%, lo que indica que sólo un 

porcentaje de mujeres infectadas tienen lesiones de alto grado. 

 

Es importante hacer énfasis en cual es el principal valor de identificar 

biomarcadores en cáncer cervical y porque se tiene como objetivo el desarrollar 

procedimientos para pesquisa, es para mejorar la especificidad más que la 

sensibilidad en relación a la prueba del VPH [1]. Las pruebas de pesquisa 

primario con DNA del VPH, junto con la citología incrementan la especificidad de 

forma similar a lo que hace la citología convencional [43,82]. 

 

Sin embargo, el uso de estos procedimientos en países en vías de desarrollo 

como el nuestro, tiene aun varios problemas logísticos, ya sea porque el alto 

porcentaje de mujeres con pruebas de resultado positivo para el VPH, que no 

regresan a la prueba de la citología o debido a la manipulación de las muestras 

cuando esta toma de muestras para citología se realiza en pacientes de primera 
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vez. Adicionalmente además, ya que evita la automatización, y esto parece poco 

práctico. 

 

El uso simultáneo de método ya establecido como el de captura de híbridos para 

los virus de alto riesgo y con un método molecular que distinga las lesiones de 

alto grado NIC2+ de las de bajo grado NIC1- puede incrementar la especificidad y 

el VPP, con las ventajas de ser más rápido y tener la posibilidad de automatizarse 

en comparación de la citología convencional. 

 

De los marcadores asociados con Ca-Cu, hasta ahora el más estudiado es la 

proteína supresora de tumor p16 [1]. Esta proteína se acumula en el núcleo y el 

citoplasma de las células transformadas por los VPH de alto riesgo y 

generalmente se detecta por IH. Se relaciona con la cantidad de p16 con la 

severidad de la neoplasia cervical y se considera un marcador de CIN2+. De 

forma reciente p16 se ha implementado con éxito para la clasificación de 

enfermedades relacionadas con VPH. 

 

En biopsias de tejido tomada con pinza o de cono, evaluadas para p16 por IH, se 

ha reportado reducir las diferencias intraobservadores cuando se compara con el 

diagnostico obtenido con la tinción de H&E. Recientemente también p16 ha 

surgido como un complemento en el diagnóstico sensible y específico para 

detectar las lesiones NIC2+ en muestras de citología cervical [1]. Distintos 

estudios de esta proteína la han propuesto por tener una alta sensibilidad (80-95) 

para la detección de NIC2+; sin embargo la especificidad es baja para la citología 

(~50%) [86,87]. Esto es porque aproximadamente el 38% de las lesiones de bajo 

grado NIC, que están infectadas con los VPH de alto riesgo, expresan este 

marcador [86]. Sin embargo la baja especificidad de este marcador y la necesidad 

de un patólogo para la interpretación de los ensayos de IH, son las principales 

razones por las cuales p16 no se ha adoptado completamente para pesquisa 

inicial. 

 

Recientemente el grupo de Wentzensen N., desarrollaron un método para 

detectar la proteína p16 en lisados celulares de muestras de exudados cervicales 

empleando la técnica de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). La 
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sensibilidad de este método de ELISA para la identificación de lesiones de alto 

riesgo fue del 84%, y la especificidad fue del 87% [88]. De acuerdo con los datos 

obtenidos en nuestro estudio, la detección de mRNA de CDKN2A que codifica 

p16, tuvo una especificidad para pesquisa de los NIC2+ que fue superior 93%, 

(Tabla VII). 

 

Otros dos marcadores nuevos identificados en este trabajo, los genes CDKN3 y 

NUSAP1 que en conjunto con CDKN2A, mostraron una alta especificidad (93%) y 

VPP (93,4%); por lo tanto, estos pueden ser buenos candidatos para su uso con 

HC2 como una estrategia de primera línea en un programa de pesquisa. El 

alcance de este estudio fue el realizar la evaluación para determinar si los niveles 

de mRNA de los nuevos genes identificados en muestras de Ca-Cu, permitirían la 

detección de lesiones de alto grado NIC o lesiones invasoras con una alta 

sensibilidad y especificidad. Sin embargo, el potencial de la sensibilidad reportada 

en el análisis probablemente se ha sobreestimado en comparación con lo 

encontrado en práctica clínica, como aquellas de las lesiones NIC2+ que tienen 

una mayor proporción de desarrollar cáncer cervical (el cual es fácil de identificar) 

con alguno de los métodos de detección. 

 

En contraste, la especificidad observada puede ser subestimada, dada la gran 

proporción que había de NIC1- y NIC1. Por lo tanto, estos resultados no se 

reportan como datos concluyentes sobre la sensibilidad, la especificidad y los 

valores predictivos de los ensayos. Posteriormente es necesario realizar un mayor 

número de estudios para determinar los niveles de mRNA, de los genes CDKN3, 

NUSAP1 y CDC20 o incluso evaluarse a nivel de proteína en muestras cervicales 

de una población mayor para detección temprana y obtener más información 

sobre los valores predictivos y así poder definir un factor de ajuste óptimo entre la 

sensibilidad y especificidad para la detección de las lesiones CIN2+. 

 

Los genes PRC1, CCNB2 y SYCP2 son marcadores asociados exclusivamente 

con el cáncer cervical invasor. Junto con los genes NUSAP1, CDKN3, y CDC20, 

estos genes representan blancos potenciales específicos para el tratamiento de 

Ca-Cu avanzado, particularmente el gen CDKN3, se encontró estar asociado con 

la baja sobrevida. Estos genes codifican para proteínas implicadas en el ciclo 
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celular, específicamente en la fase M (mitosis y citocinesis). De acuerdo con los 

datos obtenidos en los ensayos de IH, aproximadamente el 30% de las células 

tumorales en Ca-Cu pueden estar en la fase M. 

 

La participación de estos genes se ha visto en el control de anafase, segregación 

cromosómica, en el control de la entrada/salida de mitosis. En tiempo cuando la 

activación de cinasas dependientes de ciclinas (Cdks) dirige a la célula a mitosis, 

la salida mitótica depende en una inhibición de la actividad de Cdks, 

principalmente a través de la degradación de ciclinas mitóticas por el complejo 

promotor de la anafase (APC/C) y la acumulación de proteínas inhibitorias de 

Cdk, la desfosforilación de proteínas fosforiladas por Cdks. Cuatro de las seis 

proteínas validadas (CCNB2, CDC20, CDKN3, PRC1) en este trabajo, son 

esenciales para ese proceso. 

 

La ciclina B2 (CCNB2), la ciclina semejante a B1 (CCNB1), se unen a CDK1 

(CDC2) para formar el complejo M-CDK, el cual es esencial para el control del 

ciclo celular y la transición de G2/M. Sin embargo cuando el complejo de ciclina 

B1-CDK1 causan condensación cromosómica, reorgnización de microtubulos y 

desensamble de la lámina nuclear y el aparato de Golgi durante la mitosis [89,90]. 

En adición con esos datos, la ciclina B2 fue localizada exclusivamente en el 

citoplasma de los Ca-Cu examinados en este articulo (Figura 16). 

 

Interesantemente, la expresión de la ciclina B1 en esos tumores no difiere que en 

las muestras control (TS1). Esa ciclina es degradada por el complejo APC/C, 

como una vía regulatoria de la transición de metafase-anafase [91], para seguir la 

progresión de mitosis de metafase a anafase [91]. El gen CCNB2 se ha asociado 

poco con el cáncer cervical [31]; sin embargo se ha reportado estar asociado en 

otros tipos de cáncer, por ejemplo este gen es sobre expresado en cáncer de 

colon [92], pulmón y tracto digestivo [93]. 

 

Un incremento en la cantidad de CDC20, que es una proteína clave regulatoria 

del complejo APC/C durante la anafase, y esto puede explicar la ausencia de 

cliclina B1. Por otra parte CDC20, junto con UBE2C (también conocida como 

UBCH10), la cual también se incrementa en Ca-Cu (visto en este estudio TS1), es 
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requerida para la actividad completa de la ligasa de ubiquitina del complejo 

APC/C y puede conferir la actividad de sustrato sobre el complejo. La proteína 

CDC20 es regulada negativamente por MAD2L1 y BUB1B (también conocida 

como BUBR1). En la metafase, el complejo terciario de MAD2L1-CDC20-APC/C 

es inactivo, mientras que en la etapa de anafase el complejo binario de CDC20-

APC/C esta activo en la degradación de sustratos. Interesantemente, los 

transcritos de MAD2L1 y BUB1B, también se incrementan en Ca-Cu (TS1), 

sugiriendo que corresponden a proteínas que pueden incrementarse y prevenir la 

activación de APC/C. Sin embargo parte de la proteína de CDC20 puede 

permanecer libre para asociarse y activar el complejo APC/C, esto se ha 

demostrado en ensayos de células transfectadas que expresan las proteínas 

E6/E7 [91]. 

 

El gen CDC20 se ha reportado estar sobre expresado en cáncer de pulmón, 

páncreas y gástrico [94], así como también en Ca-Cu [31,81]. CDKN3 es una 

proteína con actividad dual fosfatasa del grupo de fosfatasas de Cdc14 que 

interactúa con CDK1 (CDC2) y así inhibe su actividad [95,96]. CDKN3 y otras 

fosfatasas como Cdc14, no han sido bien estudias aun; sin embargo, estas se han 

visto ser esenciales por la actividad antagonista de Cdk en la mitosis tardía, 

llevando las células a salir de la mitosis en la telofase. La regulación de la 

citocinesis puede ser una función conservada de la fosfatasa Cdc14. Siguiendo la 

sobre expresión de CDKN3 se ha asociado con la inhibición de la proliferación 

celular en líneas derivadas de cáncer de colon [97], también se ha reportado estar 

sobre expresada en cáncer de mama, próstata y pulmón [98-100]. De acuerdo 

con los datos obtenidos en este estudio, el gen CDKN3, junto con otros genes, se 

han asociados con la baja sobrevida de pacientes con adenocarcinoma de 

pulmón [98]. Este es el primer reporte en el cual el gen CDKN3 es asociado con el 

cáncer cervical. 

 

El gen PRC1 está involucrado en la citocinesis y es esencial para contralar la 

formación espacio-temporal de la zona media y la completa citocinesis [101,102]. 

Este gen además es requerido para la localización en el uso central y cuerpo 

medio por los miembros de la familia de cinecinas 14 (KIF14) [103] y la cinasa 

semejante a polo 1 (PLK1) [104]. La supresión de PRC1 bloquea la división 
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celular. La transcripción de PRC1 es reprimido por p53 y es una de las rutas por 

las cuales p53 frena el ciclo celular y el arresto en el punto de control del ciclo 

G2/M [105]. La oncoproteina E6 del virus VPH16 induce la degradación de p53 en 

los proteosomas, esto probablemente es porque en carcinomas cervicales PRC1 

este también sobre expresado vía este mecanismo. Este gen se ha reportado 

estar asociado con cáncer de hígado [106] y Ca-Cu [31,33]. 

 

La proteína NUSAP1 es una proteína nucleolar asociada al nucleolar-huso-asociado 

que tiene una participación en la organización del huso en los microtubulos. Este 

gen no se ha descrito su asociación con Ca-Cu, pero se ha encontrado estar sobre 

expresado en cáncer de mama y melanoma [107]. Por otra parte, el gen SYCP2 es 

un componente principal del complejo sinaptonémico. Este complejo promueve que 

se rompa la doble cadena (DSB) y son reparados por recombinación homologa vía 

meiosis [108]. Los altos niveles de expresión de gen SYCP2 en Ca-Cu, evaluados 

en este trabajo sugieren que el rompimiento de la doble cadena (DSB) es muy 

común en algunas muestras de Ca-Cu y que el gen SYCP2 puede estar involucrado 

en la reparación de DSB, por estimulación de la vía de recombinación homologa. 

Interesantemente, este gen se ha encontrado por otros trabajos estar sobre 

expresado en Ca-Cu [36,37] y en carcinomas orofaringeos de células escamosas 

positivos para VPH16, pero no en carcinomas negativos a VPH [109]. 

 

Es este estudio el ciclo celular es el proceso más alterado en Ca-Cu y es el 

principal clasificado en todos los artículos de Ca-Cu en los cuales se han 

analizado los procesos biológicos [37]. De igual forma en este trabajo, cuando los 

genes fueron de analizados con la ayuda la base de datos en línea DAVID, en un 

nivel medio, el proceso de ciclo celular se mostro estar más enriquecido y además 

ser el numero 1 de la lista (TS2). Sin embargo, cuando con los datos obtenidos en 

el laboratorio se realizo el análisis pero ahora con el mayor rigor posible, el 

proceso de fase-M fue el más enriquecido, sugiriendo que la fase M es la principal 

fase del ciclo celular alterada en Ca-Cu. Estos hallazgos son consistentes con las 

alteraciones en el ciclo celular y mitosis causadas por el VPH que se ha 

demostrado in vito por distintos estudios. [80, 81, 110] y esto ha sido poco 

estudiado en Ca-Cu [81]. 
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Las oncoproteínas de E6 y E7 de los virus de alto riesgo inducen numerosos 

defectos mitóticos, incluyendo mitosis multipolar, segregación cromosómica, 

ruptura de la anafase y aneuploidia. Algunas células con mitosis anormal son 

normalmente dirigidas para la muerte celular, las proteínas E6 y E7 actúan 

cooperativamente llevando esas células con centrosomas anormales para 

acumularlos y así, relajando la respuesta del punto de control G2/M y la inhibición 

de la señalización para apoptosis [110]. 

 

En adición a esos datos, el análisis de vías canónicas dio como resultado: 

regulación del punto al de control DNA, regulación de proteínas de CHK en el 

ciclo células encontradas en la segunda posición y en la quinta de las vías 

canonícas alteradas en Ca-Cu. En otros trabajos, las oncoproteínas E6 y E7 

inducen mecanismos para evitar el punto de control de la mitosis. Para los genes 

E6/E7 se ha demostrado que inducen la sobre expresión de CDC20 y UBCH10, 

las cuales activan el complejo de la ligasa de ubiquitina APC/C [91]. El 

enriquecimiento de actividad por la regulación positiva de proteína ligasa de 

ubiquitina durante el ciclo celular mitótico se encontró en Ca-Cu (Tabla X), es 

complementario con esos resultados encontrados in vito.  

 

Asimismo, la inhibición de la mitosis es una estrategia bien conocida para 

combatir el cáncer. Distintos fármacos que perturban el proceso de división celular 

se han propuesto por ser efectivos en las terapias anti-cáncer. Ejemplos bien 

conocidos y documentados de esos fármacos que alteran la formación del uso 

mitótico, tal como los taxanos y los alcaloides de la vinca. Sin embargo, ellos 

tienen índices terapéuticos remarcablemente bajos y pocas ventanas 

terapéuticas. Su eficacia es restringida porque ellos también alteran la red de 

microtubulos de las células que no están en división. Causando efectos 

neurotóxicos y afectando la función endotelial de la célula. Para resolver ese 

problema, para una nueva generación de agentes antimitóticos se ha desarrollado 

con blancos como las cinecinas y las cinasas con participaciones especificas en la 

mitosis, tal como KIF11, PLK1 y aurora cinasa A (AURKA) [104]. 

 

Interesantemente, en este estudio los transcritos para esos 3 genes, también se 

encontraron en los genes sobre expresados en Ca-Cu (TS1). Los genes AURKA, 
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KIF1 y PLK1, en este trabajo se ubicaron en los lugares 19, 72 y 263, 

respectivamente. Además, esos fármacos podrían también ser probados en el 

tratamiento de cáncer cervical. En los resultados obtenidos en este trabajo, donde 

se identificaron y se validaron los genes expresados diferencialmente, en especial 

para los genes CDKN3, CDC20 y SYCP2, comparados con el control el FC fue 

alto, indicando el potencial que tienen esto genes como blancos para la terapia en 

cáncer cervical. Sin embargo es necesario y de continuidad para el trabajo, 

demostrar que estos genes pueden ser indispensables para el crecimiento del 

tumor. 
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CONCLUSIONES. 
 

 En este trabajo se identificaron 6 genes (PRC1, CCNB2, 

SYCP2, CDKN3, NUSAP1 y CDC20) asociados con el cáncer 

invasor  

 

 Los genes identificados se encuentran desregulados tanto en 

muestras positivas para el VPH16 como para otros tipos 

virales. 

 
 

 Es el primer reporte de la identificación de los genes CDKN3, 

NUSAP1, SMC4 y WISP2, en cáncer cervical. 

 

 Los genes CCNB2, CDC20, CKS2 y RRM2 han sido 

escasamente reportados en Ca-Cu por otros estudios. 

 

 Estos genes se evaluaron y se demostró su expresión en 

lesiones pre-invasoras y no en tejido normal, por lo que 

pueden ser considerados como candidatos para la detección 

temprana. 

 

 Estos genes tienen alto valor de sensibilidad y especificidad 

para detectar lesiones de alto grado. 

 

 Este estudio identifica a estos genes y permite ver el potencial 

que tienen como posibles marcadores blanco para la terapia 

en cáncer cervical. 

 

 El estudio en conjunto o de forma individual, de estos genes 

PRC1, CCNB2, SYCP2, CDKN3, NUSAP1 y CDC20, 

presentan una oportunidad para desarrollar alguna 

herramienta que favorezca la detección temprana. 
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TABLA SUPLEMENTARIA 1 (TS1). Lista de 997 genes expresados diferencialmente en 
cáncer cervical comparado con tejido de epitelio normal control. 

ID-Affymetrix SIMBOLOa NOMBRE GEN  CROMOSOMA INCREMENTOb  Score MARCADOR  

Sobreexpresados 
      

218009_s_at PRC1 protein regulator of cytokinesis 1 15q26.1 7.30 16.76 
 

204170_s_at CKS2 
CDC28 protein kinase regulatory 
subunit 2 9q22 5.86 14.98 

 

202589_at TYMS thymidylate synthetase 18p11.32 9.36 14.78 
D, DP, E, P, 
RT 

204023_at RFC4 
replication factor C (activator 1) 4, 
37kDa 3q27 7.09 13.99 

 

218039_at NUSAP1 
nucleolar and spindle associated 
protein 1 15q15.1 8.23 13.82 P 

209773_s_at RRM2 
ribonucleotide reductase M2 
polypeptide 2p25-p24 10.01 13.71 D 

202705_at CCNB2 cyclin B2 15q22.2 4.58 13.44 
 

202107_s_at MCM2 
minichromosome maintenance 
complex component 2 3q21 5.50 13.31 

D, DP, E, 
P,UP 

201664_at SMC4 
structural maintenance of 
chromosomes 4 3q26.1 5.45 13.16 

 

203213_at CDC2 
cell division cycle 2, G1 to S and 
G2 to M 10q21.1 5.19 12.99 

 

203755_at BUB1B 

BUB1 budding uninhibited by 
benzimidazoles 1 homolog beta 
(yeast) 15q15 4.27 12.68 

 
204962_s_at CENPA centromere protein A 2p24-p21 4.45 12.24 D 

202954_at UBE2C ubiquitin-conjugating enzyme E2C 20q13.12 5.72 12.11 
 

203046_s_at TIMELESS timeless homolog (Drosophila) 12q12-q13 3.27 11.89 
 

216237_s_at MCM5 
minichromosome maintenance 
complex component 5 22q13.1 5.91 11.79 

 

202870_s_at CDC20 
cell division cycle 20 homolog (S. 
cerevisiae) 1p34.1 6.56 11.51 

 
222077_s_at RACGAP1 Rac GTPase activating protein 1 12q13.13 3.81 10.72 

 
203554_x_at PTTG1 pituitary tumor-transforming 1 5q35.1 4.44 10.53 P 

208079_s_at AURKA aurora kinase A 20q13.2-q13.3 4.55 10.17 D, E, P 

201202_at PCNA proliferating cell nuclear antigen 20pter-p12 3.98 10.09 D, DP, P, RT 

209714_s_at CDKN3 cyclin-dependent kinase inhibitor 3  14q22 6.15 9.97 
 

210052_s_at TPX2 
TPX2, microtubule-associated, 
homolog (Xenopus laevis) 20q11.2 4.81 9.90 

 
218755_at KIF20A kinesin family member 20A 5q31 4.51 9.88 

 

201292_at TOP2A 
topoisomerase (DNA) II alpha 
170kDa 17q21-q22 6.73 9.77 D, E, RT 

202633_at TOPBP1 
topoisomerase (DNA) II binding 
protein 1 3q22.1 3.80 9.66 

 
218350_s_at GMNN geminin, DNA replication inhibitor 6p22.2 4.45 9.65 

 
200853_at H2AFZ H2A histone family, member Z 4q24 3.30 9.64 

 

201897_s_at CKS1B 
CDC28 protein kinase regulatory 
subunit 1B 1q21.2 3.90 9.55 

 

204510_at CDC7 
cell division cycle 7 homolog (S. 
cerevisiae) 1p22 4.14 9.42 

 
204026_s_at ZWINT ZW10 interactor 10q21-q22 5.28 9.33 

 
204092_s_at AURKA aurora kinase A 20q13.2-q13.3 3.11 9.27 

 

221521_s_at GINS2 
GINS complex subunit 2 (Psf2 
homolog) 16q24.1 3.99 9.22 

 

203209_at RFC5 
replication factor C (activator 1) 5, 
36.5kDa 12q24.2-q24.3 3.32 9.18 

 

204162_at NDC80 
NDC80 homolog, kinetochore 
complex component (S. cerevisiae) 18p11.32 3.58 8.96 
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201930_at MCM6 
minichromosome maintenance 
complex component 6 2q21 3.45 8.95 P 

202338_at TK1 thymidine kinase 1, soluble 17q23.2-q25.3 3.27 8.79 D, P 

219148_at PBK PDZ binding kinase 8p21.2 4.15 8.78 
 

207039_at CDKN2A 

cyclin-dependent kinase inhibitor 
2A (melanoma, p16, inhibits 
CDK4) 9p21 7.38 8.76 

D, DP, E, P, 
RT,S 

203358_s_at EZH2 
enhancer of zeste homolog 2 
(Drosophila) 7q35-q36 3.82 8.76 D, DP, E, P 

204767_s_at FEN1 
flap structure-specific 
endonuclease 1 11q12 3.34 8.69 

 

201555_at MCM3 
minichromosome maintenance 
complex component 3 6p12 2.86 8.63 

 

218355_at KIF4A  
kinesin family member 4A /// 
kinesin family member 4B 5q33.1 /// Xq13.1 3.75 8.62 

 

201589_at SMC1A 
structural maintenance of 
chromosomes 1A Xp11.22-p11.21 2.74 8.39 

 
205046_at CENPE centromere protein E, 312kDa 4q24-q25 3.25 8.39 

 

203362_s_at MAD2L1 
MAD2 mitotic arrest deficient-like 1 
(yeast) 4q27 4.52 8.37 

 
203418_at CCNA2 cyclin A2 4q25-q31 3.11 8.35 E, P 

204709_s_at KIF23 kinesin family member 23 15q23 2.14 8.30 P 

201697_s_at DNMT1 
DNA (cytosine-5-)-
methyltransferase 1 19p13.2 2.75 8.28 D 

206546_at SYCP2 synaptonemal complex protein 2 20q13.33 6.91 8.27 
 

Disminuyen su expresión  
     

205382_s_at CFD complement factor D (adipsin) 19p13.3 0.08 -12.73 
 

209550_at NDN necdin homolog (mouse) 15q11.2-q12 0.16 -12.38 
 

205792_at WISP2 
WNT1 inducible signaling pathway 
protein 2 20q12-q13.1 0.11 -12.15 D 

208399_s_at EDN3 endothelin 3 20q13.2-q13.3 0.17 -12.12 
 

205857_at SLC18A2 
solute carrier family 18 (vesicular 
monoamine), member 2 10q25 0.33 -11.63 

 
201525_at APOD apolipoprotein D 3q26.2-qter 0.08 -11.28 

 
202920_at ANK2 ankyrin 2, neuronal 4q25-q27 0.19 -11.24 

 
205752_s_at GSTM5 glutathione S-transferase M5 1p13.3 0.34 -10.83 D, P 

205794_s_at NOVA1 
neuro-oncological ventral antigen 
1 14q 0.33 -10.50 

 
219213_at JAM2 junctional adhesion molecule 2 21q21.2 0.26 -10.38 

 
205433_at BCHE butyrylcholinesterase 3q26.1-q26.2 0.14 -10.31 

 

205384_at FXYD1 

FXYD domain containing ion 
transport regulator 1 
(phospholemman) 19q13.1 0.25 -10.26 

 
212843_at NCAM1 neural cell adhesion molecule 1 11q23.1 0.28 -10.22 E, P 

219440_at RAI2 retinoic acid induced 2 Xp22 0.18 -10.17 
 

204359_at FLRT2 
fibronectin leucine rich 
transmembrane protein 2 14q24-q32 0.15 -10.14 

 

204570_at COX7A1 
cytochrome c oxidase subunit VIIa 
polypeptide 1 (muscle) 19q13.1 0.22 -9.77 

 

204749_at NAP1L3 
nucleosome assembly protein 1-
like 3 Xq21.3-q22 0.20 -9.51 

 
205620_at F10 coagulation factor X 13q34 0.42 -9.27 

 

204955_at SRPX 
sushi-repeat-containing protein, X-
linked Xp21.1 0.19 -9.27 

 
205110_s_at FGF13 fibroblast growth factor 13 Xq26.3 0.32 -9.20 

 
205392_s_at CCL14 chemokine (C-C motif) ligand 14  17q11.2 0.36 -8.93 

 
206481_s_at LDB2 LIM domain binding 2 4p16 0.18 -8.92 

 
207154_at DIO3 deiodinase, iodothyronine, type III 14q32 0.37 -8.84 
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205200_at CLEC3B 
C-type lectin domain family 3, 
member B 3p22-p21.3 0.22 -8.81 

 
213568_at OSR2 odd-skipped related 2 (Drosophila) 8q22.2 0.17 -8.80 

 

213249_at FBXL7 
F-box and leucine-rich repeat 
protein 7 5p15.1 0.39 -8.75 

 
209815_at PTCH1 patched homolog 1 (Drosophila) 9q22.3 0.08 -8.67 

 

57588_at SLC24A3 

solute carrier family 24 
(sodium/potassium/calcium 
exchanger), member 3 20p13 0.30 -8.66 

 

204134_at PDE2A 
phosphodiesterase 2A, cGMP-
stimulated 11q13.4 0.51 -8.61 

 

206580_s_at EFEMP2 
EGF-containing fibulin-like 
extracellular matrix protein 2 11q13 0.38 -8.43 

 

212187_x_at PTGDS 
prostaglandin D2 synthase 21kDa 
(brain) 9q34.2-q34.3 0.13 -8.41 

 
205399_at DCLK1 doublecortin-like kinase 1 13q13 0.39 -8.39 

 

205529_s_at RUNX1T1 

runt-related transcription factor 1; 
translocated to, 1 (cyclin D-
related) 8q22 0.34 -8.26 

 
201540_at FHL1 four and a half LIM domains 1 Xq26 0.16 -8.22 

 

205883_at ZBTB16 
zinc finger and BTB domain 
containing 16 11q23.1 0.42 -8.12 

 

209735_at ABCG2 
ATP-binding cassette, sub-family G 
(WHITE), member 2 4q22 0.33 -8.09 D, E, P 

204287_at SYNGR1 synaptogyrin 1 22q13.1 0.53 -8.08 
 

204719_at ABCA8 
ATP-binding cassette, sub-family A 
(ABC1), member 8 17q24 0.19 -7.98 

 

209737_at MAGI2 

membrane associated guanylate 
kinase, WW and PDZ domain 
containing 2 7q21 0.50 -7.98 

 
209710_at GATA2 GATA binding protein 2 3q21.3 0.37 -7.86 

 
206167_s_at ARHGAP6 Rho GTPase activating protein 6 Xp22.3 0.44 -7.78 

 

204115_at GNG11 
guanine nucleotide binding protein 
(G protein), gamma 11 7q21 0.25 -7.72 

 

204731_at TGFBR3 
transforming growth factor, beta 
receptor III 1p33-p32 0.21 -7.64 

 

210751_s_at RGN 
regucalcin (senescence marker 
protein-30) Xp11.3 0.52 -7.63 

 

206227_at CILP 

cartilage intermediate layer 
protein, nucleotide 
pyrophosphohydrolase 15q22 0.20 -7.61 

 

209541_at IGF1 
insulin-like growth factor 1 
(somatomedin C) 12q22-q23 0.21 -7.55 

D, DP, E, P, 
RT,S 

219935_at ADAMTS5 

ADAM metallopeptidase with 
thrombospondin type 1 motif, 5 
(aggrecanase-2) 21q21.3 0.30 -7.53 

 
206893_at SALL1 sal-like 1 (Drosophila) 16q12.1 0.42 -7.49 

 
209869_at ADRA2A adrenergic, alpha-2A-, receptor 10q24-q26 0.20 -7.46   
a: Gene seleccionados con mayor valor de D score y los genes marcados en negro son seleccionados para el análisis 
con RT-PCR en tiempo real. 

   b: Incremento es calculado dividiendo el valor de media de la intensidad de señal entre  tumores/controles de 
cada gen  

    *Aplicación de Biomarcadores: D: diagnostico; DP, progresión de la enfermedad, P: pronostico, E: eficacia; RT, respuesta a terapia; UP, aplicaciones no 
conocidas; S, seguridad.   
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f""""V""'" nlóg> ~ ' ,~..-I,~ ... 1, r'1 " ~""'''' • ..-1 ...... 0+. 
~ "' ..... (.\I.IC , ".:.:.0 "',,"" OJ'. Or-Iv ~'>(U .-..im;a .... ,. ",i h 
"1",,,,1 qool..,. <<<_~ ,,-,'" • ..J1"-'d . .\!~..,..,.,..." .""", 
.........,1 .. ..-1 • ~"f ,t. 1\(~ ol¡foit . .. " ,f. AA,-...-.-";,, ""r ........ 
o;o:tOd'. 1'1> •• ."....\i.-<l . ........ oa:u. .. ~'" ,,,,,,,,,1., .. n u 
'¿""""''T IV :} TIo< no-o-..<L.aI .--<;....0.. (l<;s,. ~a1-'""l ~ "" 
R,ln r"'" .1,,, ........ , .... ....-1 "" h"'" ........ "..,.. nI': " r 
. :0<1 IIG r ", ... ,"'tr """'POr«!. u d ... 1<0'<1 01 ",n d.D;tn _ , 

...,...,.( ..... """-", ......,.,.., .. ""'''''''''L 

Wl." ...... n r#1.lnhol l ....... . . JYf' ........ I>~ M ... i--f ..... 
OUMI IILl IW !Ie(.oU;r.su·p!lon PCR (qRT-f'CF.) 
~ ........... ", ol ""'" k.."'" n.' J"'f<rIMé '-"q "'" 

Il 'pc..,-O:- , 1):"\ .\tc. ..... "' I~~""""" ~_ 
"'-1ID" 01 !fI ~J. 11>0- _ i><hl<d ! I'f oC R.X'\ ~ "'- ollO~ 
RT t,o.n,r, la )01 . o( l::o:r ... \ 1 4. ... , .1\. l ~1.d 1(- ~ 1:.1' !t>m<:on 
_ "., 1 ¡oI ol M.JoiSo ,.¡,. ............. o-u-~ :~ L' ¡~,.~ 

.. ,d 1 ~1. OC II"" .... 'lh itoo'M ro U:.I., R<",., ... "~,, Hu"" d 

., J 7 C lo" I ¡~ mi.>, • . ~:( Ih<.> .«<'<1 .. -¡C' t:. A ." o( n~.,. 

wa.o .. <Xi ,Q''''' Iol< P - . .. ,..-•• , 11 lIl'\' 161'»;';'" ce 
.. ,d ~ ¡"'a1,lor , ...... "" ,....;dvi . ... <rnt:'Ol UM.;>fS ,,;rt. GR,.. 
I'C~ ... T "-¡MU fII<i .... n~ 11'--':> L-.;Iu!<d .... L<.\Ia. 
CDCl. CDC:t(., CIIJ..YH CI!I:JI3. OSJ, .IfUf:,.\llló7. Jo l.i-.~U'J. 
len n L7. Jl~{."f. ilXlJl. J;1It.-l SJU't m/2l . TIlI.\ 
{rl l.\"T. Cl"D, In\], 111.\ SeIAl:! .. "-.d IIl>r.. (;.iI'DH _ , 

""'" ", .--..1 '-"- ·' oq.\l n _..,.-..-.-. -,.-
.....,¡ Hd," ;i2. AXÜ..t "..,.....,~ s.-.. ~...,. ...,. ... 
~ kt ~ IX :>>lU ... Ii>o _ 111'\. rol!;'. ~ 
CDJ..V. PIIC:. SR:n. ,\ t'11P:. n :,,.\ .ro ot .. , .. t ,,( doo ... 

.. .. q, ·..¡ot. l1.IL'\? 1. 1\':''1.1. \lIJe; "' ......... tr.lt .. npbw\ 

.. ::9 """". CL ...... '" ~ I 1,.,1 .• p '" CL ..... • ... ","-",,"_LO. 
-.. r ... ," ~ ... r..oI "' ..... ... !Q 1'1.. ... J.do!V) "1 
old ):\1.\ ... .,-b .... )0 )OI . of 2~ [ :tfJ." '" U,jv..-...lI'\..""R ~L_ 
M .. (A¡~ol", 1Iuoy._,o.), 1 ~I. uJ"lh 1'-¡.\1 .. , G,adJq-,,,,,,,," 
-y ... d i ! J. or ltN . ... ""' ........ n.. q<io! P"'F"' -
N. io • Ilt:oQ,.(;, ,... ~:m,." Rt>o-;rch, S,nr..,-. A", ... lo). ·~ t--'=~ 

~ ... "" '" ful<,""~"', " o.", !'el( . "'~ ..,. "'1' .. JO'C fu. ~ .,¡,. 
f<>l< .... d I~ ~I \,; f... o ,n; •.• L .... 4) <)deo ofoW'.:t.ow¡" OO ' C f<>-
I~ • .oo ' ..... Io.et .. ''' .. Q . .. 'iU"I.. lo, ¡ .-o • . I ~ .,.<la " 
u.. Q ... ,.1.ooJ ,h",; •• j ., olo¡~ ...... . ~ ... tll .1 .... 1).'" '" o.~. 
( .... . - ~. I 6) ............. Z! 8'""<", _"'5'¡"" tM """,;ion. 

,.".....,.,.. :W <t. ;» ........... ""'" .... I~'\I I .\1"" ..... """" aI_ 
~, ... ,"'¡., ..... 1_" "" "L."" .. ,.1.ooJ " .,,,,, "" ....... ,,¡ ! .... 
" l)-lol(l......ty,(Ol_,"'¡ 04 IX .... .......J ",,,,,",, .,.,.w.. 
cUN'" "-.-' .... '1.11 »tw:I no¡: 1100 .... <UY" ~ ......... '" 

~ "'" ....... uC ... "1JL-r J F'" .. 01 '''' '""""" ..... olor 
.....<l~V_ c. ..... r><_~ -... ""'" 
• ...... "' ...... r ""f'<"Irrr;-a "'., .. dupJ<'''~'''' ,... .......... 
u.. , .. '''"'''-'-, . ... t . .. _ I~ ""'" ~"" .... o"e. "Th< 
~"'" ol ""V' , ..... _ non.--"'-I .. -.. :- ""'" 
m><ml .. nToIt <, <'>1' n , __ .. tIoo ,*"'>I .. ,,"""'" (t.u~.I) 
""'!! ~ f" •. ,; .... ~) oc., ~,aJ " .. '11< <<1 1"' . "J1o ,,,,,"""-1 .. _o-:- ,"',~ . _____ • ...t ;" .5'·~ I. A ......,...a.bry _ 

(~"", ..... \\ ~k.I ". <>""~ ..... ., _101 . I>(rn'.al do!m bo"". 
el ~"e ' '''la''''''' ,10 ... '11", ¡.' I", I ... ~ <' 1" ''''''' ' ~~, 
.",¡" ... "',.¡ "l' '¡;' ;'( ' ''f .1>< ... "¡;'n ..,~ ,.",,,,r, .,¡ "._ 

~ ~l' 1Il<" ... :.1"" oorn"' U'Il 001<"0)- a ~ ... o;o,:roI 
...~."- 11.· .... "';.,.01 , • • ,j;,~ ,o;. -"' ."'. ~., ,.,.¡¡ .. _ el 
__ ... d < ........... ~ ... ",.ruIc~ ~a, ... ~b,,-.-\\loi~"'1' 

. -...,- 1 JO> I ,,"'''''' ~ I ..... 1 I O))W~ 
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~ I\I') non ."..-."" ...... "''''. TI>: «OT<1..."" "'""",n ID. ~l~ 
,. .... .00 ti>< ~ RT~'CI( do", ""''' I",*,n.--«I """K),;1':> ,'Oh, 
.00 ""' ... . «>1 OL' .,. 1'<:.....-. ·. 'Qm;!ili;m CO<.S" ;"",. 

1 mmll "" ~I " , ... "" m I<tr f 
' ''" 1''''- '"'f""'~~' '" ". 8"""''''''' ,.,...."..,-..... "' 't<, , :t : 

. 00 t U .,,~"'" ...-or"'" " .... " •. J "", . '"""n. .... no .... 
,..j,,,,,,,,, ... (B l\1 ....... t.,;),. """ ",n""""'s :~ 111'\' 16-
?"';,;,~ 1;<;, ""d 5 "",0'Qk ..-.d .... ~tI-... . ~ <;<; I""~" ""' 
Qthor HI'I.' • • • ."j '> __ . 1o:l,.'l;AP ] " ... ""P'>...-d <)n.)- ia 

<=>pIeo "'ti>, 6nt T\!A. cpoo.-;",I ~ ro", ..,..-' '''" 
ti-,~ ~'" "' .... pu.lIin • .....,ddul ...... ,.,., ... ~",,;""<Iv 
........ d by IIH "'....,¡ ~ .-¡" ...... .. ul,n wOh. ~-''''~.¡"<,,.,. 
a"dk r- ... ., d" """'n ...... ,{m"d '" '<';P.'''' I"'0tr .. 1>10<10 
ir. <lof""d . , .. ..-( 1"""""" ..,.¡ ',...Jy <n1~dOO "' p .. .rr..-... \1 
tI-.< ti""", hlod<, d ... "'¡",,¡ pui .... . """, ,*,,,"ia<c f..,.. t., 
P>1h'*'ff IJ" ... """", <>1 t'>< ¡",.,;,,). 5<riu ...,,¡,'" (1 ~m 
tI-.~l) oh., TMA ""'" ,"' , 00 do< l)ili ~.,. w., ,......,¡ .. -itlo 
II.iE to OC'<.tin.-. ti" h""",~Ql di.o¡;"";~ ~"cti;." , .. ", 
,,, .. -"""'<1 in.]-kn< to "'"..,.., 1"".5., _ ID., "''''d.=d .. -itlo 
~,..hI.looü", (1(()'h.1'% , ~)% .I'1J'>, . ..-.d ;0"'" y¡'- ., w.,..,-:. 
F<uv¡>< HU"""-I u . 1. >1< .. ..,01 .... ]"'"'"'-l< "'" '¡i l"" ",ol 
"."' ... '"'-"' ,~ ~" " ;"U) T .. ~"L Rm o," ~w ... , IJ-l G~ 1l.IiJ. 
c.,,..,-,,,.; ... C ... ) "' 111 '(: K..o ¡ ,., . , ;. • , ...... . ' ..... "''
f.n1>1i"-"'" f,,,,," '1> .. ><ti,W).. " .. , block«! b). ;ocm.:mc ó . 
ildos ",iJ¡ 1" t.}"'<>lm P(fOXa, 11 PB, 1;0' 10 rniA. 11> • •.• 

n""";J«iIIí' hadVO'oo bIo<lff ""'I! .<Id«l ""d Ir, bued lo::>' 
10 n.in. r rimll}' ",,1_ .ni1 l'CN.~ (l<-~HOl) : pl6 lo::>' 
C ll "-" H (oc-lIlJ H;: ~C ~·2 kr S'rCI'2 jO<-::>:J(>W). I'RC I (K
)l;H~): o/m ~ ~ f.-. C{,¡ ', B1 (r.S 1 : 41): C IlK"l (.-.+)~): >r.d 
C ll e! fa pll ..,.70~:!:). ",.re ~'JIairal lfcm , .. '" Cn" 
" ... .... , ..... 'l;)I ('0'0'" • :"" • • :A; " ••• u ........ ,~.- ,, ' 'M:m 
,-", .. - , ... , ~ , ".<>, ..... " .. .. " "" ''' 'MIl ' ..... "' ''API 
,-", " ... .. ,,,, .. ,, ,, , "' . ... ,t"",,~ ."'''' ' """"li,n, ""~ 

t ""'tru¡>. " , ..... ..-.~ . ..... No> .. h >"8""" .. """""'. I.U~ 
,...,...,,,, .. JI" 1", dk",", ''''''' f", ,¡ ..,~ ..... H (JJ. 
"'''l'' lQ. CIX: ~. (1:5(\ ud 1'iU ;;'\Fl (1 ~)' • ..rl .... ''''~I 
dil. ".' .. ,.¡ " '" ¡",'" Il.k,. A _1 "*"'" oí WO .,.L .... 
.ddul '" =b ""'.., •. and .... ~n.. ,,«e ",.1<1<4 """""h< a. 
I 'C ;,-. , ">:,." ,m,, ''''. A""S"""'<Ib,dv «>,..,... .. ".,,,, 
<Ie",,""¡ ,.,. ID. . "rlO-r""'" 1'<""""",,, """"<:><1. M":@ U'· 
di..-."""'..ridi>o; " ....... )<I""l ... ;d< .... eb."m,&< ";e ... ,."..'" 
c.t K() 67.l ]J;.\II'Sj../Il R P, Ikk>·C~,,", C~"'""' ... 
e,), ..00 ,.., 0«""" ""re ",. "",-';'«l ..,;,¡, '-""""")~"
u,")'> W"",, po.-{o"""d in ".,. ~tl<. l b, ~ fo, ,vc r 2. 
PRCI . CC"B~. Cll K.'13. C llC2 . .m CllC~ ""-' t<>«d ia 
ti_~ ln;.t.n '" "'P"-'" ...,.. ..-.ti .... "'. SYC I'2 ,.., ...... d ia 
n_m: ~; ~RCI . C llO! . .... d C(::'<I I ~ _,. ",«>1;'-' ",1"" 
,, "'...-; ..,d C IJK:-<3 • .-.. ",-,,<d i, "''''' COA<...- b ;';"u .\1 
" ..... ~ ~,,~ d .... ,,,J In., ,, d., .. d."'~ " oJo. P<"~ 
Il",," cunL 11," 1"" '''''''''''' d .... ,«l ... n, ~~ , .. , d.u., J 1 ... " , 
." ~, ...... of I ~ , .. ,"'~'" bi,: 1" ..,,,,,,· 6":'.1, of .. '-'lA ... '"' ",h 
TI~ <ti"", Jo;o.tzaú:>o "m. "'''''''''''''''';<1'. "-'" "",,<iII<d. 
>00 <l>< Ir ...... !}· of ID< in"lluocre..non "' ... uncM froTo O '" 4. 
... ~,. O lr.d ;'md 00 , TaiIli.' I· 1 .... "'-" .. umo ' i(na. ......... 
!e..,eI "" "_) in ó , ,uellU ",-¡h .~ an_ ""el ""'" ,-'" 
u~ 10. lile ... 111) .... I"""",-,,,Tainfd ,kh """" •. 'W)-U<l >r.d 
"'~ t,. 2 ;ro~!I" ",1>0 ",.re bliAcl«l '" tJ:¡< "",,"""" 

Ka", ""'" ,,·U áloordLrf '0'"'' ".re """,>.I.,>.I,,1.o<l "",·rol 
" ..... ~. rm..., ~~ "f''" .... 

, ,,"' .... 1 " <'311";' <1 Ú""'" P3I;ent< 
,,>;,~ '" ¡'lG'J . "", .... "", •• "." .. Oh ",n",l ,, "'...-

,.",,,,,",,, ;oo;,.ru.iud ", . .. """ ho"'¡ on .... ",,""u n' 

, 

~-' ... .:.;"'" h- "' " ..... ] coa<...- <>1 ..... ~"" r.-,.., ¡:, "'''' So< ~., 
(1\<. T.bOo .~ Ali...- ~,>, "'."''''m .... ' """'r«,,,d. , ..-h 1",",,,, 
" .. di, ~ ... 1v ...... 00=1 "'''''! 3 Q' ~ ....,.m, hy .. <-"",'~'.<~cl 

,"""l ... ;~ . C ........ ,lo", " "'< iJI ......... ' • . ul>· "'" 01 ... . . ,,1 
1 ..... ~., ... ... m •• ,,!Lo] ""me AIu.' .• ...., .. "",1<, 
I",f .. ."-,,J 1"""'< ,"1 .. xl 1,,",,,, ,~ .. OJ J.: ,..,"".~ ,,, .. ~ 
''''',."~ .1.,;". "'" .......... y.,;""~ ,~ ... <l,J ........ <;. oJo " ... 1,' 
~."", !UCT;<$!II!l.ly bll:>"""¡ <>;> lo, .. ha H _'-1m ¿1\er 
""""""n C""",rffl oncI """..,ffI pai",,~ "~,,, /(jI",,~ "1' fa' 
do< •• rrb!' 01 n.o_d:>, ;~.t<d in T,obt L TI~ """" 
rhir:-",,'d as """"red rrl>Tm lO tt-",< f'lÜI'O" "'· 00"...,..., ..... 
'0 t'>< .. od)- in ,." t >lo"",{) 1>'_ o·. <1<"",00 Irom ca."'" 
OII>n' <h>., <.,..,r ", 0"--""' . p.,;"-,, """" <nl~<I<rm lo>< .. tw!o 
,..rl " " ,,, .. '" '" " ....... ' • .,.-.-.;n __ .. ' 10, """ .. ....--.-.."' . -.. . .. 
"" ,,,, . ,~ ., "'".~ , ..... ,. rl '~ o~, .... -.. ........ " e." ,. ",~ 
"'''''''. ~""," ..... ~""rl " .... """' ......... ." "'1' ,..-- "" .... 0 

~"" ~"'" 'W ,...",,-.' ",,, .. f''''''''Y n ." ", .. , "'". ,.,.,,, 
J ,-" <'-'~. d ..... " . '" .. , ... , o .. ""'"" .... 1>0 do,d domn~"" 
r"¡;,,..,. "1> .... , "",i mo.od by .... .-..l .. .>J ..."",¡ oncI ID. do", 

.,.,tilh",. n .,]y 4~ of 44 po'"' . .... -.1> H F\' ]~"";" '" u:: 
""pb...-d -...;,], q ItT.PC R "..... ;"...Arlo,l ir. t • • hIlo...."j "f' 
,rud¡-'. ~'< ", o .... ~ ... "' ......... ,;~. ce""""" ~ .,;~ 
<lo.th, .... '" ~,.,M<I T I>< m"." kl""'i~ ...... '" ID. 41 
po,",." " ... '>O., ...,.,,, ... ' r ... """"" tO;.o of )'1('.0 .00 ~ 
""~. (P!~Cl, CC\lI~ . (:;)C2rJ, (,.J)/,JIJ, . \ ~.~ 11-'1, .\TU'~. 
('.J)1J,~.1, 1'-:1:1 . . lfAW , ...... ,UM""¡ ....... in~O'",d by 
, 0" .. 01 .",iy>~. 1\;']-' <Ir ,,",010 .""pI< ,,~ '>00 g,w,i>& "''' cf 
21 " "' rJc. .""", .... ..,.,..... ,,,,.tOO ¡" 'A'~ 1lF'<~' 1" 
'-""{<',;.., ti>< f'<'" "'JI'<"''''' do,. q",otilm by qR'l ·rcn . 
!lOC .... h>i> w .. p<rl'""",d;. <.o;~ tr"';"¡ ,,,"o TIo ' '''''':)Oi> 

" .. 0,.., '" "',. ~ n- 1P'" """'-"' '''' tI-... "',.....,."'d 
......., , ... ~ ~,", oJo 1,,,],,,, "" .. "j",' .. ,,1 "","'.j,,' '" 
,ir«""""", oo.""" •. , ] ,~.J ."J ... ,,-;.,",,, ",';'-'", . 11" .'1"* 
"''''-' .. L ~a, J"" .. ,d,.."l ~.;w oJo .,." .... ' 'LO·"r. 
, •• 1" .. 1.," ] 1 ..... d., Y>.l"" " d., lOO ..... ,.'Ij "' ... s.. ,.",~ 

~lIh '1"'" "",""';"n ,'>JL;eo """" m. " .. ·<11 "'.r< u. to 1 a."Ol 
"""'" .... i:h \ 'al",," ~..,.,.. me ru,""" "'re ,<1 m O ' l~ 

""!rOlla",,,, """.E ",,,"'al 'R< "'" ",,,,.'>ud W ,¡,. 
lÜlll"-~ "" ;<r ""-""<.el .. d """,-ud l>j.' '''' iot'ran.I< _ . FIGO 
'~I\I >lid tI-· ' I"-" ""¡re$On " .,,,, i>:;bhl as m-,'uú", ir. > 
C"" ¡Jt<llITDonal ha ,. ,., .-..o<Id. 

G<!nE QnlolO<»' C .. « iti ' aI;OO Aru ly<i¡ 
'11>0 lll=h.w< fo, ,,,,,-,",,,, \'. ,.,h",llo • . • 00 In~..,d 

));""""'Y (1),\\'11)) fu,cti;.""l ..,,,,,,..;,,n to<l b"I""¿""'C' 
.o.:.- .",Ocrf.Jl"'l 31.~ 21 .00 ID. Io¡¡='", ~.m""'I' ... ...:)Oi> 
(ll'A; I"IP'" .... ~ ... "". "-"'v.;'--II"~"~ ~o", , ..-,'" W<d tQ 

'-"'lf ~'" <Ie~xd )1ff"' . Ú<n<~ ""'" ,"""';,d ,»in,]; 
I.octi;.,,.¡ ... ~ d""",;"", =-"<Ie,"", ti>< "'" "'.to""'" 

1 . .......... 01 .. "' ...... C .... li.,.,;,," . .. ~ ' ''' ''''' ' "'" "" .. ""iu" 
",,1 ",,,,, ''U" k'"l 

GME Ar.n<lt3l" n . nj Data ... no ..,.« 
'110. rlo,. .. .>J ¡»<itO;.n '" 8""'" " '" m"l'f,oo ><",.m.'I! tQ m.. 

'-'C5C (""o .... B""", .. A."", f.ly M ... !((l(; I<C B! :l'.i'~ l f. 

.-".;¡,¡,j. '" 1"'l''¡/~,-""",.,.,,.,«I.1 IJ.w. ... dv~, "." ;><r· 
lo" ... d "'~ ~ ~OI O (:\I ~~ 1""1. 1"' ..... MA do",,;' 
~I :~ IE <".. pIi ..... od bo.r _, der""'" ;, .• 1.11,-\,\1): 

~~ .. , ~. «'.1'.0. h"",II~"·"'J><t. i.-.ib.;pv/~...,.r, """ 
<lo, .... ....,.,;.,.-. a ori><, CSn éOOI 1«>.",",,, "f"""'" 
"-","'''''''''''ll< (ROC) <UV< ........... ..... p<rl'"",-«I . od \ <JU<ioo 
;"oc. "U ""d 1S3) tQ "k", ....... , .. off p'"'''' tQ 

<i . ..u.,;.;,¡, mm, ... &or. ,_ . orl CI'i ~~ m." C I,,1 

,~;,,¡ lb: 'V""''''' ,<>1 ... <>1 ,..,kxd ~~ <hu",d hy ~ RT. 

.. "'- "'} ' 0" 1 v .... ..... 1 "' ,. 1 1 . """ 
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,""',.¡,."" ~" • ...." Ir ''1;"'1 .... " ],>1, 0"'.,''' "'''' ['""'""ro 
"'--8 ~ XlI .. d ~ss "" . .-1 ",11»" "-

fobN") , eH I ""..,. .. I I "' ,. 1 I . " ." 
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F ' rw~«1<ln "'''''!y<K of ~/> \II e ",rp< In e """1r,,1 r~nr. r 

1"- ....... ." d ", ~" A """,mMi 1 ..... ", AP,I! 8"'''' .. .,.. 
oo""" red """"",,,o n u.: """f«> p""u.~ 10r HI-'\' I ~.m . ~ 

o(nUI 'ff\i<aI 'l'iC><lial .. mph Uli'li C>< 1I(;·f """ 0"';<1'(> 
.""V. A lOI.lJ of <:<JI ~""" " .,,,, dill<I"<r.u..1v fi~ ,.r...,.,r. 
d. ' ,,,-,n, ....J CVDUr.rI ~'''rr¡ .. , (;-)0 ~m '~"Jo:""",1 0,-,1 )~; 
.... '" dow..-.~.."d ( f .¡,a, 53;. Al".,., "' •. ·t ...... 01 ti>< ''I"''g'' 
!'ud "-.C ~~w..,d S'"'" hoi re. ;., t'>< ""ll ' 0115 lJ), 
• 00 ti>< .,.-.1, ... 01 ~"'" ;., both S"""f"I <k<~ ..... -"~. 

Ir= - 01.1. p = O.((I, ) ...... Fe v.J .. w,,-.,,«l liS"" 1). n. 
r.n ... ~.1 N>"T'''''''' .",Iv'" (PCA; ~ " . ...... , ,t ....... ..¡ ..... , Ivo ......... 
'"r .... ",.,,¡ ..... 1<" • .,.. .. 1 'h<>I<n>g {p<ffl .\ ,n t~'u", ~~ rcr1orm<d 
.... id:r tlI Y17 I'~ ~n ,~lr><> ,~ • .,,,,r>Jed ti>< 00""'" ""' rol"" lron tIr< c<nml(rw p. llo", ... ~r. I1r, <>pr<$-iI(lII ot .....,. 
~'''''' ~'" D'" , ... ,~,j,,<l .. u.reo .... ".'-,,~ ~., ,,,, re,, .... "1,1'" 
'>I"', .. ~. o, ti>< ~"'~ d ''I'''l!.J.wrl ~~<-I <-!'"'~ ,I>;.>.n ;" "d 
;, . • ''5»'" 2.\ ,- ~h.o~ "r ""-,!;"""' ""'''' 'I"'~"d ir .• ,,,,"" 
"""'" a",j <h--"",!\"ili:od;" """'" tu"" " . 'l b ..... as;. ,,"' ... ,., 
m <1-... .. ,,,.,..;r-, ot I1r. ~ ~!""¡, " t'>< ",..,.,,;a ~ 
" mf>1 ... r;,..,..,,~ h · .r<OM ., "",,.r,P,.fM """,," 0,3 nr " f""""~ 
tt ........ ,ruo urg<tI "'''''' ~"d atrerd<n;¡ lO d ·"",·", .... t (>. 
rr-<X1tie:l,.,,,,. ""d o, YL\ I\ t"C cr __ tt-"Y"''''''' pr"'i<mI)' 

wm as rn.1I't,,, b r "",,"o! car:l'''. r ro'" C>< ~) t<~ 0'lOCia«l 
.... id:r me """"'" ....-.rN". :~l 11:.", tre." r ..... ioo:.o.\· "'P>rt«l .. 
..... Lm fv, w."",~ '" l\,,,, uf c ... "" (l1'A. too""'''' ~"., ... ), 
;,.-Jo"h-K .\ tG.\12. ·fOl'2.~ , ..-d CDl..,'·~.-I. "to<h ~..., "". " _cl .. 
rr.arl= .,.. d.-"'i""'" ;., ",......,.1 ,.",,, (3\ 1- 'l hc (lF ~,aot w= 
I;",d;" <I<ao"""'3 <;rd.,..L by d ·""", Il ,ru, S~~ A ""al 01 ~S 
S'''''' ( I ! ' 'I'" ,,>lllid ... d ~ dow~>t<d) ... ,,,, """'",d for 
.,.I ,"";~. ',,- ~~ T.I'f~ ~ (",,,W ;,- MM ;" 1>1.10> ,,\ 'M 'h hIr>~ , 

CD'd .. ooI<·",d In hIl", _ ora"t" In t ,tI"" t i. Al I dc.~ILLJ<d 

g'''' (L"tD.J"-fW . n ¡~n, !i.."lDJ . ."d !;(.CIII.'1.') :01 lO cflb< .S 
'l¡Iteg1w.<e:I ~""" (fflC/ . cm. n.V.l; I'.tr;~. MIl!. XIlSAn. 
Mc.rr.>. {}C;1J~. $.1/01. ~,"I ('.J.:cr. ~e", ",100",,01 ...... w.,. '" d · 

..-..- w-.k. 5< .. ~ 01"', ""' .... jn¡: "P"~ob,.-A K''''' "'" "" I1r, 
1.,01 tJ., ,Ot_ , .. 1cdgc"",, ~ "" tt.; .... "'" ~,..,. m." loL""hc". 
p""'.,..,l, p"f,.,..c . , "",,",,,,,,,, o, o:: (~\'2.l ... i T{)P2l). ~ 
ICJ)C:?o. U)I;\ ] , ,z;rL\'f ..-.c srCn, .... '" .,~t«l ,.",d (>~ I1r. 
H~ ... )n ... ,n.-l /\':1' 1 ( r.J-.l> s '), "'8'" ...... , ....... IlM6;, ,,-1.;,+ 

",rR<! .. ll'n.' p...., . .. ~'" ",,1>r1fd """"",c th<Je rurken al"< 
oomrno:ll).· _ ro ,""""ere crll "",1i1ln"'n. 'l~ I'C.~ a",,~~iI 

'00 hie.7.rrilta c.-'~Ie.1.'Ii ,hc".e:I tIr", I!>< 2) .. 1«I«l ""'" >l<o 
. ... ,.-.,1 f.o ,. ~",,,,";vr . ..... ~'" """ ,.1", "'-'J ~., 2 ililT"n , "'-"'1" 
1"..- 00<.\ ti>< "I"'~.."d .. d _..-.:("!.t<:d 0«"'->' t'>: d.-H<r. n " 
;,. ';.!".oJ ;,."",Oia "'" q";,,, "..¡f< .. ", ...,~ tJ., .... pb IrQ .. I1r, 
~ ,...,"'" (Hg, .... ~. p""'h I! ,..d C) 

V31.b t;on d Gro n« w ith HG- n l.0 "';O'''~''~y 300 
Q""ntitativ~ Ifl "t;m~ f'(R (qRT .pCR) 

A ...,..J "8,~;0 ~<r" "",,, ,~aJ..r,,1 ~'0Jr ,. ;" .... ,,~, lJU_ 
5Tl .O o, ! f .... '1' ... '.<¡>h=l ",itlo "" 1:& 1'",., ",~"""IT")' , 
;,.md,~ 19 ce """fh .. d S i><&hJw "",,;,aI 'l"t'>:1, .... 
H;yJv ~I!';r""--",, ?",,",e "" ... b.ti"", (p <::lx IO· " , F.>...--. •• 
",moa"",) ....... r""nd ..... ,..., m. IlG-'>T LO ",d 11(;'1;"-... 
rvrc"."H)· v.h, ,,, I .... ~ ....... "" ... 1""," .,....."," " " . " ..... ~, 
"'"al Offl..-d ~ oom':ajo. cod'''''r .• ~ 111< rn~;d.", 
'o:mQ" r>r.~ frOT. O." <o 0.7~ (<>,.,.. ~.6f;) . G ,,-,, <X¡).....,;or. 
.'>.1"" ot 11/6 , .. of ~7 [t U"") ~ .... ap._<>:I di'T. ""' ... · 
1",~",,~.Jo. ' '''''' ' 0 ,-,1 ",·uuuI '""'"l<>. ; .. J",I"'I' ~., ,3 ~".,. 
"kcMd fo, • .ol.-doti", Q'1g'" 3i. """"'cl ÚI!lTj' ,.m roo;';',-, 
""",a"'", if<O.O\. l'co"o .... «;nd.Ii:>a) hctw<= rJ., ~ 
rr';''''''''''l~ Tb. """"brio. <"'¡¡-~; ..... ,. .... .,.. u.. rn~;d.", 

, 

F"' 'MWc _O.:)i 1<:> Q9, .. d m. ""'.S" ..... Ha (' "ogro" 
SI), 

o.. tl--< ",-,>:, lam, ti>< "",...,.."" of fu ·, 2) Ir""' .,h<...J f", 
,,.w,,,,,,,, "' ... rw"..,."j...-i<h q RT .n ' l-: ;,-. • m..:r d 44 1lf'V:6· 

f""<>-" <>"-"" ' ''''f,k< .. d " ..... tJty ",,,ril "",JI ... "" . 
;',,)' .,[;"3 ,m-.-." , 1' .......... r""';~'''Y ,¡,."''''' ...... ",·.t ~I.\ 
( l able ~I) . ,\ b,?!>-I, _"",,1=1 ;»<rL'''' conrlalloo (p<IW JO 
r<a...,~ ·. oornll.Do.r.)"-as fr><nl t""""'ffi 1l>r q!l.'r . l'C k ",,1 M.\ 
1>(, .'o!"" in 2 1 " ..... ¡~ """",Te<! _ '"' ' J'~ «"'"'-non 
,,,,".je, .. '~ ' 'I;',l fr~n C.,l ... 0.6' ... 1 "'" ... ,hor,~ .. O." . 
'11>< 2 S~ ih.>t bo.l ""n~"'''"''' ."""lotio, .. .¡.n' · ..-.1 
S/.C/8.1l) _r< ""drrdOO """ d-.< "", d "'" ..-. .,. .... T I."", d"", 
;"k.tOO tt.., ti>< _~n ...J_ ,alcubud 1""" m. m .. -"l
,"")-' ".,.... [,;rl)- r<>f;;hl_ ¡-.."'.~, ~ ... cf '" 'n.,,~ l""'" h,~ • 
~drca.'l """"I:.rnn ~:rr, lb< q;t 1 · J<.:K ,,.,..,..~or. ,,,. .... 01 
Sl" 01 tl>e "",,.,.,1«1 ~""" ,üoll>O' 1<;jI".· a oor.r'" rIiou-h>jo •. 
d>! roaIan ra tl--" .. tt.an ñ e """'" "'" ,_ 1>r tt ... ",-ru'aóo,," of 
n". (;e,,,,, ~ <'" huI., <Ir" ....... "'l: u ',,, hy ~'" H~ ¡Tal ... :t) 
",d <l "" 1«> oi'¡'~ 1 ... ~ .\11167 ,,-hi;~ '" f"r¡""ffi .. d,:''''''';'ll 
orrlo;, .,. Cl>U·~. I . Sl"CP!. 1'rJ(.1. "1/,~ 11'/. a m CJ)l:~ . 1< ~ .."..t. 
""tiro;; ,1" , ti>< HA 01 JtQ;1 r .~II ~ ..--<1 Cu" '2.l (SOl ...... 
l< .. ' '> ....... hi~, tru." rJ.. re "" th. S'" ttw loJo>,.. '" tl>e ~" 
(1'11:1':'; 1"1 : : 71 R, U f ,h~ Inf' 10 ""',..... '~"'3")"e.l ~' .... ~ 
toa", uf 00e" f""'1o"-~)' r<flOI1OO a oaootl<d ",oh "',,"'o! 
"'fl;tr (/OT~AI'/ . a.-.l CD",~ ,,1>1< 1h< oC><r 3 11:.", k m 
:.w;ci .. ,d "ioh ", .... io>l 00""'" "tI><r " "'fld, (Srcl'!. mc! . 
{}C;II! .. ,,1 CD(:t(P¡ v' ~ ."I . [M.\7(;1. UJM~A , ('.l)l.'1 ... , 1 
rcv.~ . . \ ICIf! .. d ·T{)n.~ , ..-I> .... t.. ... ,..., " 'KHy n:p<fi<d ... 

'"""'""" d ,,;IIr "'" ... .aJ '''''<' r , ra.-.r..;.l 1 \ .... &<rl 1 (kI-. o ' "'" i><. 
""f""""fty· ' /h ! """ ..... ~",d 11' .... ,],<1 10.1 • ~~fic .. , 
p......,~ .• "'"~.:.:;"" oJ., bd • b;¡'b ,-e ("",.ud. , ... """''''''~ 

,.......--ioJ~. ~~IJ" (Iol ~ : 1 ,~.\ 1) .nd 1I'l'"P? (H~ : In; ; ; '1 ""¡' ?J 
j 1>< too> jiIoII (t ,!"",,¡ :01 t~ ~!) cho'lpoo" .. tt.eC'~ ¡1<re"", 

i, 1<1'" ""r"""" h<""-e<. 1h< <:.r<r a.-.l "",,"01 i""''''' 
C>": I ~ I O· 10r . I ....... Maruo \\lW.""UTei<). 

To eouhIi¡~ a oqw->Iior. Iir>< b. ..... "". """ 2 ~""'fI$.,-<I th. 
1"-"".'" ,~ I .. , vf "~'" ",,,,,,., " .. "" ,~ .¡ c".".i<." ~,, , ,u-<.lf 
,~, "~,, , ... ~'>:d 1'1' • ...:~ R()C "' ''' ... 1" 1P",.ol. 
ROC ,~ ......... <J-. .. '.T.O ud. .. tJ., "' .. ", (.\l.:C) .:0.;\ .o .. , oo, 
,w=I)' ",,,foL " .¡, ¡,. '" A UI: <>f('.r> h..,. "' 'Y ~;;;b ¿ ;"¡".J 
• ..ru. 11> . 'Ib. A Ue d 11 , ,, ... l' .... "d _ ¡('.lJA;I -:1A. .11/.15'. 
P///: I, I:J)(:' , /:.':]011:, ,110>', "':V( \TI,~I P;, n;u" , r:llf :-Jii, 
,"" "' " "., . ..... 1 ..... ~..,"'!! . , ... "" g"'" ( .:'I ~ ,,'" ;¡'¡'~1 
(rabie 1). In 1>"- .-..os' ot t'><oe ~~ b.od •• r.sm ;ty :01 
""",01<10)' ve"" lhor.' ~% . • ~"';r-1l Iho.r tl-Lf 0:><>11 be 100<1 
"u. l "", 1" " "'"' ' '' h" ... ,.,. l, o>l.Jo,· .. n"'" ~, .I ' ,,"';w 
,,,,,,,,r-.. h~n¡;ly ......... "", ;,.-,brl,d 21P"-' tt.., "''' _ 
..",.",d '" k....,.,..t<C ~ o.:: ~\lJ:1: IPI. a.-.l ('.J)/o''G) ond S 
S""" tJ-w ", .. e ",.n!It "'f'<r>M ., "" a """;»e:I ...-i<h ee (/-\lC!. 
S f CP2, {}C;712. nll.~ ",d C.lJC:if}, . 'l b ... ; !,,,.'" .. ~'" 
,=mi.-.M ... ;,¡, q RT .It; 1-: o, ..... ~2 ce ,,,,,pie> """,;.-. r", 
~, .... , "'''' 'l-T""'. ,n .. h " ng IIPV ' X, '<O , " , .. ~, " , ~< ,,~ ,~ AlI 

of t'><n "'~'" u~ill"'" ;" tI><>e 22 mrno", b""",,,, ... m" Fe . 
"'~'" lc».~r lha., Tboo~ obui-.<d 111 Lb, t! f\' I Ij."","u.~ ru .. ,,, 
fr.!.>I" tl- '11".., ..,. .. _,.~, .Jo.. ~""" ; <" .,. "' ;~'U b· 
"T.-.;~rd in .JI in-... ~"" ce, ~KIco< oh~" ')1>0' tt.;,¿""". 
tb.'1' corJol 1>; _~dcr<d p"",.trol ,.. .. ,1= .,.. ce ""''' Oj!. 

"'naly';' " f ( CH61, (f)Q(!, f'!"(I . , 'fUl , NUSAl': , and 
(D/(N 3 hl>r~"io" " ' PI"';'" '",,i ... N"" p""",, 

F" .. . ,,,,,,,,.irr~ """' . ; • • "1 ... ... " ... <Ir"", u.,U ""~r e l: , b ... 
<1., lU¡i;~"" h"", \'C I .... ~.'!) ... -<1 m ru,o;~"" tI>< . , lrom 
J,w. ~.dc I::N Ic,.,,,, ¡C I." I , .00 l><almv "'.""~ . 'n~,¿o"'. lO 
" ... ti¡¡ot< .... lrtl-... _ ~"' .... --'" ,U,,,,nt_ el. ... '2+ lrom 

rrt.t...-¡ ¡en I -...-.. I I ¡" .. , I ,00'" 
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Log2 (FoId ch,mye) 

' igo'. 1, D ;.. ,ib"~on 01 . ... !I" IM ... _ . , ><,_., .• "" I<> lc ,h",S' " e l ond .... .... ,. vo ..... . Al .. , 7"' .. (';'<10.: ti,,, ..... 
c .. "C,M,," ., ............ ,,,,, -..« (J ~, .. "'''' ..... -' t~''. ffY'ffl> .,....,- "Y"" " " .... .....,. _ 7_ ." ,'*, .......... ,.~,..,,,< """""""" 
,.,. 'C" ..,.,. .. ", .. _ ~,",«f ...... It/I:oorcl ~) ~ " l ':>O¡, ~< "Ilr 'Nl<' d "' .... ' n. >1:", L« ..... , -. • • m><lr>tO l '=< _« 
_ tI>r ';Ni .-.rlod, tI>r ~¡..,. '"< "">OC'" ,,1, .. tI>r I>q¡' .. '"< .... ...-.. 1 ~"'_ Thr '-<>i' I ,Q ,. I ,., .~ ",_ lo- .." bt<d ~=, 
ond "'!.I'_1o< dc.o."'"7, bto<l "", .. . Guo .. ocb.d .. ..J.-.d "'''11" ........... tI-.o ~., .. " ..o...d " "'.,..,,. 0111>0 ",1 '}~ .-.d , ...... ="..., 
" ... , .. , ..... "'""(1" ... "'. ,,........ '"" __ v.,"""' .... ..., <1' , . .... 
ca" O.1 ) 7I.'lo><rn >Ux>nr 00 " ,." ""'" 

, :o ~ " "'P""~~' ..... . "',)' ..... " ') ,,",,,,,,,..o 8"'-"""" " ", ... ",. 
,9 l;M1l,a i< l; L" , ..-d ~l ~ ;g¡.-gr.d< CJ:lI, _ '11., .. qnoa«' '"0. 
"""f"''''' " ...... .tw d S 10.:> ..... ,.. ... , .... ,....; .. ". ....... I:C 
(I'C'a , .\/I.167, ...d 0!A;' 2,f¡. "'...,1 ~ ..... ,=W .. ti.. ""']() ", 
t, _,~, <¡RT I'C R "",,-}os. I"e • .","'. '''",n .... ",mJ <!.no 
w .... 00, ¡jott<d (1"".. ..... ~ uxI ti" .,.¡";,,,1 ~.I'"_,-;",,,,, .". 
¿;¡¡, ,,~,,~ .... , 01;010:<>1 ... 0.,; ti>< ~ r.\' _ . ... .;,<mLn~ '" <1-.' 

",.fun ~Di d¡,trhn",-. .". tt., d.w. "' ti>< """ r«on. t'>, 9 ".,k<,.. 
can b< ,!ai..<ill<d im> J ;:r<:qlO: ..... r"'l :n::q> l>ducM ru,~ ... 
1..-.1:"" at;l,.w,~, (rr..'\ 1fl. IIiCl) O< noo"ly (.\I'm¡ '" """""n. 
wloi;h ,¡'>r1y d W1<=:i>Ied I1' od ll¡¡: ["noo" frorn Joi::to-g:-:.d< 
el:;. Ic, ...... ~ CIX oncI oorruJ "'"..,.,., TI" <"P'"<S'b~ ol 
" ... "',,,, ..... ,. tO" ""trol S'''''' • .,,; '" "' .. ~,_~.,,; t,po-
~, ..... ""'"'" .. .,,, ~ ..... , !P>""', "" ,") 'n """ "" , n , 
....... ,""',-.. ~ ..... , ,, : ,,~ "',"'" '"'Yp ..... .., ~ ",. b T, 
.. '"'"' .. bh. I.od ;, t" p"'''''' <=I¡~~ (l ..... ,J. S-rn;:..riy, 11-.' 
r e ~>~h"'<l '" '"?'S'''''' e l:.l '"'" al"" '''''"!' "'sI>, " r""'''nv r~, 
SR:n re - f4J); r<::1 x 10.- ') r.,¡¡"..,·,.¡ 1:" PRe; (I'e - S~.l : 
p <1 ~u- '. MIl"; ..,,¡ IX:.'\H:! ,I-C m IS.~; p<1 ~ I o.-" \! \\). 

~ I"",,,,,,, . "" "",, ;rOOD ¡,,- do.t<ch.>;e .;'" ec .• od "" .;do" 
]"""'"'~ ,. o¡,m ¡""" )m ~'>1 '0'?) '" 0.96 (CC\ lI:!); 11-.. ~'bo-'" 
~ rol",", "'''' dO • , J...¡;< ... 1 ",. " i.\ l;oM TI., ]....-" 
lIP!<i'kil')' , ,,,,,,, .. bf ¡rcn;..a¡ """"",, 1 ;>t<inY.l<i\'. ]"'''0' '~ 
el:;U ~ .. d 2 e l:.lr ,,"" . n ; ....... , It.:'> ~ OJAi ruJ , ... ..,.,. 
, al", to, It." ~ (1 .9). 'Ihe """Id i""'" iD:;l>1<d 4 ge"'" 
(r:r-.--:m, M "AI'I , "' /"""'A, • .,,; .-:I>/,Xt) .... "'T'''''~". ~I .... ,.-t. 
, .... .....,. '" ,,....,....,, ' .... m ti,. ,",,,.,.., ~''--'' r '" 'Iv ,,, : l""'~ 

( ' U ,.II, ' !!U'A, .. rl ' :" '-' f) "' ,.". t'M" .... ' '' ~ !""' f' 
(N ,,'''', , oc.. o" ''' ' ~' , , .... '''T'''''m " , ,, ~"¡, .",; , • : ...... 
..... ;!o. ,F~~J . 1_ ~ ~.'" "",..d <tiow."..d. e l,2+ loo " .. 

'ro., , ,, ~ o - ........ <r< '"1 ", "''''; . '8' .... ~) , .... n,,,, 
""-'1' vrl<dod Mr.C; >ni 1'1";-':1. "" "'p' .... "'. "f ·~ "' h 
;'""'""00 r,,,,, tM "'=o] S""'I' '" ti>< ]_'S" d. CI." !I"" P 
(;>.-:(,.o¡. MII'). ~" ami>.,;' t" Joo.'S' .... . oc ~...v CI." 
""-'P' (p;-.().(,S, )'IW, .. d th • • ", ,,,--,m ... th , ec !I"" P 
(;>< 1 x le " ' IW; F'e''' t;. 1< ~ ch .. ..... ' ",",'" "' "'" r.., . .. .d 
tt.; ,d .1'""' " . ...,..<l DO' h< ~""" .... <io;" fo, " , .. , .. úli ' '''' th<) 
, ... ""t ditti~'" ~ .!'. d< C l:'; andee J...,;~", f. ...... ]""".,vodc 
e l:.l hio. . .. ... 1 " .. , ........ . ,,0... RüC .. "',,~ n . ,,,,,r,,, ,onl '" 
" ,J..o,~"," " ... «.u..J " "oc ,..,,"" ... d", "U)'.] ,.,,"" (C!:C!~. 
CDM~.l . C'Jt;,,~ , _J"L'~-II'I , ...... '" .. """, .. ",. :O;v'", ... 

d" ... I .. J Au e ,.loo. ",.,¡ "-' v' ",,"", d •• " O.~; . ">< ";"1.", 
.~!J(; , ,.. .. " ">$ 01>" .. 000 "iIII CU~:W.l (1.' .' 1). I>llo".d lo)
•• ~.~l!'! (() ~ 1 7, . C{)!O,'f3 (0.9 1) ..,1 ax:zo '~.a6) Tille ~). 

110""'","- u" oc"," .... 1Im ~\~.\il'l .1Id t:OIo:n: ... ", .. «1 • 
~og"'r 8'''''' ..,.. .~ .... ''', ',""o."A, .. -., .. , ... ....-. ..... ,." ."" 
tn .. '"' , .... 'f''''''''')' , ' .... .., In',,_,~, 'Iv "....-,,,)' " rl 
,..... • • ,."). ,"' ............... " ...... , .,,; n i "' ...... , !!""', " I ,'4PI 

>T~ f ,lI. VA "~"'N"o"''''_ (1 _ ' ) " " <cm"',.",. ,,,,,,,.rl 
ti.. lUg'><>' .Ioorl"" _ . F<"<n 11-... <. o~ r.:vn,'J e .. • kQ 
<li .. ~ ..... e e f","" O:';~I! 'Fe ,~t-<;ff - I .4J ,.. __ • ¡,;~ 

....... tivo)· (I:'.9J = ,¡ '1'"",1",,", (O.H ;. 

v",¡r.c.o l.m 01 Ih~ Po OI"; 1l Ex~I"" .:" el Se\e<I.,,] T Y~I'" 

'''''rk .. (~lYIrI "~< hy lm""IYl tl<tnrh""" <lI} ' 
'1" ... .,.;~ ....-lo""", t., ,,.w.,..¡ ~_ (/~'t:I , CDI..'J 

tX:\!I2, ."'CP!. ,\1/ $.11'/ ..d erol1¡ ,,~'" ""~ <'~""'f'~ 
'" ili. p"",", ..... <1. ti>< ~g 7'"" ",, ,,~ .. . _ Hl by 111 
'11>< ""p_,", '" PC\~. ~"''2.1 , M~, ""d ('J)(:2 ". ", . k Q 
"' .... ."d . . \1 1 t ... O'" ", u S.\PI ; r_¡'" "", '" ~ ;., oc 
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" "..""" . .... " ... ... ""'" ... "' ...... ,"' .. "", ni" ...... I\~"y • • 
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-'"''''''' -..-itl. u-., I).~VI I) • ..,¡ ...... ti>< Jr<>'= " . ... "' ... ..,., 
I',,,b~, ~'" ~"-"",,,..¡ "-'1' ... u,';," I"d ..... .. ,lo <"C,~ "" uI 
,low, ..... ,J ""'" Ii ..... M ) ,00.1 "'" "; ... ,,, . • eh .1 ,o<>L-l;Jo, 
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""",""",d ~ ""l""""'''''''-- t" ... i<. ~ ",11Ilfs ( ;¡;] !, . C:.~ 
1M ... uxI r.>.,) ,'), ,.'iII~ ti>< t!G~TLO m=¡·. ,\IOt.oceh 
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_ " """ Itf ,,,,) ''''l fl9 >00 (UN) -. """'n pn""' ..... 
r .............. v· " .",," 2 nuU" , .,. "",. .,..n>iu, ... . .. ""_,,,.;,¡- """'" ,O< I , <) . c< ... ·a ("': Ino) ¡,¡,j .;",,~c ... " . 
~'<Y< _00 />«""" ......... ~ • . lho ~ .d" " ,,, ~I,,,," 
b<t= • .mg t" ,, ~_ wd + • ...,."'<""'-C .... ~ .. _ , .. 
b.-o w ", >ix, .... , .. " MI, ... " .... --.,. ... " . ............... .... 
.. , .... , , ....... ",,_ .. 1>, ...... ""', 
do " O. ' ",,,,...,. al _ • .., ,,"". """ 

Lb. ~ •• "",,. ...... , ~~, ''''' • • lm.-." <k ",,1l1,-,~ ¡u d" ,1o;I.oJ 

• n>I)&iI aD ~ ""'<J' 1 .m:-n¡ ""'" d .. <1Wd 10 '" 
,,,,,,,,,-b'ro; ,m :J>' ""., ,~,',,"" ""'y ;, r~ ..., ~ ... s ;n, 
.,.1, l ';~ , • • ' ''du'I! ,r.doc>"" fu., ..... ........... ~ 
p"'d~';"."r .. ,,,rol c-" ."" . ('.Di,,'YI .\'L'~jPl •• rd CIJ(:2fJ. - Ion.;; 
~ ..... ('.m.."".~ , < ... , dOh< .... " <X ~ "t;t."{'.od< el' f...,., 
" N ...... ~'I< el' ,,,' , .... .,. .. 1 un ~<>. ,J."'f .. ~, ~. Y ,~""oJ 1", "",1 
., "",In< fo. OOr<nL,,€ "". , . )1,,,-,,,,1'' ''''. l>io;1> "'fI""-~O" 01 

n,,,,,, .. ~, ....... u·"" ..... " r""" "",.~I " " .n ..... ' ~" .. n'<; 
tlo,«k"" ;, """,.,.J,j ho~ .... .......... .. ...-. " . T I.< "",;,¡".;,y 
."i ,p<d"~.., d (:!Jlil\J . • ,¡¡S ll'l , .. ,d CiJCru >o "'~,l, .. >:t .• 
",,.¡, CI:' ;<,<1 CC ~" • • , I'.~;<> ~l ';lo .... 93" . ''''P''''',.)) , 
Se".~," ,~ lu ... 1>«<l !>"j.,,,,,,,,,,}, lO ~"til,- t<r.n~ilm:I 

~·.t .... "'0'.1 " ....... 1'00-4h( H"".",,. """~, """ , .... . ........ 
.,..~9i' .. <<4 ~ ""';,¡~ I<;r diIk""" o, u.drt<m>.nM 
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1 1F\'~, . .... ...u .u"""" d no ... "" • ..d _ tr<:>k .. d ...." ... Jv 
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Tho ,<f"". ,."".;¡ q{ rl-.. U • ..,-1,,, ,..w..~d ;. ~'n.o "",J,> . .. 
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.. '" ,ro "'""" ...... ,""'"' r"""i ..... y I (:¡"" ~, \1 X4~I, " , f("4, 

,H \Pl, Q' 0-'. """. J' t.,." (<.,-",,'11"-<. U-O.:>" o.:lll, " "-"'1) 
n...-'<i«l ;""u. ,. "±<$(J<ili!. S~ . b ..-. .... "'_ bll l f d-k 
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( .... ) , 1.< l . .. """ '''-''-':l. U"'1~ "-.C "',¡;uy, "~"' ... ...,,,. 
, ,, .. ,d "f'''~booo ... CI:;~~ ""' ..... 1""...., '" ",i"""""'d 
1 JI'\' " l"O 1)' 1rJ"·1'C R. ' ''Il'''''' ....... ~"'o ,.;u)d 1>< ,,,,,,,d,,,-,:d 
.., .. " • .io] " '"' ,~" fu e c ,e",,.;,, , ,,,,, .. ,1,,,, el ,;~I ' ),,0:. 

u",'" h , """"'~ "'" .. , . h;~ ''''-~''"Y .. ~ ...... ;",-OV 
..... . ,,, ¡"." ;'¡""'.<1.,J '" "f>O"' ..... In ,dd;ti;.~ '" ti>. 
",",,,,,..,,.,,1 """ ,.-.d liq.'-I L .. C;-t.;~· '1.11(:). &1 .... , .• "'" 
b- ))]'V d,:v,;';"" ... _ d lO>' """",o.,; . lll!;.rid 1:.".,..., ~ 

T"Jo ........ .,- (]-!I : l) ;. ~-" ".ooJ ........... " . ..... ¡'''¡ '"''.~) ,=1 "-' 
' cr«r.l"l . ¡w1iCIII:.'I)· ¡CI" "",>a:n~ hi;n.rli l .-ru.. T Ilio n-0IlnI. 
.~~'''' ..... t~ , t. m~ .. . , o,.,~ ,." ..., ,,. ,, " . .. ~, ... "' ..... ov 
01 g;.,. (,ango, 6~-W) 1« <I.-"""'"'g " s'o-gr.d< .....,'" ...J 

'''''';'-0 ' -'''1". H<;w''''''. ,l. n.,_.\"!' """ ...... ' "","';'1-. 
""""ioIJ,> ;" """'. ",,, . .. ,., .".; , "" '-"'p'''''¡ ;,¡,.n;." _ "'" 
"""","~d .. iIIl n..".wlic 1";(1'.' (1~.+7 .H) . 1r. ;" ..... <M" ti>< 
'1;' '" .-. } ...... , .... 'l"'wO}' . ..... h t ~,,; ...... "" '"', ~ ;. ~"., 

......... m.''''!I 'n ....... ,d d<r""'" "' r- ~~ "'" r ....... ... ''''' ''' 
UFV;n ~'>o ~y JW"""'" 1~) ." ~. " ""_ , tuW.,. 
",. r )'\! ;, " ,. ""' . ~-" oh"" :IO'~. "t.;;. ;OOk-A'" <1> .. <>nlv ..... 
r><=i" 01 il//<t<d "".-v.o t-"" .. l~-;or.<1< 1<>10 .... 

" ;, ~ .. '" ""l'"'~" " " .... p ..... 'Y ... , .. '" ""<,,, 
'''-.'''' ..",.""",, .... d ti .. ~ d - -4"'-s p-<>«du-oo ''"" 
,mi""l ..,....~ ;, >o ;·"'r"" .... ti.. 'I"'O ;~city ,.,o-.<r ..... 
""",,",Oy ",lo,,,, '" 111'\ t<>"-.K P I ). 1, ..",, '1' 1])'\ U.V, 
UJ'ffr.L"l"'"oh <)oI~ ui~ br."<a<e> llo< !{>«i~ .,1'y ~nhr lO 
.h," ",~"'_'""" ')·",c~· (~, " ) ......... ,.,., , .... ,-¡( ,~;, 

p."'''''¡'" ;" _ ',h,.-.@ ""","",,, ..... ... l"í!",¡,.l ~. 
,<lo" h.;< .. ", . hi~ r="t" d """"r. ·~t-" _ "","'" /(>" 

1 11'V <h .'" ''''0''. i;o- ,,.roh.,. ~ de< '" th. W.dLn. of , .-n p,", 
.~"" .. I.it~ ~ to • • ,*, ,-" . ,~ ~y iv. ' .JI ,..u,.~ " <lo< r ... ";";' . 
1r. _ UIl . t-== 'o: p'''''''''' amrr--,_jo~, i, ' '''''''' "'p,..,. , .. " , ........ ,"' ... ~ , .... ~1 1-1. "".. "3'"" '" , . .,,,,,, "." • 
....", .. '" mrtIl.od 6 ,. , ~ .... "" ¡; [\ ~+ r",m 1:1:'<1 - ~~ 
"""'"'" ~'>o 'f'~'i;~.ni <he W V , w;oh tbe .... """'IP ofhcin¡: 
1o>=...J loo.,'" .... ,.".",..,.., ¡" , .",.--d «n,..,m ro 
oia~ <)-IOO::>gy. 

VI ~'" ""''''" "',OC< ""'" "'~, '-'!.. r J ~ .• "'n--<:r "W"""" 
p","".;, "'" ___ '" ( . l· ·n.;, r"''' '' """."" ........ ti>. 
.... ,,., .. dc·;t<"' .. <md ",1, -.../o..-.cdl;oy \11;'> ,d Hl'\' , ...J 
;, _,. "" "" ",,1 h, IH . 11., " '"-,.U L" ., 1(; ~ ,du,] "' 01", 
' '''',;:}' '" a rYt:al ~'¡"ard il m~rM > rnm:eo" <>I'a.'2I-. 
P l fi ...... ""'" "'",",'~ .). "'P'-,,,,'rl fM " ,. _~,,"~,' ~I II r '.'. 

...... ""'¿ . .... , . 0;".......,., ~ ... .,r""""h ud "" .. "'<f"'''' ... ''"" 
p.' .... '-o "f"""d ro "d"" ;",.""".,,~, ~'''''''"' ,,-t>e . 
<v,,,,...,,] ~;~. ,1<,,, .. ,,. vI H&t: , ... .,,1 OL .;' .. -,,~ PlG l.",.1w 
""""lIy ..... ~ al • ,,"' ;,¡"' . ... ,,,,,, ;no "'-pn<:>- ""'"<1 1,.. 
'''''''OY;n~ ".,,+ ..,;-,." .. """'-•• '1""~. 'r'"""""" ( 1 ) • 
'Q.w....rI). """i>d> " s'o """;'¡"o/ '~()~ "') IQ, ~ d 
CI."";!" t.<"",,,," .. ti.< ,<,«;S , ;"- ;, 1""", ~""'. ""'" l:r <yt<>I>", 
(. '>O'~1 ('>O · 51 1 · TI" ~ ""'"' . .. . ~ .... ~h- 33l<o oflo-..--.-rad.: 
CI.' ......... ~ ~ ...... WI",,,,I ~ oC, ",, ]~,i'" 11l'\' ') 1'" < • ...,.,. L1U, 
....-t.. ~Ol He r<b.D"'ir 1",,' """l b W el this "",ru, ...J ti;< 

""rl ... , f'> ......... ~. '" '"""l'''' "" '" , ",'v ,,,., .......... '--hv 
... , ""-'"" • ..- ... , "'" hu,. odof>""¡ '" ?' """''Y '-''''''';''!I. R« • .-J¡-• 
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