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RESUMEN

Introduccion: El exceso de peso (sobrepeso u obesidad) esta asociado al prondstico
de las pacientes con céancer cervical (CCE), sin embargo, los mecanismos
moleculares que explican esta asociacion ain son desconocidos. El objetivo de este
estudio fue evaluar la potencial asociacién entre el exceso de peso, el estado de
metilacion de la region promotora de genes diferencialmente expresados (DEGS)
en CCE y la sobrevida global.

Metodologia: Se realiz6 un analisis secundario de datos gendmicos y epigenomicos
del proyecto de libre acceso de CCE denominado TCGA-CESC (The Cancer
Genome Atlas Cervical Squamous Cell Carcinoma and Endocervical
Adenocarcinoma). Las pacientes fueron clasificadas de acuerdo a su Indice de Masa
Corporal (IMC) como pacientes sin exceso de peso (IMC<25) o con exceso de peso
(IMC>25). Se identificaron DEGs en CCE y se recolectaron datos de expresion
mediante las plataformas online GEPIA y UCSC Xena, respectivamente. Se
seleccionaron DEGs con expresion diferencial entre los grupos de estudio, se
recolectaron datos del nivel de metilacion a través de la base MethHC y se evalud
la asociacion de la metilacién en la region promotora y el estado de exceso de peso.
Asimismo, se evalud la asociacion de caracteristicas clinicas y demograficas de las
participantes y el estado de metilacion de la region promotora de ocho DEGs
seleccionados. Finalmente, se evalu0 la asociacion de la sobrevida global y el estado
de metilacion de los DEGs en CCE seleccionados.

Resultados: Se identificaron 39 DEGs en CCE con diferencias significativas de
expresion génica entre las pacientes sin exceso y con exceso de peso (p<0.01). Se

observé una diferencia significativa en el nivel de metilacion de la region promotora



entre los grupos de estudio en siete genes (p<0.05): SPOCK1 (NM_004598), EDIL3
(NM_005711), SEC31B (NM_015490), GPM6A (NM_005277), C20RF40
(NM_032411), ETV7 (NM_016135) y MND1 (NM_032117). Hubo una asociacion
significativa entre el estado de metilacién de FGF10 y el estado de exceso de peso
[OR=3.81, IC al 95%; 1.36 -10.68], considerando el resto de caracteristicas clinicas
y demogréficas de la poblacion constantes. Finalmente, el estado de metilacion del
gen sub-expresado PRICKLE2 (NM_198859) estuvo asociado con la sobrevida
global (p=0.0022).

Conclusiones: Se identificaron diferencias en el nivel de metilacion en la region
promotora de siete DEGs en CCE en funcion del estado de exceso de peso en la
cohorte TCGA-CESC. Asimismo, el estado de metilacion del gen sub-expresado
PRICKLE2 (NM_198859) estuvo asociado a la sobrevida global. Nuestros
resultados sugieren un rol de la metilacion asociada al estado de exceso de peso en
CCE y una posible implicancia en la sobrevida. Esta area de investigacion amerita
mayor exploracion por su potencial relevancia clinica.

Palabras claves: Exceso de peso, metilacion, region promotora, cancer cervical,

sobrevida, CESC-TCGA



SUMMARY

Introduction: Excess of body weight (overweight or obesity) is associated with the
prognosis of cervical cancer (CCE) patients, however, the molecular mechanisms
that explain this association remain unclear. The present study aimed to evaluate
the potential association between excess of body weight, the methylation status of
the promoter region of differentially expressed genes (DEGSs) in CCE and overall
survival.

Methodology: We performed a secondary analysis of genomic and epigenomic
data from the CCE free-access project, TCGA-CESC (The Cancer Genome Atlas
Cervical Squamous Cell Carcinoma and Endocervical Adenocarcinoma). Patients
were classified according to their Body Mass Index (BMI) as patients without an
excess of body weight (BMI<25) or patients with an excess of body weight
(BMI>25). We identified DEGs in CCE and retrieved expression level data using
GEPIA and UCSC Xena, respectively. We selected DEGs with differential
expression between the study groups, retrieved methylation level data through
MethHC and evaluated the association between methylation in the promoter region
and excess of body weight status. Additionally, we evaluated the association of
clinical and demographic characteristics and the methylation status of the promoter
region of eight selected DEGs. Finally, we evaluated the association between
survival and methylation status of selected DEGs in CCE.

Results: We identified 39 DEGs in CCE with significant differences in gene
expression levels between patients with and without excess of body weight
(p<0.01). A significant difference in methylation level of promoter region was

observed between study groups in seven genes (p<0.05): SPOCK1 (NM_004598),



EDIL3 (NM_005711), SEC31B (NM_015490), GPM6A (NM_005277), C20RF40
(NM_032411), ETV7 (NM_016135) and MND1 (NM_032117). A significant
association between FGF10 methylation status and excess of body weight status
was evident [OR=3.81, 95% CI; 1.36-10.68], considering the rest of the clinical and
demographic characteristics of the population constant. Finally, the methylation
status of the under-expressed gene PRICKLE2 (NM_198859) was associated with
overall survival (p=0.0022).

Conclusion: We identified differences in the methylation level of the promoter
region of seven DEGs in CCE according to excess of body weight status in the
CESC-TCGA cohort. What is more, the methylation status of the under-expressed
gene PRICKLE2 (NM_198859) was associated with overall survival. Our results
suggest a role of methylation associated with excess of body weight in CCE and a
possible implication in survival. This field of research is worth further exploration
because of its potential clinical relevance.

Keywords: Excess of body weight, methylation, promoter region, cervical cancer,

survival, CESC-TCGA



1 INTRODUCCION

1.1 Planteamiento de la investigacién

El céncer cervical (CCE) es el cuarto tipo de cancer mas frecuente en mujeres a
nivel global (1). EI CCE registra una elevada mortalidad en paises en vias de
desarrollo, los cuales concentran el 90% de las muertes (1-3).

El desarrollo y progreso de la carcinogénesis cervical requiere de alteraciones
genéticas y epigenéticas (4-6). La alteracion epigenética mas estudiada en CCE es
la relacionada a la metilacion del ADN (7). Se ha demostrado que los cambios de
metilacion del ADN estan presentes en lesiones cervicales precursoras y malignas
y se acumulan conforme progresa la enfermedad (8).

Un factor asociado al prondstico de las pacientes con CCE es el estado del peso,
definido por el indice de Masa Corporal (IMC) (9-11), sin embargo los mecanismos
moleculares que explican esta asociacion aun son desconocidos. En otros tipos de
neoplasias, como cancer colorrectal, se han descrito alteraciones en el patron global
de metilacion (metiloma) que distinguen a pacientes obesos de pacientes no obesos
(12). Esto sugiere un vinculo entre el estado del peso del paciente con cancer y
alteraciones epigenéticas, lo cual podria tener un rol importante en la evolucion de
la neoplasia si dichas alteraciones ocurriesen en genes vinculados al cancer.

En este contexto, el presente estudio planted investigar si en CCE existe un patrén
de metilacion asociado al exceso de peso y si este influye en la sobrevida de las
pacientes. Para ello se realiz6 un andlisis secundario de datos gendémicos y
epigendmicos de una base de datos publica de CCE perteneciente al proyecto
TCGA-CESC. Esta base de datos proviene de una de las cohortes de estudio de

CCE maés grandes desarrolladas hasta la fecha.



2 MARCO TEORICO

2.1 Epigenética: definicion y mecanismos

La epigenética es definida como el estudio de los cambios heredables en la funcién
de genes que no implican un cambio en la secuencia del ADN (13). Los mecanismos
epigenéticos que regulan la expresién génica pueden ser agrupados en tres
categorias: metilacién del ADN, modificaciones post-traduccionales de histonas,
remodelamiento de la cromatina y mecanismos de interferencia mediados por
moléculas de ARN no codificantes (nCRNAs, por sus siglas en inglés) (14). El
estado o perfil epigenético a nivel del genoma completo se denomina epigenoma

(15).

2.2 Metilacion del ADN

La metilacion del ADN es la modificacion epigenética mas estudiada en humanos
(15,16). Consiste en la adicion covalente de un grupo metilo (-CHzs) en el carbono
de la posicién 5 de una citosina (C) que precede a una guanina (G), region que se
denomina dinucleoétido CpG o sitio CpG (15,17). Esta reaccion ocurre luego de la
sintesis del ADN vy es realizada por una familia de enzimas denominadas ADN
metiltransferasas (DNMTs por sus siglas en inglés) que catalizan la transferencia
del grupo metilo de una S-adenosil-metionina (SAM) a la C (17,18) (Figura 1).
Los sitios CpG tienden a agruparse en regiones cortas o clusters denominadas islas
CpG (CGils, por sus siglas en inglés), definidas como regiones que contienen mas
de 200 bases con un contenido de G+C de al menos 50% Yy una razédn (ratio) de
frecuencias de CpG observadas a esperadas estadisticamente de al menos 0.6 (16).
La proporcién de sitios CpG en el genoma humano es mas baja (~1%) de lo

esperado (~4%) a partir de la abundancia total de Cy G (42% de las bases del ADN)



(16,17). Las CGls estan asociadas a aproximadamente el 60% de las regiones

promotoras de genes humanos (16).
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Figura 1 Metilacion del ADN

(A) La adicion covalente de un grupo metilo (-CH3) en el carbono de la posicion 5 de una
citosina es catalizada por la enzima DNMT en presencia de SAM. (B) Los sitios CpG no
metilados dentro de la region promotora de un gen no reprimen la transcripcion, por lo que
el gen se expresa. En contraste, cuando los sitios CpG dentro de esta regidn se encuentran
metilados, se reprime la transcripcion y el gen se silencia. Figura extraida de Kulis y
Esteller, 2010 (18).

En células normales, la metilacion del ADN ocurre predominantemente en regiones
gendmicas repetitivas, mientras que la mayoria de las CGIs se encuentran en un
estado no metilado, lo que permite que los genes se expresen en presencia de
activadores transcripcionales necesarios (17,19). Se estima que alrededor del 6% de
CGils se metilan de manera tejido-especifica durante el desarrollo temprano o en
tejidos no diferenciados (16,18).

La metilacién de CGlIs en la regién promotora del gen estd asociada a una

disminucion de la expresién génica, mientras que la metilacion en regiones



intragénicas (cuerpo génico, 5 UTR y 3’UTR) se asocian a un incremento en la

expresion (20).

2.3 Epigenética en cancer

Las células cancerosas poseen ademas de mutaciones genéticas, alteraciones en el
epigenoma conformados por cambios en la metilacion del ADN, los patrones de
modificacion de histonas y los perfiles de expresion de enzimas modificadoras de
la cromatina (16,21). El perfil epigenético aberrante en cancer se ha asociado a la
iniciacion y progresion del cancer (16,21).

Una de las primeras alteraciones epigenéticas en cancer descritas fue la alteracion
en el patron de metilacion del ADN (15,21). En 1983, Feinberg y Vogelstein
reportaron una reduccion en el patron de metilacion del ADN de genes especificos
en células de cancer de colon humano en comparacion a tejidos normales de colon
(22). Asimismo, Gama-Sosa et al, también en 1983, describieron una reduccién en
el contenido de 5-metilcitosina del ADN en muestras tumorales en comparacion a

tejidos normales (23).

2.4 Metilacion de ADN aberrante en cancer

Cuando las células se vuelven cancerosas el patron de metilacién de ADN cambia
sustancialmente debido a dos principales fendmenos: la hipometilacién global del
ADN vy la hipermetilacion en promotores de genes supresores de tumores (17).
2.4.1 Hipometilacion global del ADN en cancer

Las células cancerosas se caracterizan por una pérdida de metilacion del ADN a
nivel global que representa una disminucion del 20-60% en el contenido total de 5-

metil-citosina en comparacion a un tejido normal (16,17). El grado de



hipometilacion global del ADN se asocié a la progresion del cancer a partir del
estudio de Fraga et al (2004), en donde se describe que el grado de hipometilacion
de ADN incrementa a medida que una lesion benigna progresa a un cancer invasivo
(24).

Los mecanismos propuestos para explicar la contribucion de la hipometilacion
global de ADN a la progresion del cancer son tres: la generacion de inestabilidad
cromosomal, la reactivacion de elementos transposables y la pérdida de imprinting
(pérdida de expresion génica monoalélica especifica del alelo parental) (15).

2.4.2 Hipermetilacion en genes supresores de tumores

A pesar de la hipometilacion global del ADN en cancer, se ha identificado también
la hipermetilacion en CGls en promotores de genes supresores de tumores, el cual
es un evento clave en el origen de muchos tipos de cancer (15). En las células
cancerosas se ha observado la ganancia de metilacion en CGls que, en condiciones
normales, no se encuentran metiladas, lo que conlleva al silenciamiento génico (21).
Los genes que se ven afectados por la hipermetilacion en CGls estan involucrados
en una gama de rutas celulares importantes como el ciclo celular, la adherencia
celular e invasion, apoptosis, metabolismo de carcin6genos, respuesta hormonal,
sefializacién de Ras, microRNAs, entre otras (15-18).

Los patrones de hipermetilacién son especificos para el tipo de tumor (16) y ocurren

en diferentes etapas de la progresion del cancer (18).

2.5 Cancer cervical
El CCE es el cuarto tipo de cancer mas frecuente en mujeres (1). Se estima que en
el 2018 hubo 570,000 nuevos casos a nivel mundial y 311,000 muertes por CCE

(2,25). Alrededor del 90% de las muertes por CCE provienen de paises de bajos y



medianos ingresos, en donde el acceso a un tamizaje efectivo de CCE es limitado
(1,3). La elevada tasa de mortalidad por CCE en los paises en vias de desarrollo se
explica porque, con frecuencia, el CCE es detectado en estadios avanzados, en cuyo
caso el prondstico no es bueno (1). El alto nimero de muertes por CCE se podria
reducir mediante programas de tamizaje y tratamientos efectivos (1,3).

El CCE ocurre en la parte mas baja y estrecha del dtero llamada cuello uterino o

cérvix, el cual conecta el cuerpo del dtero con la vagina (Figura 2).
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Figura 2 Anatomia del aparato reproductor femenino

ElI CCE ocurre en el cérvix, la parte mas baja y estrella del Utero. Figura extraida
de Mayo Foundation for Medical Education and Research (26).

Se sabe por estudios bioldgicos y epidemioldgicos que la causa principal de CCE
es el virus del papiloma humano (VPH), el cual esta presente en aproximadamente
el 100% de los casos de CCE (27,28). De las mas de 100 cepas de VPH, solo algunas
causan cambios anormales en las células del cérvix y conllevan al desarrollo de

CCE. Alrededor del 70% de casos de CCE y de las lesiones precancerosas de cérvix



son producidos por las cepas de alto riesgo VPH 16 y VPH 18 (1). No obstante, una
infeccion persistente de una cepa VPH de alto riesgo no es suficiente para
inmortalizar y transformar a las células epiteliales del humano, sino que se
requieren de alteraciones genéticas y epigenéticas para el desarrollo de la
carcinogénesis (4-6). Estos factores, en conjunto, alterarian el control del ciclo
celular y conllevarian a que la célula hospedera adquiera un fenotipo inmortal y

progrese a un fenotipo maligno e invasivo (5).

2.6 Epigenética en cancer cervical

Las alteraciones epigenéticas en CCE han sido estudiadas principalmente porque
tienen el potencial de servir como biomarcadores para un diagnostico temprano al
igual que para el tratamiento de la enfermedad, ya que al no ser mutaciones
geneticas estas pueden ser “revertidas” mediante la inhibicion de las enzimas
asociadas (29).

Se han identificado alteraciones epigenéticas en cada estadio de CCE (5). Estas
alteraciones epigenéticas incluyen la hipometilacion global del ADN, la
hipermetilacion de genes supresores de tumores, modificaciones de histonas y
alteraciones en ncRNAs (5,29). La alteracion epigenética mas estudiada en CCE es
la relacionada a la metilacion del ADN (7).

En CCE se ha demostrado que los cambios de metilacion de ADN se acumulan en
relacién al progreso de la enfermedad y han sido identificados en muestras de
lesiones cervicales precursoras y malignas (8). Destaca el estudio de Kim et al
(1994) en donde se reporta que el grado de hipometilacion incrementa
progresivamente con el avance de la neoplasia cervical (30). Ademas, se ha

reportado que en CCE varios genes supresores de tumores presentan



hipermetilacion en las regiones promotoras ricas en CGI (31). En este sentido, en
CCE se reporta una variedad de perfiles de metilacion alterados que conllevan a
una anormal expresion de genes, activacion de oncogenes y elementos
transposables, pérdida de impronta y la inactivacion de genes supresores de tumores

(29,31).

2.7 Relacion entre el exceso de peso y cancer

El sobrepeso y la obesidad, definidas por un IMC mayor a 25y 30, respectivamente,
se asocian a una muerte prematura a través de enfermedades cronicas, incluyendo
varios tipos de cancer (32). Ambos son factores de riesgo para al menos 13 tipos de
cancer, entre los que se encuentra el cancer de Utero y de ovarios (33). La obesidad
y el sobrepeso pueden causar cambios en el organismo que conllevan al cancer a
través de un incremento en los niveles de ciertas hormonas, factores de crecimiento
e inflamacion por parte de las células adiposas (34). Asimismo, la obesidad esta
asociada a un microambiente del tejido adiposo con alteraciones endocrinas que

favorecerian la iniciacion y progresion del tumor (35).

2.8 Relacion entre el exceso de peso y cancer cervical

Existe limitada evidencia sobre la asociacion entre el sobrepeso/obesidad y el riesgo
de desarrollar CCE (36). También se ha evidenciado que el peso influye en la
sobrevida de pacientes con CCE (9-11) aunque los resultados son contradictorios.
Por un lado, Clark et al (2016) encontraron que las pacientes con CCE con bajo
peso (IMC<18.5) y con sobrepeso/obesidad (IMC>25) tuvieron una menor
sobrevida que las pacientes de peso normal (IMC entre 18.9 y 24.9) (9). Mientras

que, en un estudio de Xu et al (2015), las pacientes con CCE y con valores de IMC



mas altos mostraron una menor mortalidad (10). Asimismo, se tiene el estudio en
CCE de Grigshy et al (2018) en el que se reporta que las pacientes con obesidad
severa (IMC>35) tuvieron una mayor sobrevida que las pacientes de bajo peso

(IMC<18.5) y que las pacientes con un IMC entre 18.6 y 34.9 (11).

2.9 Metiloma en cancer asociado al estado de exceso de peso

La metilacién del ADN es modulada por factores ambientales (incluyendo factores
nutricionales) y esta influida por el estilo de vida (37). Por ejemplo, en una cohorte
de individuos europeos se encontro patrones de metilacion asociados al IMC (38),
ademas, se sabe que cambios en el estilo de vida como la pérdida de peso pueden
influenciar la metilacion del ADN (39). Esto sugiere una asociacion entre el estado
de peso y el metiloma en humanos que, consecuentemente, podria tener un impacto
en la expresion génica.

Por otro lado, estudios recientes han sugerido un posible rol del metiloma en la
asociacion entre el estado de exceso de peso y cancer. En el 2017, Crujeiras et al
describieron un metiloma asociado a obesidad y estado de menopausia en pacientes
con cancer de mama (40). Asimismo, en el 2018 se identifico un metiloma asociado
a obesidad en cancer colorrectal, el cual involucra genes que tienen un rol en

procesos metabolicos e inflamatorios (12).

2.10 Estudio de la gendmica del cancer cervical mediante el proyecto The
Cancer Genome Atlas (TCGA-CESC)

El proyecto The Cancer Genome Atlas (TCGA), es un esfuerzo colaborativo entre
el National Cancer Institute (NCI) y el National Human Genome Research Institute
(NHGRI) de EEUU cuyo proposito es catalogar y descubrir las principales

alteraciones gendémicas que desencadenan el cancer a través de la aplicacion de



herramientas de secuenciamiento de genomas en proyectos genémicos a gran escala
(41). Los datos del TCGA son de libre acceso y estan disponibles a traves de
diversas plataformas web y repositorios biolégicos. Esto se debe a que la finalidad
del TCGA es de que esta informacion genémica pueda ser de utilidad en la mejora
de métodos de diagndstico, tratamiento y prevencion del cancer (41,42).

El TCGA empezé en el afio 2006 y ha recolectado informacién gendémica en 33
tipos de céancer, incluyendo el cancer cervical (43). El estudio de CCE dentro del
proyecto TCGA se denomin6 CESC, por las siglas en inglés de Cervical squamous
cell carcinoma and endocervical adenocarcinoma. El estudio TCGA-CESC es uno
de los estudios genomicos completos de cancer cervical mas grandes hasta la fecha,
el cual cuenta con 308 pacientes. En el 2017, el TCGA publico un articulo acerca

de la caracterizacion molecular y genémica del CESC en la revista Nature (44).

2.11 Conceptos utilizados en estudios bioinformaticos

2.11.1 Anadlisis de expresion diferencial de genes

El transcriptoma es el conjunto total de moléculas de ARN (denominados también
“transcritos”) en una célula o una poblacién de células en un determinado tiempo o
bajo cierta condicién (45,46). Actualmente existen dos principales técnicas para el
estudio de transcriptomas: los microarreglos (microarrays), los cuales cuantifican
un conjunto de secuencias predeterminadas y, el secuenciamiento de ARN,
conocido como RNA-seq, metodologia que utiliza tecnologias de secuenciamiento
masivo Next-Generation Sequencing (NGS, por sus siglas en inglés) (47,48).

En la dltima década, la técnica de RNA-seq, ha ido reemplazando a los
microarreglos en el estudio de la expresion génica debido a que permite cuantificar

la presencia y abundancia de ARNs en una muestra biolégica con un mayor
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rendimiento y cobertura (47,48). Ademas, a partir de los datos obtenidos con el
RNA-seq, es posible realizar maltiples analisis, como el analisis de expresion
diferencial de genes, el cual permite detectar genes que presentan un cambio
estadisticamente significativo en sus niveles de expresion en las condiciones
comparadas (por ejemplo, células con tratamiento y células sin el tratamiento o
tejido tumoral y tejido sano) (48,49). La determinacidn de estos genes denominados
“genes diferencialmente expresados” (DEGs, por sus siglas en inglés) se puede
realizar con herramientas bioinformaticas de analisis de datos de RNA-seq o de
manera manual con el analisis estadistico de conjuntos de datos (50).

En los analisis de identificacion de DEGs, se analizan un niUmero muy alto de genes
(se estima de que en el genoma humano hay aproximadamente méas de 20,000
genes), por lo cual se suele aplicar una correccion por pruebas multiples, como la
correccion de Bonferroni (50). Debido a que el nimero de DEGs seleccionados en
los andlisis tiende a seguir siendo elevado (usualmente >1000 DEGS), se emplean
métodos para interpretar el significado de los cambios de expresion identificados
como el analisis de enriquecimiento de rutas (por ejemplo, las rutas KEGG) o el
analisis de enriquecimiento de términos de ontologia génica (GO, por sus siglas en
inglés) (45,50).

2.11.2 Ontologia génica

La ontologia génica (GO) es un recurso que ofrece informacion acerca de las
funciones de los genes y de los productos génicos (51). La base de datos (BD) del
GO esta estructurada con una ontologia formal basada en el uso de “clases” de
funciones geénicas (términos GO) que poseen relaciones establecidas entre ellas

(51). La ontologia cubre tres aspectos de la funcion génica: la funcién molecular

11



(MF, por sus siglas en inglés), el componente celular (CC, por sus siglas en inglés)
y el proceso bioldgico (BP, por sus siglas en inglés):

e Funcion molecular (MF): comprende las actividades de un producto génico
a nivel molecular. Ejemplo: la catalisis o el transporte.

e Componente celular (CC): comprende las localizaciones de estructuras
celulares en donde un producto génico realiza una funcion. Ejemplo: la
mitocondria o el ribosoma.

e Proceso biologico (BP): comprende los procesos que se llevan a cabo a
partir de multiples actividades moleculares. Ejemplo: la transduccion de
sefiales o la reparacion del ADN.

2.11.3 Rutas KEGG

La Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto (KEGG, por sus siglas en inglés)
es un recurso que integra 18 BDs con informacion gendémica, informacion de
sistemas, informacion quimica e informacién relacionada a la salud (52). El
objetivo de KEGG es vincular la informacion de genes y genomas con informacion
funcional a nivel molecular y de mayor orden (53). La BD principal de KEGG es
KEGG PATHWAY, la cual es una coleccion de mapas de rutas manualmente
elaboradas que representan informacion de redes de interacciones y relaciones
moleculares. Los mapas de las rutas pueden pertenecer al metabolismo,
procesamiento de informacion genética, procesamiento de informacién ambiental,
procesos celulares, sistemas de 6rganos, enfermedades humanas o desarrollo de

drogas.
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3  JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Se sabe que el exceso de peso (sobrepeso u obesidad) influye en el prondstico de
las pacientes con CCE, sin embargo, los mecanismos moleculares que explican esta
asociacion aun no se comprenden. La asociacion podria estar mediada por una
regulacion epigenética en genes que tienen un rol en la progresion del CCE. Es por
ello que el presente estudio tiene como objetivo evaluar la potencial asociacion del
exceso de peso y patrones de metilacion de la regiébn promotora en genes
diferencialmente expresados (DEGSs) en CCE a partir del analisis secundario de
datos gendémicos y epigendmicos del proyecto de libre acceso TCGA-CESC. El
estudio hace uso de una extensa cantidad de datos provenientes de uno de los
estudios en genomica de CCE mas grandes hasta la fecha. El enfoque planteado
permitird generar informacion que podria ser de utilidad clinica, particularmente en
la clasificacion de tumores de CCE para un manejo personalizado de la enfermedad

que considera el IMC de cada paciente.
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4 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existen diferencias en la metilacion de la regién promotora de genes
diferencialmente expresados asociadas al estado de exceso de peso en
pacientes con CCE del proyecto TCGA-CESC? Si existen esas diferencias,

¢ellas estan asociadas a la sobrevida global?

5 HIPOTESIS
El estado de metilacion de la region promotora de los DEGs en pacientes con CCE

del proyecto TCGA-CESC es distinto entre pacientes que tienen un exceso de peso

y las que no tienen un exceso de peso y ello influye en la sobrevida global.

6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo principal

Determinar la asociacion entre el exceso de peso y la metilacion de la region
promotora de DEGs en pacientes con CCE del proyecto TCGA-CESC a
partir de un analisis secundario de datos y determinar la asociacion entre el

estado de metilacién y la sobrevida global.

6.2 Objetivos especificos

1.

Identificar DEGs que presentan una diferencia de expresiéon entre las
pacientes sin exceso de peso y con exceso de peso Yy evaluar la potencial
asociacion de la metilacion (nivel y estado de metilacion) en la regién
promotora y el estado de exceso de peso

Evaluar la potencial asociacién de caracteristicas clinicas y demograficas y

el estado de metilacién de la regién promotora de DEGs cuya expresion y
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metilacion es diferente entre las pacientes sin exceso de peso y con exceso
de peso

Evaluar la potencial asociacion de la sobrevida global y el estado de
metilacion de la region promotora de DEGs cuya expresion es diferente

entre las pacientes sin exceso de peso y con exceso de peso
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7 METODOLOGIA

7.1 Disefio del estudio

El presente estudio es observacional, analitico y de corte transversal, basado en un

analisis de datos secundarios.

7.2 Poblacién y muestra de estudio
Se trabajé con pacientes diagnosticadas con CCE del proyecto TCGA-CESC cuyos
datos clinicos y gendmicos se encontraban disponibles en los repositorios de datos

cBioPortal, UCSC Xena y MethHC.

7.3  Criterios de seleccion
7.3.1 Criterios de inclusion
e Pacientes mujeres diagnosticadas con CCE primario, mayores de 18 afos,
cuya informacion de genotipo y fenotipo estaba disponible en cBioPortal.
e Con cddigo de identificacion de la paciente, cddigo de la muestra bioldgica,
subtipo histologico, peso y talla
7.3.2 Criterios de exclusion
e Pacientes con diagndstico previo de cancer

e Pacientes con tipo de muestra metastasica
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7.4 Operacionalizacion de variables
7.4.1 Caracteristicas clinicas y demogréficas

En la Tabla 1 se describe la operacionalizacion de las variables correspondientes a las caracteristicas clinicas y demogréaficas de la
poblacion.

Tabla 1 Operacionalizacion de variables de caracteristicas clinicas y demograficas

Tipo de variable
Nombre de la o . . Escala de
variable Definicion operacional Valores segun su medicion Fuente
naturaleza
Codigo de la | Codigo de identificacion Ejemplo: Cualitativa Nominal cBioPortal
paciente de la paciente de CESC TCGA-EK-A2PI politdmica
Codigo de la | Codigo de identificacion . ) I
muestra de la muestra bioldgica de Ejemplo: Cua_lllltat!va Nominal cBioPortal
o TCGA-EK-A2PI-01 politomica
bioldgica CESC
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Peso de la paciente (en

Cuantitativa

Peso kilogramos) al momento Mayores a 0 di Razon cBioPortal
S . iscreta
del diagnostico de cancer
Estatura de la paciente (en Cuantitativa
Talla centimetros) al momento Mayores a 0 i Razon cBioPortal
P . iscreta
del diagnostico de cancer
Pgso de la paciente (en L Calculado a
kilogramos) dividido por Cuantitativa ) .
IMC Mayores a 0 . Razon partir del peso y
la estatura (en metros) continua
la talla
elevada al cuadrado
Categorizacion basada en Sin exceso de
Estado de el IMC para definir la peso (IMC<25) Cualitativa . Calculado a
. . . Ordinal :
exceso de peso | presencia 0 ausencia de Con exceso de dicotomica partir del IMC
exceso de peso peso (IMC>25)
Afos  cumplidos  al Cuantitativa
Edad momento del diagnostico 18 afios a mas Razon cBioPortal

de cancer

discreta
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Subtipo
histoldgico

Histologia del tumor

Carcinoma de
células
£scamosas
Adenocarcinoma
endocervical
Carcinoma
mucinoso

Otros

Cualitativa
politomica

Nominal

cBioPortal

Estadio clinico

Estadio clinico segun los
sistemas de clasificacion
FIGOy AJCC

Estadio | o 1l
(estadio
temprano)
Estadio Il o IV
(estadio
avanzado)

Cualitativa
dicotdbmica

Ordinal

cBioPortal

Estado de
infeccion por
VPH

Estado de infeccion por
cepas de VPH

VPH 16 0 18

Otras cepas de
VPH

Negativo

Cualitativa
politémica

Nominal

Publicacién de
CCE del TCGA
(2017) (44)

Raza

Raza reportada por la
paciente

Blanca

Negra 0
afroamericana

Asiatica
Otras

Cualitativa
politdmica

Nominal

cBioPortal
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Categoria que describe el

No fumadora de
por vida

cBioPortal

El significado de

Historia de estado actual y el historial Actual fumadora Cualitativa Nominal la codificacion
tabaquismo | de tabaquismo segun lo Actual fumad politémica se encontrd en la
informado por la paciente gc;tua (;Jma ora herramienta
retormada CDE Curation
Tool (54)
Historia de uso Cat(_agorla que indica si la Nunca ha usado o
de paciente ha usado 0 usa Actual usuaria Cualitativa Nominal cBioPortal
anticonceptivos | anticonceptivos A . politbmica
hormonales | hormonales htigua usuaria
Estado de menopausia en Pre-menopausia o
Estado de el momento en que la Post-Mmenopausia Cualitativa Nominal cBioPortal
menopausia | paciente fue diagnosticada Indetermi pd politomica
con cancer naeterminado
Sobrevida Sobr(_ewda, global ,Iuego . Cuantitativa ; .
del diagndstico de cancer, 0 a méas . Razon cBioPortal
global continua

expresado €n Meses
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Estado de

sobrevida Estado de sobrevida e Fallecido Cualitativa Nominal cBioPortal
general e Vivo dicotémica
global
7.4.2 Datos gendmicos y epigendmicos
En la Tabla 2 se describe la operacionalizacion de las variables correspondientes a los datos gendmicos y epigendmicos.
Tabla 2 Operacionalizacion de variables de datos gendmicos y epigenomicos
Nombre de la s . Tipo de'varlable Escala de
. Definicion operacional Valores segun su ey Fuente
variable medicion
naturaleza
Nombre del | Nombre ~~~del  DEG | pior510-pp A2G2A Cualitativa Nominal GEPIA
gen identificado politdmica
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Categoria que indica el
estado de expresion del

Categorl_a} de |gen en _eI tumor primario e Sub-expresado C_uallfatl_va Nominal GEPIA
expresion de cérvix en comparacion e Sobre-expresado dicotomica
a la expresion en el tejido
sano
Valores de expresion
expresados como el
. recuento normalizado de "
el:l(“:‘ilsidé?’l valores RSEM 0 amés Cléz?]tt'i?ljgla De razon UCSC Xena
P transformados a
log2(x+1), donde x es el
valor RSEM
Nivel de Valores de  metilacion Cuantitativa
L expresados como Valoresentre 0y 1 . De razon MethHC
metilacion o continua
coeficientes 3
e Hipometilado
<
Categoria que describe el . f\ﬁgt?i;gién Basado en el
Estado de estado de metilacion Cualitativa . .
s normal L Ordinal nivel de
metilacion basada en un punto de (0.1<B<0.3) politomica metilacion
corte referencial (55,56) ; -
e Hipermetilado
($>0.3)
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7.5 Instrumentos para la recoleccion de datos

En la Tabla 3 se describen las herramientas web empleadas para la recoleccion de datos en el estudio.

Tabla 3 Herramientas web utilizadas para la recoleccion de datos

de expresion
genetica, en
muestras de
proyectos del
TCGAy GTEX

Nombre | Descripcion Herramienta | Utilidad en el Periodo de Sitio web Referencia
utilizada estudio consulta

cBioPortal | Recurso web de Clinical data | Obtencion de Marzo - Abril https://www.cbioportal.org/ Cerami et
acceso abierto datos clinicos y 2019 al., 2012
para la demogréaficos (57)
exploracion
interactiva de
conjuntos de datos
gendmicos en
cancer
(incluyendo datos
del TCGA)

GEPIA Recurso web Differential Identificacion de | Junio 2019 http://gepia.cancer-pku.cn/ Tang et al.,
interactivo para el | Expression DEGs en TCGA- 2017 (58)
analisis de datos Analysis CESC
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UCSC Recurso web Xena Obtencion de Julio 2019 http://xena.ucsc.edu/ Goldman
Xena interactivo para la | Functional niveles de (TCGA-CESC), etal., 2019
exploracion de Genomics expresion de los | Setiembre 2019 (59)
conjuntos de datos | Explorer DEGs (TCGA TARGET
omicos publicos GTEX)
(incluyendo
TCGA, GDCy
GTEX) y privados
MethHC | Recurso web que | Gene search | Obtencion de Octubre 2019 http://MethHC.mbc.nctu.edu.tw/ | Huang et
permite acceder a niveles de al., 2015
una gran coleccion metilacion en la (60)
de datos de region promotora
metilacion de
ADN vy perfiles de
expresion de
MRNA/microRNA
del TCGA
STRING | BD bioldgicay Multiple Analisis de redes | Setiembre 2019 https://string-db.org/ Szklarczyk
recurso web proteins de PPl y etal., 2018
interactivo que enriquecimiento (61)
permite evaluar funcional

redes de PPl y
enriquecimientos
funcionales en
listas de proteinas
proporcionadas
por el usuario

24



http://xena.ucsc.edu/
http://methhc.mbc.nctu.edu.tw/
https://string-db.org/

7.6 Procedimientos y técnicas

En el flujograma de la Figura 3 se resumen los procedimientos realizados en el

estudio.

Construccion de la
BD de la poblacion

Andlisis de
expresion génica

Analisis de
metilacion del
ADN

Analisis de
asociacion del
estado de
metilacion y
caracteristicas
poblacionales

Andlisis de
sobrevida

Recoleccion de datos a partir de cBioPortal y del TCGA (2017) y
seleccion de la poblacion

Seleccion de DEGs en TCGA-CESC mediante GEPIA ]
Recoleccion de niveles de expresién mediante UCSC Xena ]

Eliminacién de DEGs con
campos vacios de expresion

Evaluacion de diferencia en la expresidn entre las pacientes sin y
con exceso de peso mediante pruebas t de student (p<0.01)

) 4

Seleccién de DEGs con expresion diferencial entre las pacientes
sin 'y con exceso de peso

Recoleccion de niveles de metilacion de la region promotora de los
DEGs seleccionados mediante MethHC

2

Seleccidn de transcritos con mayor relevancia bioldgica ]

Evaluacion de diferencia en la metilacién entre las pacientes sin y
con exceso de peso

Nivel de metilacién
Evaluacién de
diferencia mediante

Estado de metilacién
Evaluacion de
diferencia mediante
pruebas de suma de andlisis de regresion
rangos Wilcoxon logistica orginal
(p<0.05) (p<0.05)

Transcritos con nivel o estado de metilacion diferencial entre las
pacientes sin y con exceso de peso

¥

Andlisis de asociacion del estado de metilacion y caracteristicas
clinicas y demograficas mediante modelos de regresion logistica
ordinal

DEGs con expresion diferencial entre las pacientes sin 'y con
exceso de peso

1

Andlisis de sobrevida segun el estado de metilacion de los genes
mediante el método K-M y las pruebas log-rank (p<0.05)

Figura 3 Flujograma de la metodologia del estudio



7.6.1 Construccion de BD de la poblacién

Los datos de las variables clinicas y demogréficas de las pacientes del estudio
fueron recolectados de la Base de datos provisional TCGA-CESC (Cervical
Squamous Cell Carcinoma and Endocervical Adenocarcinoma (TCGA, Firehose
Legacy)) disponible en cBioPortal. Los datos del Estado de infeccion por VPH
fueron obtenidos del material suplementario del estudio del TCGA en CCE del
2017 (44). Los datos fueron incorporados en una BD con el programa estadistico
Stata SE 15.0. El IMC fue calculado a partir de los valores de peso y talla
recolectados con cBioPortal (Tabla 1) como el peso de la paciente (en kg) dividido
por su estatura (en m) elevada al cuadrado. ElI IMC fue categorizado usando el
criterio de la OMS (62): bajo peso (IMC<18.50), peso normal (18.50<IMC<25),
sobrepeso (25<IMC<30) y obesidad (IMC>30). Luego, para evaluar el efecto de un
exceso de peso, las pacientes fueron clasificadas en dos grupos incluyendo mujeres
sin exceso de peso (bajo peso y peso normal) o con exceso de peso (sobrepeso y
obesidad) (12).

7.6.2 Seleccion de DEGs en TCGA-CESC

La identificacion de los DEGs en TCGA-CESC se realiz6 mediante la herramienta
Differential Expression Analysis de GEPIA, la cual se encuentra bajo el menu de
Cancer Type Analysis. Se selecciond la base de datos CESC vy se utilizaron los
siguientes parametros: |Log2FC]| cutoff = 2, un valor de corte para el valor de q =
0.01 y el método de analisis diferencial de ANOVA. Los resultados obtenidos
incluyeron el simbolo del gen, el cédigo ID del gen, las medianas de expresion del
tejido tumoral de cérvix y del tejido sano de cérvix, el Log2(FC) y el valor de p de

la prueba ANOVA con correccién por pruebas multiples segun el método de tasa

26



de descubrimiento falso (FDR, por sus siglas en inglés). Todos los datos fueron

recolectados manualmente e ingresados a una BD en Microsoft Excel.

7.6.3 Construccion de la BD de expresion de los DEGs

7.6.3.1 BD de expresion de los DEGs en TCGA-CESC

Debido a que GEPIA no provee informacién de niveles de expresion génica de los
DEGs por paciente, se empleo otro recurso web denominado UCSC Xena para la
obtencién de dicha informacion. Se utilizd la herramienta Xena Functional
Genomics Explorer y se seleccion0 el estudio TCGA Cervical Cancer (CESC) y las
siguientes variables fenotipicas: Cédigo de muestra de la paciente, Codigo de la
muestra biologica y Tipo de muestra.

Luego, se seleccionaron unicamente las muestras de tumor primario utilizando la
herramienta de filtro (Filter actions) en la barra de bdsqueda del UCSC Xena. Esta
herramienta se encuentra en la parte superior del portal y permite seleccionar
muestras segn un término o cddigo. En este caso, se conservaron aquellas muestras
que fueran del tipo tumor primario utilizando el término en inglés “Primary
Tumor”.

Para la variable de expresion, se escogid gene expression RNAseq - IlluminaHiSeq.
Esta variable muestra las estimaciones de transcripcion a nivel del gen como el
recuento normalizado de valores RSEM transformados a log2(x+1), donde x es el
valor RSEM. Los datos de expresion génica provienen de la medicion experimental
a través de la plataforma Illumina HiSeq 2000 RNA Sequencing elaborada por el
Centro de Caracterizacion del Genoma del TCGA de la University of North

Carolina.
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Se ingresaron los nombres de los DEGs identificados previamente (seccion 7.6.2)
y se descargaron los datos de expresion como archivos .tsv. Luego, estos fueron
importados y manejados en Stata en archivos de aproximadamente 200 DEGs cada
uno, debido a la gran cantidad de datos.

Finalmente, se procedi6 a eliminar a los DEGs cuyos valores de expresion estaban
conformados por campos vacios utilizando el paquete missings en el programa
Stata. Los valores de expresion por paciente fueron enlazados con los valores de
IMC recolectados en la BD de la poblacién elaborada en la Seccién (7.6.1).
7.6.3.2 BD de expresion de DEGs seleccionados en TCGA TARGET GTEXx
Se analiz6 exploratoriamente la expresion en los DEGs seleccionados por su
asociacion con el estado de obesidad (Seccion 7.7.1.2.1) segun el tipo de muestra
(tumoral y tejido normal). Este andlisis tuvo la finalidad de corroborar el estado de
expresion de los genes en tejido tumoral de cérvix en comparacion a un tejido sano
obtenido en GEPIA. Debido a que el proyecto TCGA-CESC solo cuenta con 3
muestras de tejido sano de cérvix, se empleo el estudio TCGA TARGET GTEX en
UCSC Xena para recolectar los datos de expresion de DEGs seleccionados en
muestras de tejido sano y compararlas con la expresion en tejido tumoral. Los datos
de este estudio provienen del UCSC RNA-seq Compendium y comprende muestras
tanto del TCGA como del GTEX (repositorio de expresion de tejidos sanos). Las
muestras del estudio TCGA TARGET GTEX han sido reanalizadas siguiendo una
misma metodologia de analisis de RNA-seq, lo que posibilita la comparacion de la
expresion de las muestras tumorales de cérvix (del TCGA-CESC) y las muestras de

tejido sano (del GTEX) dentro del mismo estudio.
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El procedimiento para la construccion de la BD de expresion fue similar al utilizado
para la BD de expresion en TCGA-CESC en la seccion anterior (7.6.3.1). Se
seleccion0, en Xena, la base de datos TCGA TARGET GTEX vy las variables:
Estudio, Tipo de muestra, Sitio primario, Cddigo de muestra de la paciente o del
sujeto sano, Cadigo de la muestra bioldgica y Tipo de muestra.

A continuacion, se seleccionaron uUnicamente las muestras de cervix con la
herramienta de filtro como se describié en la seccion anterior (7.6.3.1), esta vez
usando como término de seleccion de muestras la palabra “cervix”.

Luego, se selecciond la variable de expresion gene expression RNAseq - RSEM
norm_count, cuya unidad de medida es igual a la descrita en la seccidn anterior
(7.6.3.1). Finalmente, se ingresaron los nombres de los DEGs seleccionados y se
descargaron los datos en un archivo .tsv. Los archivos fueron importados y
manejados en Stata.

7.6.4 Redes de PPI1y enriquecimiento funcional

Se determinaron las interacciones entre las proteinas codificadas por los genes con
diferencia de expresion entre los grupos de estudio, consultando la base de datos
STRING. EI analisis se ejecutd con la herramienta Multiple Proteins by
Names/Identifiers, para lo cual se ingresaron los nombres de los genes y se
seleccion6 el organismo Homo sapiens. Se empled un puntaje minimo de
interaccion requerida de 0.400 (confianza media) y los bordes de la red se
configuraron por colores que indican el tipo de interaccion evidenciada. Se
construyeron redes de PPI cuya significancia estadistica estuvo dada por un valor

de p. Asimismo, se evaluaron enriquecimientos funcionales segun los sistemas de
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clasificacion de GO y KEGG. La significancia estadistica de cada enriquecimiento
funcional estuvo dada por un valor de p corregido por el método FDR.

7.6.5 Construccion de la BD de metilacion del ADN

Para la recoleccion de los valores de metilacion de la region promotora de los genes
seleccionados se utilizd la herramienta Gene search de MethHC. Se seleccionaron
las siguientes opciones en el portal: estudio CESC, region génica Promoter y
método de evaluacion de nivel de metilacion Median.

En el caso de que el portal tuviera disponible los datos de méas de un transcrito por
gen, se escogieron los transcritos que codifican a la isoforma candnica o
predominante segun lo reportado por las bases de datos NCBI, Ensembl y UniProt.
Los valores de metilacion estan expresados como coeficientes  y fueron obtenidos
mediante un Beadchip Illumina Infinium HumanMethylation 450 Dell TCGA (44).
Los valores de p van de 0 (no metilado) a 1 (completamente metilado) y son

calculados mediante la siguiente formula:

B M
~ (U+ M +100)

B

donde:

M = Intensidad de la sonda metilada

U = Intensidad de la sonda no metilada

El valor de metilacion en cada muestra estuvo dada por la mediana del coeficiente
B de todas las sondas que mapean la region promotora del transcrito (63). Los
valores para cada transcrito fueron descargados como archivos .txt, los cuales luego
fueron convertidos a formato .dta en Stata y finalmente fueron ingresados en una
sola BD de metilacion.

Adicionalmente, se crearon variables para el estado de metilacion (variable

categorica ordinal) para los transcritos seleccionados a partir de los respectivos
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niveles de metilacion (variable cuantitativa continua). La clasificacion del estado
de metilacion de cada gen en CCE se basé en puntos de cortes del coeficiente 3
reportados y empleados en otros estudios de epigendmica del cancer (55,56). Se
consider6 como hipometilado si B<0.1, metilacion normal si 0.1<p<0.3 e
hipermetilado si p>0.3. Esta clasificacion fue empleada en lugar de una
clasificacion basada en controles de tejido sano de cérvix debido a que el estudio

TCGA-CESC solo cuenta con tres muestras sanas con informacion epigenémica.

7.7 Plan de analisis

7.7.1.1 Analisis descriptivo de las caracteristicas clinicas y demograficas

Se compararon las caracteristicas clinicas y demogréaficas entre los grupos de
estudio. Las variables cualitativas se expresaron como n (%) y se evalud su
asociacion con el exceso de peso mediante la prueba exacta de Fisher o Chi2. Las
variables cuantitativas se expresaron como media (desviacion estandar) y fueron
evaluadas mediante la prueba t de student si presentaron distribucién normal, de lo
contrario se expresaron como mediana [rango intercuartil] y fueron evaluadas con
la prueba de suma de rangos Wilcoxon. La tabla de resumen de los datos y los
analisis estadisticos fueron realizados con el paquete compareGroups (64) en el
programa R. El nivel de significancia estuvo dado por un valor de p<0.05.

7.7.1.2 Analisis de expresion genica

7.7.1.2.1 Anadlisis de expresion por estado de exceso de peso

Se compard el nivel de expresion entre las muestras de cérvix tumorales de las
pacientes con exceso de peso y sin exceso de peso para los DEGs identificados en
la Seccion 7.6.3.1. Para ello se aplicaron pruebas t de student. El nivel de

significancia estuvo dado por un valor de p<0.01. Se elaboré un codigo (script) en
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Stata para el analisis estadistico de los 1695 DEGs segun el estado de exceso de
peso. El cddigo consistio en generar un bucle que permita ejecutar de manera
automatizada las pruebas t de student y guardar los principales resultados obtenidos,
como el valor de p, la media y la desviacion estandar para cada grupo de estudio.
El cddigo se baso en el uso de los comandos post en Stata y se encuentra detallado
en el Anexo 1.

7.7.1.2.2 Nivel de expresion por tipo de muestra

Para comparar el nivel de expresion de muestras tumorales de cérvix y muestras de
tejido sano, se evalud la diferencia de expresion basada en las medias mediante
pruebas t de student. El nivel de significancia estuvo dado por un valor de p<0.05.
Se emple6 un cddigo de andlisis en Stata similar al previamente descrito (Anexo 2)
7.7.1.3 Analisis de metilacion del ADN

7.7.1.3.1 Nivel y estado de metilacion en funcion del estado de exceso de peso
Se compar6 el nivel de metilacion de la region promotora de los transcritos
seleccionados, entre las muestras de cérvix tumorales de las pacientes con exceso
de peso y sin exceso de peso. Para ello se aplicaron pruebas de suma de rangos
Wilcoxon. El nivel de significancia estuvo dado por un valor de p <0.05. Los
analisis fueron realizados en el programa R.

Asimismo, se evalud la asociacion del estado de metilacion de los transcritos con
el estado de exceso de peso mediante modelos de regresion logistica ordinal. El
nivel de significancia estuvo dado por un valor de p<0.05 y los intervalos de
confianza (IC) fueron reportados al 95%. El analisis estadistico se realizé con el

programa Stata y se crearon graficos utilizando el programa Microsoft Excel.
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7.7.1.3.2 Nivel de metilacion por tipo de muestra

Se compar6 el nivel de metilacién de la region promotora de los transcritos
seleccionados, entre muestras tumorales y muestras sanas, mediante pruebas de los
rangos con signo de Wilcoxon (prueba no paramétrica para muestras pareadas). Los
niveles de metilacion fueron representados en diagramas de caja segun el tipo de
muestra. El nivel de significancia estuvo dado por un valor de p<0.05. Los analisis
fueron realizados en el programa R y los graficos creados con el paquete ggplot2
(65)

7.7.1.4 Asociacion del estado de metilacion con caracteristicas clinicas y
demograficas

Se seleccionaron los transcritos que presentaron una asociacion entre el nivel de
metilacion o estado de metilacion con el estado de exceso de peso (descrito en la
Seccion 7.7.1.3.1) y se evalud en ellos la asociacion del estado de metilacion con
caracteristicas clinicas y demograficas mediante modelos de regresion logistica
ordinal. La construccion de los modelos se realiz6 de manera independiente para
cada transcrito, donde la variable dependiente fue el estado de metilacién y las
variables independientes correspondieron a caracteristicas clinicas y demograficas.
Las variables independientes con mas de dos categorias fueron dicotomizadas
debido al bajo nimero de casos en algunas categorias. Las variables independientes
para los analisis fueron edad, tipo de CCE (Carcinoma de células escamosas, Otros),
estadio clinico del CCE (Estadio | o Il/Estadio Il o IV), estado de infeccién por
VPH (Infeccidn por VPH 16 6 18/Infeccidn por otras cepas), raza (Blanca, Otras),

historia de tabaquismo (no fumadora de por vida/fumadora antigua o actual),
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historia de uso de anticonceptivos hormonales (nunca ha usado/usuaria antigua o
actual) y estado de menopausia (pre-menopausia/post-menopausia).

Primero, se construyeron modelos bivariados para cada factor. Luego, se
construyeron modelos multivariados considerando los factores asociados
significativamente con el estado de metilacion en el modelo anterior (p<0.05). El
nivel de significancia fue dado por un valor de p <0.05 y los intervalos de confianza
(IC) fueron reportados al 95%. Todo el analisis estadistico se realizé utilizando el

programa Stata.

7.7.1.5 Sobrevida global en funcion del estado de metilacion

Se utilizé el método de Kaplan-Meier (K-M) para crear las graficas de sobrevida
global segun el estado de metilacion de los transcritos de aquellos DEGs que
mostraron diferencia de expresion asociada al estado de exceso de peso (Seccion
7.7.1.2.1) y la prueba de log-rank para evaluar diferencias entre las curvas de
sobrevida. El nivel de significancia fue dado por un valor de p <0.05. Se excluyeron
del analisis aquellos transcritos con mas del 97% de datos para una sola categoria
en el estado de metilacion. El andlisis estadistico se realizo utilizando el programa

Stata.

7.8 Consideraciones éticas

El proyecto fue exento de aprobacion por el Comité Institucional de Etica de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia (SIDISI 103802), con fecha 06 de marzo
del 2019. La confidencialidad de las participantes se mantuvo durante todo el
estudio ya que las pacientes estan identificadas exclusivamente por cddigos

elaborados por el Proyecto TCGA-CESC.
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8 RESULTADOS

8.1 Caracteristicas de la poblacion

El proyecto TCGA-CESC en el repositorio cBioPortal comprende 308 pacientes
con CCE. Se evaluo la elegibilidad de las 308 pacientes del estudio, de las cuales
fueron excluidas 54 incluyendo a dos que presentaban tipos de muestras
metastasicas, ocho que tuvieron diagndstico previo de céancer, una que nho
presentaba dato de diagnéstico previo de cancer, 29 que no tuvieron registro de peso
y 14 que no tuvieron registro de talla. En consecuencia, se recolectaron datos de las

caracteristicas clinicas y demogréaficas de 254 pacientes.

En la Tabla 4 se presentan las caracteristicas generales de la muestra segun el grupo
de estudio (sin exceso de peso y con exceso de peso) y a nivel total. El nUmero de
de pacientes con CCE que presentaban exceso de peso (n=157, 61.8%) fue mayor
que el de las pacientes sin exceso de peso (n=97, 38.2%). Hubo una diferencia
significativa en el IMC entre los grupos, lo cual concuerda con lo esperado ya que

la clasificacion se baso en un punto de corte de IMC igual a 25.

Las pacientes tuvieron una edad promedio de 48.1 + 13.3 afios al momento del
diagnostico del CCE. La mediana de la sobrevida global fue de 23.6 [13.7;40.9]
meses y el 79.9% de pacientes estaban vivas. La mayoria present6 el subtipo
histoldgico de carcinoma de células escamosas (n=209, 82.3%) y un estadio clinico
temprano del CCE (estadio | o 1) (n=194, 76.4%). Asimismo, el 43.7% presento
infeccion por VPH 16 6 18 (n=111). El 39% de las pacientes no presentd

informacion para esta caracteristica.
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La mayoria de las pacientes fueron de raza blanca (n=183, 72%). Hubo una
diferencia significativa en la raza entre los grupos (p<0.001), probablemente debido
a que la fraccion de pacientes de raza asiatica es mucho mayor en el grupo sin

exceso de peso (n=16, 16.5%) que en el grupo con exceso de peso (n=3, 1.9%).

Mas de la mitad reportd ser no fumadora de por vida (n=131, 51.6%). No se
contaron con datos acerca de la historia del uso de anticonceptivos hormonales en
una fraccién importante de la poblacion (41.2%) y, cuando si se conoci6 dicha
informacion, la categoria mas frecuente fue la de nunca haber usado

anticonceptivos hormonales (n=84, 33.1%). Asimismo, la mayoria se encontraba

en la pre-menopausia (=132, 52%).

A excepcion de la raza, no hubo diferencias en las variables demograficas o clinicas

entre ambos grupos (p>0.05).

Tabla 4 Caracteristicas generales de las pacientes por grupo de estudio

Total IMC<25 IMC>25
(n=254) (n=97) (n=157) P
IMC (kg/m2) 28.0 (7.62) | 21.3(2.45) | 32.0(6.82) |<0.001
Edad (afios) 48.1 (13.3) | 49.2(14.2) | 47.5(12.8) | 0.345
Sobrevida global 23.6 21.4 25.0 0.533
(meses) [13.7;40.9] | [13.6;36.2] | [14.0;44.6] '
Estado de sobrevida 0.195
Vivo 203 (79.9%) | 73 (75.3%) | 130 (82.8%)
Fallecido 51 (20.1%) | 24 (24.7%) | 27 (17.2%)
Subtipo histolégico 0.54
Carcinoma de células | 54 5 304) | 81 (83.5%) | 128 (81.5%)
escamosas
Adenocarcinoma 25 (9.84%) | 7(7.22%) | 18 (11.5%)
endocervical
Carcinoma mucinoso 15 (5.91%) | 6 (6.19%) 9 (5.73%)
Otros 5 (1.97%) 3 (3.09%) 2 (1.27%)
Estadio clinico 0.071
Estadio | o Il 194 (76.4%) | 67 (69.1%) | 127 (80.9%)
Estadio 111 0 IV 55 (21.7%) | 27 (27.8%) | 28 (17.8%)
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No documentado

5 (1.97%)

3 (3.09%)

2 (1.27%)

Estado de infeccion por

VPH 0.955
VPH 16 6 18 111 (43.7%) | 38 (39.2%) | 73 (46.5%)
Otras cepas 36 (14.2%) | 13 (13.4%) | 23 (14.6%)
Negativo 8 (3.15%) 3 (3.09%) 5 (3.18%)
No documentado 99 (39.0%) | 43 (44.3%) | 56 (35.7%)
Raza <0.001
Blanca 183 (72.0%) | 61 (62.9%) | 122 (77.7%)
Negra o afroamericana 21 (8.27%) | 8(8.25%) | 13 (8.28%)
Asiatica 19 (7.48%) | 16 (16.5%) | 3 (1.91%)
Otras 8 (3.15%) 2 (2.06%) 6 (3.82%)
No documentado 23 (9.06%) | 10 (10.3%) | 13 (8.28%)
Historia de tabaquismo 0.084
No fumadora de por vida | 131 (51.6%) | 53 (54.6%) | 78 (49.7%)
Actual fumadora 48 (18.9%) | 20 (20.6%) | 28 (17.8%)
pctual fumadora | 44 (17.3%) | 10 (10.3%) | 34 (21.7%)
No documentado 31 (12.2%) | 14 (14.4%) | 17 (10.8%)
Historia de uso de
anticonceptivos 0.286
hormonales
Nunca ha usado 84 (33.1%) | 34 (35.1%) | 50 (31.8%)
Antigua usuaria 49 (19.3%) | 22 (22.7%) | 27 (17.2%)
Actual usuaria 14 (5.51%) | 3(3.09%) | 11 (7.01%)
No documentado 107 (42.1%) | 38 (39.2%) | 69 (43.9%)
Estado de menopausia 0.787

Pre-menopausia

132 (52.0%)

50 (51.5%)

82 (52.2%)

Post-menopausia

72 (28.3%)

27 (27.8%)

45 (28.7%)

Indeterminado

2 (0.79%)

0 (0.00%)

2 (1.27%)

No documentado

48 (18.9%)

20 (20.6%)

28 (17.8%)
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8.2 Seleccion de DEGs en TCGA-CESC

A través de la herramienta web GEPIA, se identificaron inicialmente 2042 DEGs
en CCE, de los cuales 1264 fueron DEGs sub-expresados y 778 DEGs sobre-
expresados. Luego de la descarga de los datos de expresion a través de la
herramienta web UCSC Xena, se eliminaron 347 DEGs cuyos valores de expresion

contenian campos vacios. El nimero final de DEGs a analizar fue de 1695.

8.3 Analisis de expresién génica

8.3.1 Anadlisis de expresion por estado de exceso de peso

Se identificaron 39 DEGs que mostraron diferencias significativas (p<0.01) de
expresion génica entre las pacientes sin exceso y con exceso de peso, lo cual
representa el 2.3% del total de DEGs. En la Figura 4 se presenta un flujograma del
procesamiento realizado. De los 39 genes seleccionados, 19 fueron sub-expresados

y 20 fueron sobre-expresados.
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Figura 4 Flujograma de seleccion de DEGs

39




Los resultados obtenidos para los DEGs sub-expresados y sobre-expresados se
resumen en la Tabla 5y Tabla 6, respectivamente.

De los 19 genes sub-expresados seleccionados, se evidencia que el gen mas sub-
expresado en CCE es C20RF40, el cual se expresa aproximadamente 6 veces
menos que en tejido cervical sano (Tabla 5). Otros genes sub-expresados en CCE
fueron SRPX (Log2FC=-4.72), CHRDL2 (Log2FC=-4.26) y TUB (Log2FC=-4.08)
(Tabla 5).

Con respecto a los 20 genes sobre-expresados seleccionados, se evidencia que los
dos genes mas sobre-expresados en CCE son ASF1B y PTTG1, los cuales se
expresan 5 veces mas que en tejido cervical sano (Tabla 6). Otros genes con mayor
sobre-expresion en CCE son KIFC1 (Log2FC=4.49) y LMNB1 (Log2FC=3.9)
(Tabla 6).

En 18 de los 19 DEGs sub-expresados en CCE, la media de expresion del grupo
con exceso de peso fue menor que la media del grupo sin exceso de peso (Tabla 5).
Por otro lado, en 19 de los 20 DEGs sobre-expresados en CCE, la media de
expresion del grupo con exceso de peso fue mayor que la media del grupo sin

exceso de peso (Tabla 6).
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Tabla 5 Resultados de expresion de los DEGs sub-expresados en CCE

Gen

Proteina
codificada

Expresion (UCSC Xena?)

Expresion (UCSC Xena®)

Expresion (GEPIA)

IMC<25
(n=96)

IMC>25
(n=154)

p

Tumor
(n=304)

Sano
(n=10)

Tumor

Sano

Log2(FC)

FDR

PLA2G2A

Fosfolipasa
A2, asociada
a membrana

3.52 (2.98)

2.24 (2.38)

0.0002

3.56 (2.96)

7.10 (3.01)

2.37E-04

0.38

4.63

-2.03

0.000293

SPOCK1

Testican-1

7.52 (2.12)

6.63 (1.95)

0.0009

7.73 (2.04)

11.13 (1.28)

2.99E-07

1.58

25.03

-3.34

1.13E-07

CRMP1

Proteina
mediadora de
respuesta de
colapsina 1

6.95 (2.08)

6.18 (1.71)

0.0014

7.44 (1.78)

9.94 (0.75)

1.36E-05

1.85

17.78

-2.72

5.74E-06

NOS3

Sintasa de
oxido nitrico
3

6.82 (1.11)

6.39 (1.05)

0.0024

7.39 (1.05)

9.67 (0.90)

6.46E-11

2.19

13.31

-2.16

2.56E-14

EML1

Proteina 1
similar a
proteina

asociada a

microtibulos
de
equinodermo

6.95 (1.52)

6.42 (1.25)

0.0031

7.50 (1.35)

10.34 (0.50)

1.23E-10

1.63

12.39

-2.35

5.95E-14

SHANK3

Proteina 3
SH3 con
multiples
dominios

8.15 (0.82)

7.85 (0.77)

0.0031

8.72 (0.77)

11.89 (0.96)

3.09E-30

2.05

15.67

-2.45

2.97E-30
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repetidos de
anquirina

C150RF59

Factor
sinaptico
inhibitorio 1

3.83 (2.01)

3.11 (1.80)

0.0034

4.64 (2.04)

8.47 (1.07)

9.31E-09

0.57

6.94

-2.34

1.32E-07

EDIL3

Proteina 3
gue contiene
repeticiones
tipo EGF y
dominio tipo
discoidina |

4.94 (2.26)

4.08 (2.28)

0.0041

7.77 (1.80)

9.70 (1.59)

8.93E-04

1.36

10.87

-2.33

4.44E-05

TUB

Homdloga de
la proteina
Tubby

5.92 (1.87)

5.23 (1.81)

0.0041

6.32 (1.94)

11.54 (1.30)

1.14E-15

0.49

24.13

-4.08

2E-35

SEC31B

Proteina de
transporte de
proteinas
Sec31B

6.30 (1.15)

6.73 (1.16)

0.0042

7.64 (1.11)

10.38 (0.48)

1.16E-13

2.52

13.18

-2.01

2.48E-14

GPMG6A

Glicoproteina
M6A de
membrana
neuronal

1.78 (1.57)

1.27 (1.36)

0.0066

1.89 (1.75)

7.50 (1.44)

1.46E-20

0.04

4.25

-2.34

C20RF40

Augurina

2.12 (2.08)

1.49 (1.55)

0.0071

2.34 (1.96)

9.54 (1.75)

1.04E-25

0.19

60.23

-5.68

MAP1B

Proteina 1B
asociada a
microtUbulo

7.96 (1.77)

7.34 (1.79)

0.0072

8.35 (1.84)

11.93 (0.73)

2.60E-09

0.75

12.15

-2.91

6.57E-11
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Factor de
FGF10 | CreCIMIento |4 470.67) | 0.18 (0.45) | 0.0073 | 1.86 (1.66) | 9.46 (1.31) | 5.59E-36 | 0.04 |13.02| -3.75 0

de fibroblasto

10

Homologo 2
TTYH2 de proteina | 5.71 (1.57) | 5.19 (1.39) | 0.0076 | 6.33 (1.44) | 9.10(0.74) | 4.48E-09 | 0.73 | 7.48 -2.29 | 9.71E-15
tweety
Proteina 2
CHRDL2 | tiposimilara | 3.30 (2.32) | 2.57 (1.98) | 0.0086 | 4.01 (2.17) | 8.76 (4.18) | 2.02E-10 | 0.57 |28.97 | -4.26 | 1.16E-20
cordina
Proteina
SRPX que
SRPX contiene 5.43 (1.95) | 4.80 (1.77) | 0.0088 | 5.96 (1.82) | 10.77 (1.30) | 3.18E-15 | 1.26 | 58.66 -4.72 1.02E-21
repeticion
Sushi
Proteina 2
PRICKLE2 | similara | 7.33(1.22) | 6.91 (1.26) | 0.0090 | 7.82 (1.26) | 11.37 (0.87) | 7.62E-17 | 0.93 | 14.34 | -2.99 | 5.48E-23
prickle

Tetraspanina
18

Los valores de expresion de UCSC Xena se expresan como media (desviacién estandar) del nivel de expresién. El nivel de expresion se representa como
el recuento normalizado de valores RSEM transformados a log2(RSEM+1). Los valores de expresion de GEPIA se expresan como la mediana del nivel
de expresién. El nivel de expresién se representa como transcritos por millén (TPM) transformados al log2(TPM+1). El Log2FC es definido como la
mediana (Tumor) — mediana (Sano).

& datos del estudio “TCGA Cervical Cancer (CESC)”

b datos del estudio “TCGA TARGET GTEX"

p: valor de p de la prueba t de student

FDR: valor de p de la prueba ANOVA con correccion por pruebas mdaltiples segin el método FDR (recolectado de GEPIA)

TSPAN18 6.59 (1.80) | 6.05 (1.45) | 0.0096 | 7.07 (1.66) | 9.79 (1.15) | 4.92E-07 | 1.10 | 1054 | -2.46 | 3.61E-10
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Tabla 6 Resultados de expresion de los DEGs sobre-expresados en CCE

Expresion (UCSC Xena?)

Expresion (UCSC Xena®)

Expresion (GEPIA)

Gen Proteina IMC<25 IMC>25 Tumor Sano
(n=96) (n=154) p (n=304) (n=10) p Tumor | Sano | Log2(FC) FDR
Fosfatasa 3 8.67 207
CDC25C inductorade | 7.75(0.70) | 8.06 (0.65) | 0.0003 ' ' 0.00E+00 | 7.26 0.09 2.92 2.78E-32
(0.66) (2.11)
fase M
. 12.06 7.40
LMNB1 Lamin B1 | 11.16 (0.71) | 11.44 (0.62) | 0.0011 0.00E+00 | 60.18 | 3.10 3.90 6.59E-30
(0.68) (1.34)
Subunidad
gama comun 9.96 6.86 i i
IL2RG de receptor 8.76 (1.49) | 9.39 (1.63) | 0.0022 (1.60) (0.8) 3.55E-09 | 25.17 | 3.97 2.40 1.54E-05
de citoquina
Subunidad
del tipo beta 11.54 8.94
PSMB9 9 del 10.27 (1.49) | 10.82 (1.35) | 0.0032 (1.42) (0.52) 1.75E-08 | 165.78 | 32.55 2.31 1.06E-05
proteosoma
. 8.74 6.09
GNLY Granulisina | 7.24 (1.96) | 8.03 (2.11) | 0.0035 459E-05 | 20.72 | 2.77 2.53 0.00316
(2.02) (0.52)
Proteina
TEMP de 8.68 3.76
C1ORF210 | membranade | 7.81 (1.03) | 8.18 (0.94) | 0.0041 ' ' 6.44E-29 | 10.45 | 0.20 3.26 8.62E-10
(1.04) (4.10)
endosoma
tipo Il
Antigeno 8.76 558
CD52 CAMPATH- | 7.76 (1.42) | 8.30 (1.44) | 0.0042 ' ' 451E-11 | 53.63 | 8.61 2.51 6.92E-06
1 (1.46) (0.91)
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Quimiocina 5

10.45

7.32

CCL5 con motivo | 9.38 (1.59) | 10.04 (1.88) | 0.0046 (1.76) (1.07) 5.29E-08 | 4222 | 7.23 2.39 0.000173
C-C . .
Factor de

ETV7 transcripcion | 8.12 (1.45) | 8.63 (1.34) | 0.0047 (2';73) (i'gg) 2.63E-14 14.56 1.39 2.70 2.48E-09
ETV7 ' '
Histona H2B 7.12 4.97

HIST1H2BJ tipo 1-J 6.59 (1.34) | 7.10 (1.41) | 0.0054 (L41) (2.02) 4.15E-06 | 12.00 | 1.58 2.33 0.000242
Homélogo de
la proteina 1

MNDL | dedivision | 7.12 (0.82) | 7.41(0.81) | 0.0066 | S8 297 | 0 00E+00 | 11.37 | 045 | 3.09 | 8.53E-34
nuclear (0.78) (1.44)
meidtica
Homologo A
de proteina 9.41 5.80

POC1A centriolar 8.53(0.79) | 8.80(0.72) | 0.0068 (0.75) (1.00) 4.72E-38 | 13.00 | 0.96 2.84 1.94E-24
POC1
Proteina
KIFC1 11.34 5.68

KIFC1 similar a 10.52 (0.59) | 10.73 (0.61) | 0.0071 (0.61) (1.71) 0.00E+00 | 38.61 | 0.76 4.49 0
Kinesina
Proteina 10.24 6.66

FAM110C FAM110C 6.12 (1.30) | 5.59 (1.63) | 0.0074 (1.47) (3.72) 1.18E-11 | 15.22 | 1.70 2.59 2.77E-05
Chaperona

ASF1B de histona | 10.52 (0.73) | 10.78 (0.73) | 0.0076 (101'7327) é'gi) 0.00E+00 | 48.38 | 0.45 5.09 0
ASF1B ' '
Cadena delta

CD3D CD3 de 6.49 (1.74) | 7.10(2.75) | 0.0077 (I'gg) é'ﬁ) 3.41E-08 | 12.49 | 1.86 2.24 3.66E-05

glucoproteina
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de superficie
de células T
PTTG1 Securina | 10.57 (0.83) | 10.85 (0.79) | 0.0084 | 1147 625 1 9 00E+00 | 157.74 | 3.80 | 5.05 0
. . . . . (0.79) (1.66) . . . :
Proteina
PSF2 del
complejo de 10.50 5.44 i
GINS2 replicacion 9.57 (0.69) | 9.81(0.72) | 0.0089 (0.69) (1.25) 0.00E+00 | 19.35 | 0.76 3.53 1.4E-36
del ADN
GINS
Tirosina
proteina 12.28 10.28
ERBB3 quinasa | 11.21 (0.86) | 11.52 (0.89) | 0.0090 ' ; 2.89E-10 | 44.62 | 9.68 2.10 1.57E-11
(0.93) (1.57)
receptora
erbB-3
Antigeno
nuclear de 13.25 10.08
PCNA célula 12.44 (0.69) | 12.66 (0.59) | 0.0092 (0.63) (0.82) 0.00E+00 | 281.66 | 37.48 2.88 3.19E-28
proliferante

Los valores de expresion de UCSC Xena se expresan como media (desviacidn estandar) del nivel de expresion. El nivel de expresion se representa como
el recuento normalizado de valores RSEM transformados a log2(RSEM+1). Los valores de expresion de GEPIA se expresan como la mediana del nivel
de expresion. El nivel de expresién se representa como transcritos por millén (TPM) transformados al log2(TPM+1). EI Log2FC es definido como la
mediana (Tumor) — mediana (Sano).

& datos del estudio TCGA Cervical Cancer (CESC)

b: datos del estudio TCGA TARGET GTEx

p: valor de p de la prueba t de student

FDR: valor de p de la prueba ANOVA con correccion por pruebas multiples segin el método FDR (recolectado de GEPIA)
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8.3.2 Nivel de expresién por tipo de muestra

Debido a que GEPIA sélo brindd la informacion cualitativa de expresion génica, se
recurrio a UCSC Xena (BD seleccionada: TCGA TARGET GTEX) para conocer la
informacion cuantitativa de expresion genica de los 39 genes de interés. Asi, se
comparo6 la expresion de los genes entre tejido tumoral de cérvix y tejido sano de
cérvix. Como era de esperarse, los genes sub-expresados, las medias de expresion
del tejido de tumor primario fueron menores que las medias de expresion de tejido
sano (p<0.001) (Tabla 5). En contraste, para los genes sobre-expresados, las medias
de expresion del tejido de tumor primario fueron mayores que las medias de
expresion de tejido sano (p<0.001) (Tabla 6). Estos resultados coinciden con los
esperado en base a los resultados de GEPIA y confirman el estado de expresion de

los DEGs codificantes seleccionados en la poblacion de estudio.

8.4 Analisis de redes de PPI y enriquecimiento funcional

A través del programa STRING se construyeron redes de PPl y se evaluaron
enriquecimientos funcionales utilizando los sistemas de clasificacion de GO y
KEGG.

8.4.1 Genes sub-expresados

En el caso de los genes sub-expresados, se analizaron las proteinas codificadas por
18 de los 19 genes seleccionados (PLA2G2A, SPOCK1, CRMP1, NOS3, EML1,
C150RF59, EDIL3, TUB, SEC31B, GPM6A, C20RF40, MAP1B, FGF10,
TTYH2, CHRDL2, SRPX, PRICKLE2, TSPAN18). La proteina SHANK3 no se
incluyé en el analisis porque no fue identificada en el programa STRING. No se
evidencid una red estadisticamente significativa conformada por las 18 proteinas

(p-valor=1) y tampoco hubo algun enriquecimiento funcional.
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8.4.2 Genes sobre-expresados

En cuanto a los genes sobre-expresados, se analizaron las proteinas codificadas por
los 20 genes seleccionados: CDC25C, LMNB1, IL2RG, PSMB9, GNLY,
C10RF210, CD52, CCL5, ETV7, HIST1H2BJ, MND1, POCI1A, KIFC],
FAM110C, ASF1B, CD3D, PTTG1, GINS2, ERBB3, PCNA.

La red de enriquecimiento de PPI fue significativa (p=5.86e-10). En la Figura 5 se
ilustra la red PPI conformada por dos sub-redes (una de 10 proteinas y otra de 3
proteinas) y 23 bordes en total. En la figura de la red se excluyeron aquellas
proteinas que no presentaron interacciones, las cuales fueron CCL5, C1ORF210,
FAM110C, GNLY, ERBB3, POC1A, ETV7.

La red de 10 proteinas estuvo conformada por la proteina CDC25C como nodo
central y las proteinas PSMB9, PTTG1, KIFC1, GINS2, ASF1B, PCNA, MND1,
HIST1H2BJy LMNBL. En ella, se evidenciaron 19 bordes, de los cuales 14 fueron
de asociaciones por co-expresion (lineas negras), 2 asociaciones por evidencia
experimental (lineas moradas) y 3 asociaciones por evidencia en BD curadas (lineas
celestes). Por otro lado, la red de tres proteinas estuvo conformada por las proteinas
CD52, IL2RG y CD3D. Se evidenciaron cuatro bordes conformados por tres
asociaciones por co-expresion (lineas negras) y una asociacion por evidencia en BD

curadas (lineas celestes).
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PCNA
- Proceso del ciclo celular
- Organizacion del
cromosoma
- Elongacion de la cadena
de ADN implicada en la
replicacion del ADN

LMNB1

CDC25C FHY - Replicacion del ADN
- Proceso del ciclo celular v nléclear i celutar
- Respuesta celular al - Respuesta celular al
estimulo de dafio al ADN estimulo de dafio al ADN

Figura 5 Red de PPI de los genes sobre-expresados seleccionados

Lared PPI resume la red de asociaciones predichas para el grupo de genes sobre-expresados
seleccionados. Los nodos de la red son proteinas. Los bordes representan las asociaciones
predichas y estan coloreados en base al tipo de evidencia utilizada para la prediccién. Linea
morada: evidencia experimental, linea celeste: evidencia de BDs curadas linea negra:
evidencia de co-expresion. Se excluyeron de la red las proteinas que no presentaron
interacciones (en total 7). Se incluye en recuadros, los principales BP en los que las
proteinas CDC25C y PCNA participan.

Asimismo, se evidencié enriquecimiento funcional para 12 procesos bioldgicos
(BP), y 8 rutas KEGG. Los detalles del enriquecimiento se resumen en las Tabla 7
y Tabla 8. Entre los términos BP enriquecidos se encontraron términos relacionados
al ciclo celular (“Proceso del ciclo celular”, “Proceso del ciclo celular mitotico”,
“Organizacion del cromosoma”), a la replicacion del ADN (“Elongacion de la
cadena de ADN implicada en la replicacion del ADN”, “Replicacion del ADN

nuclear”), a procesos que involucran otros organismos (“Proceso de multiples

organismos”, “Interaccidn entre especies entre organismos”) y a procesos
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relacionados a la reproduccion (“Espermatogénesis”, “Proceso reproductivo”,
“Proceso reproductivo de organismos multicelulares”). No hubo enriquecimiento
en términos GO para MF ni CC.

Por Gltimo, los términos KEGG enriquecidos incluyeron rutas relacionadas al ciclo
celular (“ciclo celular”, “meiosis de oocitos”), infecciones (“infeccion HTLV-17,
“enfermedad de Chagas”) y al sistema inmune (“inmunodeficiencia primaria,
diferenciacion de células Thly Th2, diferenciacion de células Th17).

Las funciones de los 39 genes de estudio han sido resumidas en la Tabla 9 para lo

cual se consultaron las BDs de Uniprot y el NCBI.
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Tabla 7 Enriquecimiento funcional de términos de GO en los genes sobre-expresados

Tipo de

Recuento de

término . ID del Descripcion del término GO Recuento genes de FDR Proteinas de la red
término GO de genes

GO fondo

. . CDC25C, GINS2, KIFC1, MND1,
BP G0:0022402 Proceso del ciclo celular 7 890 0.0175 PCNA, POCIA PTTGL

Proceso de multinles ASF1B, CCL5, CDC25C, GNLY,
BP G0:0051704 oraanismos P 10 2222 0.0175 HIST1H2BJ, IL2RG, KIFC1,
g POC1A, PSMB9, PTTG1

. Interaccion entre especies CCL5, CDC25C, GNLY,

BP ] GO:0044419 entre organismos 6 724 0.0201|  \y1ST1H2BI, IL2RG, PSMBY
Elongacion de la cadena de
BP G0:0006271 ADN implicada en la 2 18 0.0205 GINS2, PCNA
replicacion del ADN

BP G0:0007283 Espermatogénesis 5 490 0.0205 ASF1B, CDCZPE’T‘%gl'FCL POCIA,

) Proceso reproductivo de ASF1B, CDC25C, KIFC1, PCNA,
BP G0:0048609 organismos multicelulares 6 766 0.0205 POCI1A, PTTG1
BP GO:1903047 Proceso dgllc!clo celular 5 564 0.0205 CDC25C, GINS2, KIFC1, PCNA,

mitatico POC1A

: . ASF1B, CDC25C, KIFC1, MND1,
BP G0:0022414 Proceso reproductivo 7 1350 0.0221 PCNA. POCIA, PTTG1

_ o ASF1B, GINS2, HIST1H2BJ,
BP GO0:0051276 | Organizacion del cromosoma 6 999 0.0238 KIFCL, PCNA, PTTG1
BP G0:0033260 | Replicacion del ADN nuclear 2 35 0.0352 GINS2, PCNA

o1




. Respuesta celular al estimulo CDC25C, GINS2, MND1, PCNA,
BP G0:0006974 de dafio al ADN 5 749 0.0389 PTTG1

) Modificacion de la morfologia
BP G0:0035821 o fisiologia de otro organismo 3 182 0.0389 CCL5, GNLY, HIST1H2BJ

GO: Ontologia génica, BP: Proceso bioldgico, FDR: valor de p para el enriquecimiento funcional corregido por el método FDR (obtenido de STRING)

52



Tabla 8 Enriquecimiento funcional de términos KEGG en los genes sobre-expresados

ID del Recuento Recuento de
término Descripcion de la ruta KEGG de genes genes de FDR Proteinas de la red
KEGG 9 fondo
hsa05166 Infeccién HTLV-1 4 250 0.0051| CD3D.IL2RG, PCNA,
PTTG1
hsa04110 Ciclo celular 3 123 0.0062 CDC25C, PCNA, PTTG1
hsa05340 Inmunodeficiencia primaria 2 37 0.0108 CDa3D, IL2RG
hsa04658 D'ferenc'ac'onTﬂg células Thly 2 88 0.0423 CD3D, IL2RG
hsa04114 Meiosis de oocitos 2 116 0.044 CDC25C, PTTG1
hsa04659 Diferenciacion de células Th17 2 102 0.044 CD3D, IL2RG
hsa05142 Enfermedad de Chagas 2 101 0.044 CCL5, CD3D
(tripanosomiasis americana)
hsa05162 Sarampion 2 133 0.0465 CD3D, IL2RG

FDR: valor de p para el enriquecimiento funcional corregido por el método FDR (obtenido de STRING)
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Tabla 9 Descripcion y funcién de los 39 DEGs seleccionados

-~ Proteina Cadigo L . ] ~
Gen Cadigo del gen codificada Uniprot Descripcion y funcion de la proteina Tamarnio
Genes sub-expresados
Es un miembro de la familia de fosfolipasas A2 (PLA2).
Fosfolipasa A2, Podria tener un rol en la regulacion del metabolismo de
PLA2G2A | ENSG00000188257 asociada a P14555 | los fosfolipidos en las biomembranas, incluyendo la 144 aa
membrana biosintesis de eicosanoides. Actia como ligando para
integrinas.
Podria tener un rol en las interacciones célula-célula y
SPOCK1 | ENSG00000152377 Testican-1 Q08629 | célula-matriz. Puede contribuir en varios mecanismos 439 aa
neuronales en el sistema nervioso central.
. Es necesaria para la sefializacion por semaforinas de
Proteina . - .
mediadora de cl_ase 3yla posterior rempgelacmn gel uto_egqueleto.
CRMP1 | ENSG00000072832 Q14194 | Tiene un rol en la orientacion del axon. Participa en el 686 aa

respuesta de
colapsina 1

crecimiento invasivo y la migracién celular. También
tiene un rol en la citoquinesis.
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Proteina que produce Oxido nitrico (NO), el cual esta
implicado en la relajacion del masculo liso vascular a
través de una via de transduccion de sefiales mediada

Sintasa de por cGMP. EI NO interviene en la angiogénesis
NOS3 ENSG00000164867 oxido nitrico 3 P29474 inducida por el factor de crecimiento endotelial 1203 aa
vascular (VEGF) en los vasos coronarios y promueve la
coagulacion de la sangre a través de la activacion de las
plaguetas.
. Modula el ensamblaje y la organizacion del
Proteina 1 . - p .
. citoesqueleto de microtubulos. Probablemente tiene un
similar a . . - L
roteina rol en la regulacion de la orientacion del huso mitotico
EML1 ENSG00000066629 agociadaa 000423 |y la orientacion del plano de division celular. Es 815 aa
o necesaria para la proliferacion normal de células
microtubulos :
q . progenitoras neuronales en el cerebro en desarrollo y
e equinodermo
para el desarrollo normal del cerebro.
Es un miembro de la familia de proteinas Shank, las
. cuales son proteinas de andamio multidominio de la
Proteina 3 SH3 . L
con miltiples densidad pqstsmapﬂca que gonectan recepto,res de
SHANK3 | ENSG00000251322 dominios Q9BYBO neurotransmisores, canales i6nicos y otras proteinas de 1731 aa
. membrana al citoesqueleto de actina y a rutas de
repetidos de e . .
anquirina sefializacion acopladas a proteinas G. Estas proteinas

tienen un rol en la formacién de la sinapsis y en la
maduracion de la columna dendritica.
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Factor sinéptico

Es un componente de la maquinaria de proteinas en las
sinapsis inhibitorias, en donde probablemente actla
como un andamio. Las sinapsis inhibitorias amortiguan

C150RF59 | ENSG00000205363 | " -~ . . . Q2T9L4 L . . A 293 aa
inhibitorio 1 la actividad neuronal a través de la hiperpolarizacion
postsindptica 'y son fundamentales para el
funcionamiento del sistema nervioso central.
Proteina 3 que
contiene Es un ligando de integrina que inhibe la formacion de
EDIL3 ENSG00000164176 rgpeticiones 043854 estructu_r,as vasculares. Podrl’g estar involucrada en la 480 aa
tipo EGFy regulacion de la morfogénesis vascular de la
dominio tipo remodelacion en el desarrollo embrionario.
discoidina |
Es un miembro de la familia Tubby de factores de
transcripcion bipartitos. Tiene un rol en la transduccion
de sefales de receptores heterotriméricos acoplados a
Homoéloga de la protel'n_a G Puede contribuir a la reg_ulaci()n de la
TUB ENSG00000166402 . P50607 | transcripcion en el ndcleo y podria estar involucrada en 506 aa
proteina Tubby I R .
a regulacion hipotalamica del peso corporal. Puede
contribuir a la estimulacion de la fagocitosis de las
células y los macréfagos del epitelio pigmentario
retiniano apoptotico (RPE).
Proteina de Es un componente del complejo de proteinas de
SEC31B | ENSG00000075826 transpo,rte de QINQW1 cubiertz_il I (COPJI). Puede estar involggrada en la 1179 aa
proteinas formacion de vesiculas y en la exportacién de carga
Sec31B desde el reticulo endoplasmico.
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Glicoproteina

Tiene un rol en la diferenciacion neuronal, incluyendo
la diferenciacion y migracion de células madres

GPM6A | ENSGO00000150625 M6A de P51674 neuronales. Tar_nplen contrlbuye _en la plastl_C|dad 978 aa
membrana neuronal y participa en el crecimiento de neuritas y
neuronal filopodias, la motilidad de folipodios y probablemente
en la formacion de sinapsis.
Probablemente es una hormona que atenda la
C20RF40 | ENSG00000119147 |  Augurina | QoH1zg | Proliferacion celular e induce la senescencia de | g .,
oligodendrocitos y celulas precursoras neurales en el
sistema nervioso central.
. Es un miembro de la familia de proteinas asociadas a
Proteina 1B microtubulos. Se piensa que esta familia tiene un rol en
MAP1B | ENSG00000131711 asociada a P46821 S. S€ piensa g ., . 2468 aa
L el ensamblaje de microtabulos, funcion que es esencial
microtubulo L
en la neurogénesis.
Tiene un rol importante en la regulacion del desarrollo
Factor de embrionario, la proliferacion celular y la diferenciacion
FGF10 ENSGO00000070193 | crecimiento de | 015520 | celular. Es requerido para la morfogénesis de 208 aa
fibroblasto 10 ramificacion normal y podria cumplir un rol en la
curacion de heridas.
Miembro de la familia de proteinas Tweety, las cuales
Homélodo 2 de funcionan como canales de aniones de cloruro. TTYH2
TTYH2 ENSG00000141540 g Q9BSA4 | funciona como un canal de cloruro activado por calcio 534 aa

proteina tweety

(2+) y podria estar involucrada en la proliferacion y
agregacion celular.
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Proteina 2 tipo

Es un miembro de la familia de proteinas cordina. Tiene
un efecto regulador negativo en la
formacion/regeneracion de cartilago de células

CHRDL2 | ENSG00000054938 similar a Q6WN34 | mesenquimales inmaduras. Estad implicada en la| 45laa
cordina angiogénesis tumoral. Podria tener un rol durante la
diferenciacion 'y maduracion de mioblastos y
osteoblastos.
Proteina SRPX Proteina que podria tener un rol en la fagocitosis
SRPX ENSG00000101955 | 9U€ co_nt_iene P78539 durante el despre_nc!imiento de:I (_jiscc_J, la ad_hesién 464 23
repeticion celular a células distintas del epitelio pigmentario o la
Sushi transduccion de sefales.
Es una proteina homologa a la proteina Prickle de
Proteina 2 Drosophila. Se desconoce su funcion exacta, sin
PRICKLE2 | ENSG00000163637 similar a Q723G6 | embargo, a partir de estudios en ratones se hipotetiza | 844 aa
prickle que podria estar involucrada en la prevencion de
convulsiones.
TSPAN18 | ENSG00000157570 | Tetraspanina 18 | Q96SJ8 | No se tiene informacion de su funcion 248 aa

Genes sobre-expresados
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Fosfatasa 3

Tiene un rol clave en la regulacion de la division
celular. CDC25C dirige la defosforilacion de CD52

CDC25C | ENSG00000158402 | inductora de P30307 | unido a la ciclina B y desencadena la entrada a la| 473 aa
fase M mitosis. Asimismo, suprime el arresto de crecimiento
inducido por p53.
: Es un componente de la ldmina nuclear, la cual es una
LMNB1 | ENSG00000113368 Lamin B1 P20700 capa fibrosa de la membrana nuclear interna. 586 aa
Subunidad
IL2RG ENSG00000147168 | 92ma comin de P31785 !Es una subunidad comdn de receptores de 369 aa
receptor de interleuquinas.
citoquina
Es un componente del proteosoma. El proteosoma es un
complejo proteinasa multicatalitico que se caracteriza
P Rl S iy
PSMB9 ENSG00000240065 | tipo beta 9 del P28065 ’ ’ ' 219 aa

proteosoma

Leucina (Leu) y Acido glutamico (Glu) adyacentes al
grupo saliente a un pH neutro o ligeramente basico. Esta
subunidad esta involucrada en el procesamiento de
antigenos para generar péptidos de union a la clase I.
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Es una proteina antimicrobiana que mata patdgenos
intracelulares. Es activo contra una amplia gama de

GNLY ENSG00000115523 |  Granulisina P22749 . ; . . 145 aa
microorganismos, incluyendo bacterias, hongos y
parasitos.
Proteina TEMP
de membrana Podria tener un rol en el trafico de membrana entre los
CIORF210 | ENSG00000253313 de endosoma Q8IVY1 endosomas y la membrana plasmatica. 113 aa
tipo 111
Antigeno Podria tener un rol en el transporte y la orientacion de
CD52 ENSG00000169442 CAMPATH-1 P31358 los carbohidratos. 61 aa
Es un tipo de quimiocina, las cuales son una
superfamilia de proteinas secretadas involucradas en
procesos inmunoregulatorios e inflamatorios. La
Quimiocina 5 quimiocina CCL5 funciona como un quimioatrayente
CCL5 ENSG00000271503 P13501 | de monocitos de la sangre, células T cooperadoras de 91 aa

con motivo C-C

memoria y eosinofilos. Ocasiona la liberacion de
histamina de los basofilos y activa a los eosinofilos y es
uno de los principales factores supresores de VIH
producidos por las células T CD8+.
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Es un represor transcripcional que se une a la secuencia
de ADN 5'-CCGGAAGT-3. Pertenece a la familia de

Factor de factores de transcripcion ETS, un grupo grande de
ETV7 ENSG00000010030 | transcripcion Q9Y603 | reguladores transcripcionales evolutivamente 341 aa
ETV7 conservados que tienen un rol importante en procesos
celulares durante el desarrollo y diferenciacion.
También estan relacionados a la oncogenesis.
Histona H2B Es un componente central de los nucleosomas, las
HIST1H2BJ | ENSG00000124635 ti0o 1-J P06899 | cuales son estructuras que envuelven y compactan el 126 aa
P ADN en cromatina. Posee actividad antibacteriana.
Es wuna proteina requerida para el adecuado
Homologo de la emparejamiento de cromosomas homélogos y una
MND1 ENSG00000121211 .pr'o'.[(?ma 1de QIBWTG ef|C|en_te _recombmampn cruzada e intragénica durante 205 aa
division nuclear la meiosis. Se asocia con HOP2 para formar un
meidtica complejo heterodimérico estable que se une al ADN y
estimula la actividad recombinasa de RAD51 y DMCL.
Hom?(lj(:gi?]? de Forma parte de los centrosomas. Tiene un rol
POC1A ENSG00000164087 crén triolar Q8NBTO | importante en el ensamblaje y estabilidad del centriolo, 407 aa
POC1 al igual gue en la formacion de cilios.
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Proteina KIFC1

Es una proteina requerida en la formacion del huso
bipolar. Puede contribuir al movimiento de vesiculas

KIFC1 ENSG00000237649 similar a Q9BW19 o i 673 aa
Kinesi endociticas tempranas y regula la formacion vy
inesina o
estructura del cilio.
Puede tener un rol en la organizacion de microttbulos,
Proteina la propagacion celular y la migracion de células
FAMLIOC | ENSG00000184731 FAM110C QIWBHS epiteliales. Su funcion puede involucrar la via de 321 aa
sefializacion AKTL.
Es una chaperona de histona que facilita el deposito,
Chaperona de intercambio y eliminacion de histonas durante el
ASF1B ENSG00000105011 | , -12P QI9NVP2 | ensamblaje y desmontaje del nucleosoma. Actla en 202 aa
histona ASF1B ! . .
conjunto con el factor de ensamblaje de cromatina 1
(CAF-1). Es requerida para la espermatogenesis.
Cadena delta Es una proteina que forma parte del complejo receptor
CD3 de de célula T/CD3 (complejo TCR-CD3) presente en la
CD3D ENSG00000167286 | glucoproteina P04234 | superficie celular de linfocitos T. Esta involucrada en el 171 aa

de superficie de
celulas T

desarrollo de células T y en la transduccion de sefiales.
Esta proteina es la subunidad delta del complejo CD3.
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Es una proteina regulatoria que tiene un rol central en
la estabilidad de los cromosomas, en la ruta p53/TP53
y en la reparacion del ADN. Se hipotetiza que actla
blogueando la accion de proteinas claves. Durante la

PTTG1 ENSG00000164611 Securina 095997 | mitosis, bloquea la funcion Separasa/ESPL1. Al inicio | 202 aa
de la anafase estd ubiquitinada, lo que conduce a su
destruccién y a la liberacion de ESPL1. Regula
negativamente la actividad transcripcional y la
actividad de apoptosis relacionada a TP53.

dF;:OctgmaIZ'SoFc?e El complejo GINS tiene un rol esencial en la iniciacion
GINS2 ENSG00000131153 repIicacF;ér{ del Q9Y248 | de lareplicacion del ADN vy en la progresion de hebras 185 aa
ADN GINS de replicacion del ADN.
Es una tirosina proteina quinasa que tiene un rol
Tirosina esencial como receptor de la superficie celular para
proteina neuregulinas. La union del ligando incrementa la
ERBB3 ENSG00000065361 quinasa P21860 | fosforilacion en residuos de tirosina y promueve su | 1342 aa
receptora erbB- asociacion con la subunidad p85 de la quinasa fosfatidil
3 inositol 3. Estd involucrada en la diferenciacion de
celulas mieloides.
Antigeno Es un cofactor de la ADN polimerasa delta. Participa en

PCNA ENSG00000132646 nuc!ear de P12004 el control de la repllcauon del ADN_eucarlota al 261 aa

célula aumentar la capacidad de procesamiento de la

proliferante

polimerasa durante el alargamiento de la cadena lider.
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8.5 Analisis de metilacion del ADN

8.5.1 Seleccion de transcritos

Para el andlisis de metilacion de los 39 genes seleccionados se escogieron los
transcritos que codifican a la isoforma candnica o predominante. Los genes PSMB9
y KIFC1 no se encontraron en la base de datos de MethHC, por lo que no pudieron
ser analizados. En total se seleccionaron 40 transcritos que tuvieron un rango de

entre 467 y 11790 pb, cuyos detalles se resumen en la Tabla 10.

Tabla 10 Detalles de los transcritos de estudio

Tamano del

Gen Transcrito )
transcrito

Genes sub-expresados

PLA2G2A NM_000300 991 pb

SPOCK1 NM_004598 4824 pb

NM_001014809 3174 pb

CRMP1
NM_001313 2948 pb

NOS3 NM_000603 4366 pb
EML1 NM_004434 4460 pb

SHANKS3 NM_033517 7345 pb

C150RF59 | NM_001039614 5730 pb

EDIL3 NM_005711 4814 pb

TUB NM_177972 6175 pb

SEC31B NM_015490 4634 pb
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NM_005277 3215 pb
GPMB6A

NM_201591 3697 pb

C20RF40 | NM_032411 753 pb
MAP1B NM_005909 11790 pb
FGF10 NM_004465 6113 pb
TTYH2 NM_032646 3433 pb
CHRDL2 | NM_015424 1963 pb
SRPX NM_006307 1846 pb
PRICKLE2 | NM_198859 9947 pb
TSPAN18 | NM_130783 4557 pb

Genes sobre-expresados

CDC25C NM_001790 2093 pb
LMNB1 NM_005573 2890 pb
IL2RG NM_000206 1560 pb
GNLY NM_006433 777 pb
C10RF210 NM_182517 1486 pb
CD52 NM_001803 467 pb
CCL5 NM_002985 1217 pb
ETV7 NM_016135 1605 pb
HIST1IH2BJ | NM_021058 481 pb
MND1 NM_032117 929 pb
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POC1A NM_015426 1936 pb

FAM110C | NM_001077710 | 3880 pb

ASF1B NM_018154 1689 pb
CD3D NM_000732 771 pb
PTTG1 NM_004219 715 pb
GINS2 NM_016095 2628 pb

ERBB3 NM_001982 5765 pb

NM_002592 1355 pb
PCNA

NM_182649 1276 pb

pb: pares de bases. Se detallan los codigos de los transcritos que se emplearon en los analisis
para cada uno de los DEGs seleccionados, al igual que el tipo de variante y el tamafio (en

pb).
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8.5.2 Nivel de metilacion en funcién del estado de exceso de peso

Con el recurso MethHC, se obtuvieron los datos de metilacion de 181 pacientes, de
las cuales 67 pertenecieron al grupo sin exceso de peso y 114 pertenecieron al grupo
con exceso de peso. En la Tabla 11 se detalla el nivel de metilacion de los 40
transcritos de estudio y los resultados de las pruebas de suma de rangos Wilcoxon.
Se observé una diferencia significativa (p<0.05) en el nivel de metilacion entre los
grupos de estudio para siete transcritos pertenecientes a cinco genes sub-expresados
SPOCK1 (NM_004598), EDIL3 (NM_005711), SEC31B (NM_015490), GPM6A
(NM_005277), C20RF40 (NM_032411) y a dos genes sobre-expresados ETV7
(NM_016135) y MND1 (NM_032117) (Tabla 11).

En los cinco genes sub-expresados mencionados, se evidencia que los niveles de
metilacion son mayores en el grupo con exceso de peso. Por otro lado, para el gen
sobre-expresado ETV7 (NM_016135) se observa que los niveles de metilacion son
mayores en el grupo sin exceso de peso (0.07 [0.06; 0.08]) en comparacién al grupo
con exceso de peso (0.06 [0.06;0.07]). En el caso del segundo gen sobre-expresado
seleccionado, MND1 (NM_032117), se evidencio una diferencia entre los grupos a
pesar de que se registraron valores iguales de mediana y Rl (0.03 [0.03;0.04]). Al
graficar la distribucién de los datos por grupo en histogramas (Anexo 5), se observé
que, en el grupo sin exceso de peso, existen valores aberrantes cercanos a 0.1,
mientras que, en el grupo con exceso de peso, el 100% de sus valores estan por
debajo de 0.06. Probablemente la presencia de estos valores aberrantes influya en
que ambos grupos cuenten con igual mediana y RI, aunque la distribucion de sus

respectivos datos sea diferente.
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Tabla 11 Nivel de metilacion en funcién del estado de exceso de peso

Gen (transcrito)

Nivel de metilacion

Total de

participantes (n=181)

IMC<25
(n=67)

IMC>25
(n=114)

Genes sub-expresados

PLA2G2A (NM_000300)

0.64 [0.48;0.76]

0.63 [0.51;0.78]

0.65 [0.47;0.75]

0.927

SPOCK1 (NM_004598)

0.20 [0.07;0.52]

0.12 [0.05;0.50]

0.23 [0.09;0.52]

0.045*

CRMP1 (NM_001014809)

0.52 [0.37;0.64]

0.49 [0.38;0.61]

0.53 [0.36;0.65]

0.348

CRMP1 (NM_001313)

0.06 [0.04:0.16]

0.06 [0.04:0.10]

0.06 [0.04:0.18]

0.36

NOS3 (NM_000603)

0.84 [0.75;0.87]

0.84 [0.75;0.87]

0.84 [0.76;0.87]

0.808

EML1 (NM_004434)

0.33 [0.07;0.52]

0.26 [0.07;0.48]

0.37 [0.08;0.54]

0.152

SHANK3 (NM_033517)

0.15 [0.08;0.31]

0.14 [0.08:0.28]

0.16 [0.09;0.37]

0.317

C150RF59 (NM_001039614)

0.07 [0.05:0.20]

0.07 [0.05:0.16]

0.07 [0.05:0.22]

0.603

EDIL3 (NM_005711)

0.16 [0.06;0.53]

0.08 [0.05;0.44]

0.22 [0.06;0.55]

0.007*

TUB (NM_177972)

0.09 [0.05:0.17]

0.08 [0.06:0.11]

0.10 [0.05:0.21]

0.241
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SEC31B (NM_015490)

0.66 [0.55;0.73]

0.63 [0.50;0.71]

0.67 [0.58;0.73]

0.016*

GPM6A (NM_005277)

0.47 [0.35;0.53]

0.40 [0.32;0.49]

0.48 [0.39;0.54]

0.026*

GPM6A (NM_201591)

0.38 [0.29;0.51]

0.39 [0.30:0.49]

0.38 [0.29;0.54]

0.891

C20RF40 (NM_032411)

0.53 [0.36;0.62]

0.49 [0.33;0.58]

0.55 [0.40;0.64]

0.043*

MAP1B (NM_005909)

0.05 [0.04:0.09]

0.05 [0.03;0.07]

0.05 [0.04:0.11]

0.147

FGF10 (NM_004465)

0.53 [0.43:0.64]

0.50 [0.41;0.61]

0.55 [0.45;0.65]

0.178

TTYH2 (NM_032646)

0.03 [0.03;0.03]

0.03 [0.03;0.04]

0.03 [0.03;0.03]

0.463

CHRDL2 (NM_015424)

0.48 [0.30;0.60]

0.48 [0.29:0.60]

0.48 [0.32;0.62]

0.684

SRPX (NM_006307)

0.47 [0.41;0.55]

0.46 [0.39;0.54]

0.49 [0.43;0.55]

0.221

PRICKLE2 (NM_198859)

0.49 [0.34:0.64]

0.50 [0.38:0.64]

0.48 [0.31;0.63]

0.334

TSPAN18 (NM_130783)

0.66 [0.50:0.82]

0.69 [0.55:0.84]

0.64 [0.46:0.81]

0.197

Genes sobre-expresados

CDC25C (NM_001790)

0.05 [0.04:0.05]

0.05 [0.04:0.05]

0.05 [0.04:0.05]

0.563
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LMNB1 (NM_005573)

0.03 [0.03;0.04]

0.03 [0.03;0.04]

0.03 [0.03;0.04]

0.761

IL2RG (NM_000206)

0.40 [0.31;0.48]

0.41 [0.30;0.47]

0.39 [0.32;0.48]

0.824

GNLY (NM_006433)

0.75 [0.64;0.81]

0.77 [0.66;0.82]

0.75 [0.64;0.81]

0.272

C10RF210 (NM_182517)

0.33 [0.27;0.42]

0.34 [0.25;0.42]

0.32 [0.28;0.42]

0.646

CD52 (NM_001803)

0.68 [0.59:0.74]

0.68 [0.59;0.74]

0.68 [0.59:0.73]

0.926

CCL5 (NM_002985)

0.55 [0.39;0.69]

0.57 [0.44;0.70]

0.54 [0.39:0.68]

0.645

ETV7 (NM_016135)

0.07 [0.06;0.08]

0.07 [0.06;0.08]

0.06 [0.06;0.07]

0.007*

HIST1H2BJ (NM_021058)

0.03 [0.03;0.04]

0.03 [0.03;0.04]

0.03 [0.03;0.04]

0.379

MND1 (NM_032117)

0.03 [0.03;0.04]

0.03 [0.03;0.04]

0.03 [0.03;0.04]

0.004*

POC1A (NM_015426)

0.04 [0.03:0.04]

0.04 [0.03;0.04]

0.04 [0.03:0.04]

0.793

FAM110C (NM_001077710)

0.08 [0.06:0.11]

0.08 [0.05:0.11]

0.08 [0.06:0.12]

0.667

ASF1B (NM_018154)

0.02 [0.02;0.03]

0.02 [0.02;0.03]

0.02 [0.02;0.03]

0.595
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CD3D (NM_000732)

0.73 [0.64:0.80]

0.73 [0.66:0.79]

0.73 [0.63;0.80]

0.356

PTTG1 (NM_004219)

0.06 [0.06;0.07]

0.07 [0.06;0.07]

0.06 [0.06:0.07]

0.359

GINS2 (NM_016095)

0.04 [0.03;0.04]

0.04 [0.04;0.04]

0.04 [0.03;0.04]

0.669

ERBB3 (NM_001982)

0.04 [0.03;0.04]

0.04 [0.03:0.04]

0.04 [0.03;0.04]

0.641

PCNA (NM_002592)

0.02 [0.02;0.02]

0.02 [0.02;0.02]

0.02 [0.02;0.02]

0.236

PCNA (NM_182649)

0.03 [0.02;0.03]

0.03 [0.02;0.03]

0.03 [0.02;0.03]

0.697

Los valores de metilacion de los transcritos se expresan como mediana [rango intercuartilico]. EI nivel de metilacion corresponde a los coeficientes B,
cuyos valores estan entre 0 y 1. Los datos fueron obtenidos de MethHC.p: valor de p obtenido en la prueba de suma de rangos Wilcoxon. Se marcé con

un asterisco (“*”) y se resaltd en negrita aquellos transcritos que tuvieron un valor de p<0.05 en la prueba estadistica.
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8.5.3 Estado de metilacion en funcién del estado de exceso de peso

El estado de metilacion de los 40 transcritos de estudio, por grupo de estudio y a
nivel total, se resumen en la Tabla 12.

De los 21 transcritos pertenecientes a genes sub-expresados, se observa que, en 13
de ellos, la mayoria de pacientes presentan hipermetilacion (entre 53% y 99.4%).
Por otro lado, en cinco transcritos la categoria predominante es la hipometilacion
(entre 56.9% y 100%). En el caso de los transcritos SPOCK1 (NM_004598),
SHANK3 (NM_033517) y EDIL3 (NM_005711), ninguna categoria de estado de
metilacion contiene mas del 50% de los datos. En SPOCK1 (NM_004598), el
44.2% presenta hipermetilacion, el 34.3% hipometilacion y el 21.5% metilacion
normal. En SHANK3 (NM_033517), el 43.1% presenta metilacion normal, el 30.9%
hipometilaciony el 26% hipermetilacion. En EDIL3 (NM_005711), 43.1% presenta
hipometilacion, el 42% hipermetilacion y un 14.9% metilacion normal.

En el caso de los transcritos que pertenecen a los genes sobre-expresados, se
observa que, en 13 de los 19 transcritos, la mayoria presenta hipometilacion (entre
68% Yy 100%). Por otro lado, en los seis transcritos restantes, predominé la

hipermetilacion (entre 60.8% y 98.3%).
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Tabla 12 Estado de metilacion de los transcritos de estudio

Gen (transcrito) Estado de metilacion particiggtlileg?n:18l) I?:S;Z)s I(l::[:cﬁi)s
Genes sub-expresados

Hipometilado 1 (0.55%) 0 (0.00%) | 1(0.88%)

PLA2G2A (NM_000300) Normal 11 (6.08%) 4 (5.97%) | 7 (6.14%)
Hipermetilado 169 (93.4%) 63 (94.0%) | 106 (93.0%)

Hipometilado 62 (34.3%) 31 (46.3%) | 31 (27.2%)

SPOCK1 (NM_004598) Normal 39 (21.5%) 9 (13.4%) | 30 (26.3%)
Hipermetilado 80 (44.2%) 27 (40.3%) | 53 (46.5%)

Hipometilado 10 (5.52%) 5(7.46%) | 5 (4.39%)

CRMP1 (NM_001014809) Normal 28 (15.5%) 8 (11.9%) | 20 (17.5%)
Hipermetilado 143 (79.0%) 54 (80.6%) | 89 (78.1%)

Hipometilado 120 (66.3%) 48 (71.6%) | 72 (63.2%)

CRMP1 (NM_001313) Normal 30 (16.6%) 11 (16.4%) | 19 (16.7%)
Hipermetilado 31 (17.1%) 8 (11.9%) | 23 (20.2%)

Normal 1 (0.55%) 0 (0.00%) | 1 (0.88%)
NOS3 (NM_000603) Hipermetilado 180 (99.4%) 67 (100%) | 113 (99.1%)
Hipometilado 58 (32.0%) 26 (38.8%) | 32 (28.1%)
EML1 (NM_004434) Normal 27 (14.9%) 10 (14.9%) | 17 (14.9%)
Hipermetilado 96 (53.0%) 31 (46.3%) | 65 (57.0%)
Hipometilado 56 (30.9%) 22 (32.8%) | 34 (29.8%)
SHANK3 (NM_033517) Normal 78 (43.1%) 30 (44.8%) | 48 (42.1%)

Hipermetilado

47 (26.0%)

15 (22.4%)

32 (28.1%)
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Hipometilado 117 (64.6%) 44 (65.7%) | 73 (64.0%)
C150RF59 (NM_001039614) Normal 28 (15.5%) 12 (17.9%) | 16 (14.0%)
Hipermetilado 36 (19.9%) 11 (16.4%) | 25 (21.9%)
Hipometilado 78 (43.1%) 38 (56.7%) | 40 (35.1%)
EDIL3 (NM_005711) Normal 27 (14.9%) 6 (8.96%) | 21 (18.4%)
Hipermetilado 76 (42.0%) 23 (34.3%) | 53 (46.5%)
Hipometilado 103 (56.9%) 45 (67.2%) | 58 (50.9%)
TUB (NM_177972) Normal 44 (24.3%) 12 (17.9%) | 32 (28.1%)
Hipermetilado 34 (18.8%) 10 (14.9%) | 24 (21.1%)
Normal 11 (6.08%) 4 (5.97%) | 7 (6.14%)
SEC318 (NM_015490) Hipermetilado 170 (93.9%) 63 (94.0%) | 107 (93.9%)
Hipometilado 23 (12.7%) 10 (14.9%) | 13 (11.4%)
GPM6A (NM_005277) Normal 12 (6.63%) 4 (5.97%) | 8 (7.02%)
Hipermetilado 146 (80.7%) 53 (79.1%) | 93 (81.6%)
Normal 48 (26.5%) 16 (23.9%) | 32 (28.1%)
GPMBA (NM_201591) Hipermetilado 133 (73.5%) 51 (76.1%) | 82 (71.9%)
Hipometilado 2 (1.10%) 1(1.49%) | 1(0.88%)
C20RF40 (NM_032411) Normal 32 (17.7%) 15 (22.4%) | 17 (14.9%)
Hipermetilado 147 (81.2%) 51 (76.1%) | 96 (84.2%)
Hipometilado 141 (77.9%) 57 (85.1%) | 84 (73.7%)
MAP1B (NM_005909) Normal 9 (4.97%) 0 (0.00%) | 9 (7.89%)
Hipermetilado 31 (17.1%) 10 (14.9%) | 21 (18.4%)
Hipometilado 6 (3.31%) 3(4.48%) | 3(2.63%)
FGF10 (NM_004465) Normal 12 (6.63%) 9 (13.4%) | 3(2.63%)

Hipermetilado

163 (90.1%)

55 (82.1%)

108 (94.7%)
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TTYH2 (NM_032646) Hipometilado 181 (100%) 67 (100%) | 114 (100%)
Hipometilado 4 (2.21%) 2(2.99%) | 2 (1.75%)
CHRDL2 (NM_015424) Normal 42 (23.2%) 17 (25.4%) | 25 (21.9%)
Hipermetilado 135 (74.6%) 48 (71.6%) | 87 (76.3%)
Hipometilado 1 (0.55%) 0 (0.00%) | 1 (0.88%)
SRPX (NM_006307) Normal 12 (6.63%) 5(7.46%) | 7 (6.14%)
Hipermetilado 168 (92.8%) 62 (92.5%) | 106 (93.0%)
Normal 35 (19.3%) 9 (13.4%) | 26 (22.8%)
PRICKLEZ (NM_198859) Hipermetilado 146 (80.7%) 58 (86.6%) | 88 (77.2%)
Normal 6 (3.31%) 1(1.49%) | 5 (4.39%)

TSPAN18 (NM_130783)

Hipermetilado

175 (96.7%)

66 (98.5%)

109 (95.6%)

Genes sobre-expresados

Hipometilado 180 (99.4%) 67 (100%) | 113 (99.1%)

CDC25C (NM_001790) Normal 1 (0.55%) 0(0.00%) | 1 (0.88%)
LMNB1 (NM_005573) Hipometilado 181 (100%) 67 (100%) | 114 (100%)
Hipometilado 1 (0.55%) 0(0.00%) | 1 (0.88%)

IL2RG (NM_000206) Normal 39 (21.5%) 15 (22.4%) | 24 (21.1%)
Hipermetilado 141 (77.9%) 52 (77.6%) | 89 (78.1%)

Normal 5 (2.76%) 0 (0.00%) | 5 (4.39%)

GNLY (NM_006433) Hipermetilado 176 (97.2%) 67 (100%) | 109 (95.6%)
Hipometilado 1 (0.55%) 0(0.00%) | 1 (0.88%)

C1O0RF210 (NM_182517) Normal 70 (38.7%) 26 (38.8%) | 44 (38.6%)
Hipermetilado 110 (60.8%) 41 (61.2%) | 69 (60.5%)

Normal 3 (1.66%) 1(1.49%) | 2 (1.75%)

CD52 (NM_001803)

Hipermetilado

178 (98.3%)

66 (98.5%)

112 (98.2%)
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Normal 18 (9.94%) 6 (8.96%) | 12 (10.5%)
CCLS (NM_002985) Hipermetilado 163 (90.1%) 61 (91.0%) | 102 (89.5%)
Hipometilado 165 (91.2%) 58 (86.6%) | 107 (93.9%)
ETV7 (NM_016135) Normal 15 (8.29%) 9 (13.4%) | 6 (5.26%)
Hipermetilado 1 (0.55%) 0 (0.00%) | 1 (0.88%)
Hipometilado 180 (99.4%) 67 (100%) | 113 (99.1%)
HISTIH2B) (NM_021058) Normal 1 (0.55%) 0(0.00%) | 1 (0.88%)
MND1 (NM_032117) Hipometilado 181 (100%) 67 (100%) | 114 (100%)
POC1A (NM_015426) Hipometilado 181 (100%) 67 (100%) | 114 (100%)
Hipometilado 123 (68.0%) 47 (70.1%) | 76 (66.7%)
FAM110C (NM_001077710) Normal 56 (30.9%) 19 (28.4%) | 37 (32.5%)
Hipermetilado 2 (1.10%) 1(1.49%) | 1(0.88%)
ASF1B (NM_018154) Hipometilado 181 (100%) 67 (100%) | 114 (100%)
Normal 3 (1.66%) 1(1.49%) | 2 (1.75%)
CD3D (NM_000732) Hipermetilado 178 (98.3%) 66 (98.5%) | 112 (98.2%)
PTTG1 (NM_004219) Hipometilado 181 (100%) 67 (100%) | 114 (100%)
GINS2 (NM_016095) Hipometilado 181 (100%) 67 (100%) | 114 (100%)
Hipometilado 180 (99.4%) 67 (100%) | 113 (99.1%)
ERBB3 (NM_001982) Normal 1 (0.55%) 0 (0.00%) | 1 (0.88%)
PCNA (NM_002592) Hipometilado 181 (100%) 67 (100%) | 114 (100%)
PCNA (NM_182649) Hipometilado 181 (100%) 67 (100%) | 114 (100%)

Para cada transcrito, se indica el nUmero de casos y el porcentaje (%) correspondiente para cada una de las categorias del estado de metilacion.
Estado de metilacion: Hipometilado ($<0.1), Metilacion normal (0.1<p<0.3), Hipermetilado ($>0.3).
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Los resultados también se representaron graficamente segun el grupo en el Anexo
6y 7. En el Anexo 6, correspondiente al estado de metilacién de los transcritos de
genes sub-expresados, se distinguen patrones de metilacion diferentes en cinco
transcritos: SPOCK1 (NM_004598), EDIL3 (NM_005711), TUB (NM_177972),
MAP1B (NM_005909) y FGF10 (NM_004465). En los 16 transcritos restantes, los
patrones de metilacion son similares entre los grupos. En el Anexo 7 se observa que
los patrones del estado de metilacion de los genes sobre-expresados son similares
entre los grupos.

A partir del andlisis de regresion logistica ordinal para evaluar la asociacion del
estado de metilacion y el estado de exceso de peso, se identificaron tres genes cuyo
estado de metilacion estuvo asociado al exceso de peso (p<0.05) (Tabla 13). Los
genes fueron sub-expresados y, en los tres casos, se muestra una tendencia hacia
una mayor metilacion en presencia de exceso de peso: EDIL3 (NM_005711)
[OR=2.05, IC al 95%, 1.14 —3.69], TUB (NM_177972) [OR=1.87, IC al 95%, 1.01-

3.45] y FGF10 (NM_004465) [OR=3.81, IC al 95%, 1.35 — 10.68].
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Tabla 13 Estado de metilacion en funcion del estado de exceso de peso

Gen (transcrito) OR p [1C 95%]

Genes sub-expresados

PLA2G2A (NM_000300) 0.830.775| 0.24 | 2.88

SPOCK1 (NM_004598) 1.70 | 0.071 | 0.96 | 3.01

CRMP1 (NM_001014809) | 0.90 | 0.781 | 0.43 | 1.90

CRMP1 (NM_001313) 154| 0.19 | 0.81| 2.92

NOS3 (NM_000603) - ; ] ]

EML1 (NM_004434) 1.57|0.124 | 0.88 | 2.81

SHANK3 (NM_033517) 1.23| 046 [0.71| 2.16

C150RF59 (NM_001039614) | 1.15 | 0.667 | 0.62 | 2.12

EDIL3 (NM_005711) 2.05(0.016 | 1.14 | 3.69

TUB (NM_177972) 1.87 1 0.045|1.01 | 3.45

SEC31B (NM_015490) 0.97 1 0.963 | 0.27 | 3.45

GPMG6A (NM_005277) 1.20 | 0.641 | 0.56 | 2.54

GPMG6A (NM_201591) 0.800.538|0.40 | 1.61

C20RF40 (NM_032411) 1.67| 0.18 | 0.79 | 3.55

MAP1B (NM_005909) 1.89|0.112 | 0.86 | 4.17

FGF10 (NM_004465) 3.81]0.011 | 1.36 | 10.68

TTYH2 (NM_032646) - - - -

CHRDL2 (NM_015424) 1.29 |1 0.468 | 0.65 | 2.55

SRPX (NM_006307) 1.06 | 0.924 | 0.33 | 3.38
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PRICKLE2 (NM_198859) | 0.53 | 0.127 | 0.23 | 1.20
TSPAN18 (NM_130783) | 0.33 | 0.317 | 0.04 | 2.89
Genes sobre-expresados
CDC25C (NM_001790) - - - -
LMNB1 (NM_005573) - - - -
IL2RG (NM_000206) 1.02 | 0.967 | 0.49 | 2.10
GNLY (NM_006433) - - - -
C1ORF210 (NM_182517) [0.96 | 0.894 | 0.52 | 1.78
CD52 (NM_001803) 0.85|0.894 | 0.08 | 9.54
CCL5 (NM_002985) 0.84 | 0.733 | 0.30 | 2.34
ETV7 (NM_016135) 0430.109|0.15] 1.21
HIST1H2BJ (NM_021058) - - - -
MND1 (NM_032117) - - - -
POC1A (NM_015426) - - - -
FAM110C (NM_001077710) | 1.16 | 0.652 | 0.61 | 2.23
ASF1B (NM_018154) - - - -
CD3D (NM_000732) 0.85|0.894 | 0.08 | 9.54

PTTG1 (NM_004219)

GINS2 (NM_016095)

ERBB3 (NM_001982)

PCNA (NM_002592)

PCNA (NM_182649)
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Resultados del anélisis de regresion logistica ordinal (RLO) para evaluar la asociacion del
estado de metilacion con el estado de exceso de peso de las participantes. OR: Odds Ratio,
[IC 95%]: intervalo de confianza al 95%, p: valor de p del modelo de RLO. Los OR de
tener un mayor grado de metilacion se calcularon teniendo como categoria de referencia al
grupo que no tiene exceso de peso (IMC<25). Se marc6 con un asterisco (“*”) y se resaltd
en negrita aquellos transcritos que resultaron significativos en los analisis de regresion
logistica ordinal. Se denota con un guion (“—) aquellos transcritos que no pudieron ser
analizados debido a que sus datos del estado de metilacion correspondian a una sola
categoria o tenian categorias con un bajo nimero de casos.

8.5.4 Nivel de metilacion por tipo de muestra

Se evalud el nivel de metilacion de los genes por tipo de muestra de manera
exploratoria. No se evidenci6é una diferencia en los niveles de metilacion de la
region promotora entre las muestras tumorales y las muestras sanas de cérvix en
ninguno de los transcritos evaluados (p>0.05) (Anexo 3 y 4). Debemos remarcar

que este analisis se realizo solo con tres muestras de tejido sano.

8.6 Asociacion del estado de metilacion con caracteristicas clinicas y

demograficas

Los resultados de la asociacion del estado de metilacion de los transcritos
seleccionados en las secciones 8.5.2 y 8.5.3 con caracteristicas clinicas y
demogréaficas se resumen en la Tabla 14. Los transcritos analizados fueron ocho:
SPOCK1 (NM_004598), EDIL3 (NM_005711), TUB (NM_177972), SEC31B
(NM_015490), GPM6A (NM_005277), C20RF40 (NM_032411), FGF10
(NM_004465) y ETV7 (NM_016135). Se excluyo el transcrito MND1
(NM_032117) ya que el 100% de los datos fueron hipometilados.

Los resultados muestran una tendencia hacia una mayor metilacion de FGF10
(NM_004465) en presencia de exceso de peso [OR=3.81, IC al 95%, 1.36-10.68].
Por otro lado, se observa una tendencia a una mayor metilacion asociada a la

presencia de un subtipo histolégico de CCE diferente al Carcinoma de células
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escamosas en SPOCK1 (NM_004598) [OR=9.29, IC al 95%, 2.60 - 33.18], EDIL3
(NM_005711) [OR=4.87, IC al 95%, 1.63-14.53], TUB (NM_177972) [OR=11.72,
IC al 95%, 4.78-28.72] y ETV7 (NM_016135) [OR=6.00, IC al 95%, 2.06-17.54].
La tendencia es inversa en la metilacion de SEC31B (NM_015490) [OR=0.10, IC
al 95%, 0.03-0.36].

En cuanto a la asociacion del estado de infeccion por VPH y el estado de metilacion,
se observa una tendencia hacia una menor metilacion ante la infeccién por cepas
diferentes a la VPH 16 6 18 en SPOCK1 (NM_004598) [OR=0.31, IC al 95%, 0.14-
0.67] y EDIL3 (NM_005711) [OR=0.38, IC al 95%, 0.16-0.91].

Se observo una asociacion significativa entre el estado de menopausia y el estado
de metilacion de EDIL3 (NM_005711), en donde las pacientes post-menopausicas,
en comparacion a las pre-menopausicas presentan una tendencia a una mayor
metilacion [OR=2.87, IC al 95%, 1.34-6.18].

Asimismo, se observO una asociacion significativa entre la historia de uso de
anticonceptivos hormonales y el estado de metilacion de C2ORF40 (NM_032411),
en donde las pacientes que son usuarias antiguas o actuales en comparacion a las
gue nunca han sido usuarias, presentan una tendencia a una mayor metilacion
[OR=3.85, IC al 95%, 1.08-13.70].

No se evidencid una asociacion significativa entre el estado de metilacion de la
region promotora de los ocho transcritos seleccionados (Seccion 7.7.1.3.1) y la edad

al diagnostico, el estado clinico de CCE, la raza y la historia de tabaquismo.
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Tabla 14 Asociacion del estado de metilacion de los ocho transcritos seleccionados con las caracteristicas clinicas y demogréficas de las

articipantes

Modelo bivariado

Modelo multivariado

CSJFJO 0 [IC95%] | ORajustado | p [1C 95%]
SPOCK1 (NM_004598)
Estado de exceso de peso (n=181)
Sin exceso de peso (IMC<25) (ref.) - - - - - - - -
Con exceso de peso (IMC>25) 1.70 0.071 |0.96 | 3.01 - - - -
Edad al diagnostico (n=181) 0.98 0.133 |0.96 | 1.01 - - - -
Subtipo histologico (n=181)
Carcinoma de células escamosas (ref.) 1.00 - - - 1.00 - - -
Otros 5.47 0.000 |2.24| 13.39 9.29 0.001 | 2.60| 33.18
Estadio del tumor (n=177)
Estadio I o Il (ref.) 1.00 - - - - - - -
Estadio 111 0 IV 1.39 0.359 | 0.69| 2.80 - - - -
Estado de infeccion por VPH (n=147)
VPH 16 o0 18 (ref.) 1.00 - - - 1.00 - - -
Otras cepas 0.30 0.001 |0.15| 0.61 0.31 0.003 | 0.14 | 0.67
Raza (n=172)
Blanca (ref.) 1.00 - - - 1.00 - - -
Otras 0.50 0.036 | 0.26 | 0.96 0.62 0.212 |0.29| 1.32
Historia de tabaquismo (n=151)
No fumadora de por vida (ref.) 1.00 - - - - - - -
Fumadora antigua o actual 0.66 0.171 |0.36| 1.20 - - - -
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Historia de uso de anticonceptivos hormonales
(n=101)

Nunca ha usado (ref.) 1.00 - - - - - - -

Usuaria antigua o actual 1.56 0.236 | 0.75| 3.26 - - - -

Estado de menopausia (n=147)

Pre-menopausia (ref.) 1.00 - - - - - - -

Post-menopausia 0.76 0.393 |0.40| 143 - - - -
EDIL3 (NM_005711)

Estado de exceso de peso (n=181)

Sin exceso de peso (IMC<25) (ref.) 1.00 - - - 1.00 - - -

Con exceso de peso (IMC>25) 2.05 0.016 1.14 | 3.69 1.64 0.210 |0.76 | 3.57

Edad al diagndstico (n=181) 1.01 0.356 |[0.99| 1.03 - - - -

Subtipo histolégico (n=181)

Carcinoma de células escamosas (ref.) 1.00 - - - 1.00 - - -

Otros 3.69 0.001 |1.65| 8.22 4.87 0.005 | 1.63| 14.53

Estadio del tumor (n=177)

Estadio I o Il (ref.) 1.00 - - - - - - -

Estadio 111 0 IV 0.56 0.106 |0.27| 1.13 - - - -

Estado de infeccion por VPH (n=147)

VPH 16 o0 18 (ref.) 1.00 - - - 1.00 - - -

Otras cepas 0.45 0.030 | 0.22| 0.92 0.38 0.029 |0.16| 0.91

Raza (n=172)

Blanca (ref.) 1.00 - - - - - - -

Otras 1.12 0.738 | 0.58| 2.17 - - - -

Historia de tabaquismo (n=151)
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No fumadora de por vida (ref.) 1.00 - - - - - - -
Fumadora antigua o actual 0.55 0.060 |0.30| 1.02 - - - -
Historia de uso de anticonceptivos hormonales

(n=101)

Nunca ha usado (ref.) 1.00 - - - - - - -
Usuaria antigua o actual 1.13 0.750 | 054 | 2.37 - - - -
Estado de menopausia (n=147)

Pre-menopausia (ref.) 1.00 - - - 1.00 - - -
Post-menopausia 1.96 0.040 |1.03| 3.74 2.87 0.007 |1.34| 6.18
TUB (NM_177972)

Estado de exceso de peso (n=181)

Sin exceso de peso (IMC<25) (ref.) 1.00 - - - 1.00 - - -
Con exceso de peso (IMC>25) 1.87 0.045 |1.01| 3.45 1.77 0.121 | 0.86| 3.63
Edad al diagnostico (n=181) 1.00 0.721 | 0.97 | 1.02

Subtipo histolégico (n=181)

Carcinoma de células escamosas (ref.) 1.00 - - - 1.00 - - -
Otros 11.38 0.000 | 4.96 | 26.13 11.72 0.000 |4.78| 28.72
Estadio del tumor (n=177)

Estadio | o Il (ref.) 1.00 - - - - - - -
Estadio Il 0 IV 1.00 0.990 |0.49| 2.01 - - - -
Estado de infeccion por VPH (n=147)

VVPH 16 0 18 (ref.) 1.00 - - - - - - -
Otras cepas 0.65 0.248 031 1.35 - - - -
Raza (n=172)

Blanca (ref.) 1.00 - - - - - - -
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Otras 0.91 0.784 | 0.46| 1.80 - - - -

Historia de tabaquismo (n=151)

No fumadora de por vida (ref.) 1.00 - - - 1.00 - - -

Fumadora antigua o actual 0.47 0.022 |0.24| 0.90 0.50 0.050 |0.25| 1.00

Historia de uso de anticonceptivos hormonales

(n=101)

Nunca ha usado (ref.) 1.00 - - - - - - -

Usuaria antigua o actual 1.28 0522 |0.60| 2.76 - - - -

Estado de menopausia (n=147)

Pre-menopausia (ref.) 1.00 - - - - - - -

Post-menopausia 0.79 0484 |0.40| 154 - - - -
SEC31B (NM_015490)

Estado de exceso de peso (n=181)

Sin exceso de peso (IMC<25) (ref.) 1.00 - - - - - - -

Con exceso de peso (IMC>25) 0.97 0.963 0.27 | 3.45 - - - -

Edad al diagnostico (n=181) 1.00 0.986 | 0.95| 1.05 - - - -

Subtipo histolégico (n=181)

Carcinoma de células escamosas (ref.) 1.00 - - - - - - -

Otros 0.10 0.000 |0.03| 0.36 - - - -

Estadio del tumor (n=177)

Estadio | o I (ref.) 1.00 - - - - - - -

Estadio Il 0 IV 2.67 0.357 | 0.33| 21.58 - - - -

Estado de infeccion por VPH (n=147)

VVPH 16 0 18 (ref.) 1.00 - - - - - - -

Otras cepas 1.65 0.652 0.19 | 14.62 - - - -
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Raza (n=172)

Blanca (ref.) 1.00 - - -

Otras 1.44 0.651 |0.30| 6.94

Historia de tabaquismo (n=151)

No fumadora de por vida (ref.) 1.00 - - -

Fumadora antigua o actual 1.28 0.745 | 0.29 | 554

Historia de uso de anticonceptivos hormonales

(n=101)

Nunca ha usado (ref.) 1.00 - - -

Usuaria antigua o actual 0.67 0.665 |0.11| 4.17

Estado de menopausia (n=147)

Pre-menopausia (ref.) 1.00 - - -

Post-menopausia 1.10 0.895 |0.26 | 4.60
GPMG6A (NM_005277)

Estado de exceso de peso (n=181)

Sin exceso de peso (IMC<25) (ref.) 1.00 - - -

Con exceso de peso (IMC>25) 1.20 0.641 056 | 2.54

Edad al diagnostico (n=181) 1.01 0.341 0.98 | 1.05

Subtipo histolégico (n=181)

Carcinoma de células escamosas (ref.) 1.00 - - -

Otros 0.61 0285 |0.25| 151

Estadio del tumor (n=177)

Estadio | o I (ref.) 1.00 - - -

Estadio Il 0 IV 0.80 0.630 |0.33| 1.95

Estado de infeccion por VPH (n=147)
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VPH 16 0 18 (ref.) 1.00 - - -

Otras cepas 0.73 0.498 |0.29 | 1.83

Raza (n=172)

Blanca (ref.) 1.00 - - -

Otras 1.08 0.862 | 0.45| 2.59

Historia de tabaquismo (n=151)

No fumadora de por vida (ref.) 1.00 - - -

Fumadora antigua o actual 1.62 0.256 |0.70 | 3.74

Historia de uso de anticonceptivos hormonales

(n=101)

Nunca ha usado (ref.) 1.00 - - -

Usuaria antigua o actual 1.79 0.249 | 0.66 | 4.82

Estado de menopausia (n=147)

Pre-menopausia (ref.) 1.00 - - -

Post-menopausia 1.11 0.809 0.49 | 2.50
C20RF40 (NM_032411)

Estado de exceso de peso (n=181)

Sin exceso de peso (IMC<25) (ref.) 1.00 - - -

Con exceso de peso (IMC>25) 1.67 0.180 0.79 | 3.55

Edad al diagnostico (n=181) 1.00 0.776 | 0.97 | 1.02

Subtipo histolégico (n=181)

Carcinoma de células escamosas (ref.) 1.00 - - -

Otros 2.45 0.162 | 0.70 | 8.58

Estadio del tumor (n=177)

Estadio | o Il (ref.) 1.00 - - -
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Estadio Il 0 IV 1.26 0.643 |0.48| 3.31 - - - -

Estado de infeccion por VPH (n=147)

VVPH 16 0 18 (ref.) 1.00 - - - 1.00 - - -

Otras cepas 0.37 0.029 |0.15| 0.90 0.36 0.117 |0.10| 1.29

Raza (n=172)

Blanca (ref.) 1.00 - - - - - - -

Otras 0.68 0.364 | 0.29| 1.57 - - - -

Historia de tabaquismo (n=151)

No fumadora de por vida (ref.) 1.00 - - - - - - -

Fumadora antigua o actual 1.50 0.367 | 0.62 | 3.62 - - - -

Historia de uso de anticonceptivos hormonales

(n=101)

Nunca ha usado (ref.) 1.00 - - - 1.00 - - -

Usuaria antigua o actual 3.25 0.027 1.15| 9.24 3.85 0.038 |1.08| 13.70

Estado de menopausia (n=147)

Pre-menopausia (ref.) 1.00 - - - - - - -

Post-menopausia 1.01 0.986 0.44 | 2.30 - - - -
FGF10 (NM_004465)

Estado de exceso de peso (n=181)

Sin exceso de peso (IMC<25) (ref.) 1.00 - - - - - - -

Con exceso de peso (IMC>25) 3.81 0.011 1.36 | 10.68 - - - -

Edad al diagnostico (n=181) 1.00 0.827 |0.96| 1.03 - - - -

Subtipo histolégico (n=181)

Carcinoma de células escamosas (ref.) 1.00 - - - - - - -

Otros 0.99 0991 |0.27| 3.66 - - - -
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Estadio del tumor (n=177)

Estadio | o Il (ref.) 1.00 - - -

Estadio Il 0 IV 2.23 0.300 | 0.49]| 10.16

Estado de infeccion por VPH (n=147)

VVPH 16 0 18 (ref.) 1.00 - - -

Otras cepas 0.47 0.207 0.14 | 1.53

Raza (n=172)

Blanca (ref.) 1.00 - - -

Otras 1.57 0.495 | 0.43| 5.75

Historia de tabaquismo (n=151)

No fumadora de por vida (ref.) 1.00 - - -

Fumadora antigua o actual 1.55 0.447 | 050 | 4.76

Historia de uso de anticonceptivos hormonales

(n=101)

Nunca ha usado (ref.) 1.00 - - -

Usuaria antigua o actual 1.32 0.689 |0.33| 5.24

Estado de menopausia (n=147)

Pre-menopausia (ref.) 1.00 - - -

Post-menopausia 0.56 0.270 0.20 | 1.56
ETV7 (NM_016135

Estado de exceso de peso (n=181)

Sin exceso de peso (IMC<25) (ref.) 1.00 - - -

Con exceso de peso (IMC>25) 0.43 0.109 0.15| 1.21

Edad al diagnostico (n=181) 1.01 0.625 |0.97 | 1.05

Subtipo histolégico (n=181)
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Carcinoma de células escamosas (ref.) 1.00 - - - - - - -
Otros 6.00 0.001 |2.06]| 17.54 - - - -
Estadio del tumor (n=177)

Estadio I o Il (ref.) 1.00 - - - - - - -
Estadio 111 0 IV 0.89 0.860 | 0.24 | 3.30 - - - -
Estado de infeccion por VPH (n=147)

VPH 16 0 18 (ref.) 1.00 - - - - - - -
Otras cepas 0.42 0.430 | 0.05| 3.57 - - - -
Raza (n=172)

Blanca (ref.) 1.00 - - - - - - -
Otras 0.78 0.708 | 0.21| 2.90 - - - -
Historia de tabaquismo (n=151)

No fumadora de por vida (ref.) 1.00 - - - - - - -
Fumadora antigua o actual 0.80 0.713 | 0.25| 2.58 - - - -
Historia de uso de anticonceptivos hormonales

(n=101)

Nunca ha usado (ref.) 1.00 - - - - - - -
Usuaria antigua o actual 1.63 0.423 |0.49| 5.36 - - - -
Estado de menopausia (n=147)

Pre-menopausia (ref.) 1.00 - - - - - - -
Post-menopausia 0.48 0.277 |0.13| 1.80 - - - -

Resultados del analisis de regresion logistica ordinal (RLO) para evaluar la asociacion del estado de metilacidn con caracteristicas clinicas y demograficas
de las participantes. OR: Odds Ratio, [IC 95%]: intervalo de confianza al 95%, p: valor de p del modelo de RLO. Los OR de tener un mayor grado de
metilacion segun cada caracteristica clinica o demografica se calcularon en base a una categoria de referencia, indicada por el término “(ref.)”. Se denota
con un guion (“—) aquellos analisis que no fueron ejecutados ya sea porque se trata de la categoria de referencia utilizada en el modelo de RLO o porque
la variable independiente no fue significativa en el modelo bivariado y por lo tanto fue excluida del analisis en un modelo multivariado.
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8.7 Sobrevida global en funcion del estado de metilacién del ADN

Se evaluo la asociacion del estado de metilacion de la region promotora de los 40
transcritos de estudio en la sobrevida global en la poblacion. Se excluyeron aquellos
transcritos que presentaron mas del 97% de datos para una sola categoria en el
estado de metilacion, por lo que, se analizaron 24 transcritos en total. Los resultados
se detallan en la Figura 6. Solo se encontré una asociacion significativa para el
estado de metilacion del gen sub-expresado PRICKLE2 (NM_198859) y la
sobrevida global, en donde la curva K-M sugiere una mayor sobrevida en las
pacientes que presentan hipermetilacion en el promotor de PRICKLEZ2 en
comparacion a las que presentan una metilacion normal (p=0.0022) (Figura 6,

imagen 18).
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Figura 6 Graficas de KM para representar la sobrevida global en funcion del
estado de metilacion de los transcritos
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9 DISCUSION

Mediante un analisis secundario de datos genémicos y epigendmicos del proyecto
TCGA-CESC, el presente estudio buscaba evaluar la existencia de una firma
epigenética de metilacion en regiones promotoras de DEGs en CCE asociada al
estado de exceso de peso y si esta a su vez estaba asociada a la sobrevida.

Se identificaron siete DEGs en CCE que presentaron diferencias en el nivel
metilacion en la region promotora en funcién del estado de exceso de peso. Dichos
genes comprometieron cinco genes sub-expresados (SPOCK1 [NM_004598],
EDIL3 [NM_005711], SEC31B [NM_015490], GPM6A [NM_005277], C20RF40
[NM_032411]) y dos genes sobre-expresados (ETV7 [NM_016135] y MND1
[NM_032117]). Hasta donde tenemos conocimiento, este es el primer reporte que
describe la asociacion de la metilacion de DEGs en CCE en asociacion con el estado
de exceso de peso.

La metilacion en la regién promotora de genes es un mecanismo epigeneético
importante en la regulacion de la expresion génica en cancer. Si dicha region genica
se encuentra hipermetilada, la transcripcion del gen tiende a estar inactiva, en
contraste, si se encuentra hipometilada, la transcripcion tiende a estar activa (18).
Nuestros resultados evidencian que, en los cinco DEGs sub-expresados en CCE, el
grupo con exceso de peso presenta un mayor nivel de metilacion que el grupo sin
exceso de peso, con lo cual se esperaria que los niveles de expresion en el primer
grupo fuesen menores. Los resultados de expresion indican que esto se cumple para
SPOCK1, EDIL3, GPM6A y C20RF40, mas no para SEC31B, en el que se observd
que el grupo con exceso de peso tenia una mayor expresion gque el grupo sin exceso

de peso. Este hallazgo podria indicar que para SPOCK1, EDIL3, GPM6A y
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C20RF40 la metilacién en la region promotora asociada al estado de exceso de
peso juega un rol en la regulacion de su expresion en CCE, mientras que, para el
gen SEC31B otros mecanismos epigenéticos distintos de la metilacion al ADN
podrian estar involucrados. Estos resultados coinciden con lo reportado en otros
estudios de metilacion génica en cancer asociada al estado de peso, como en cancer
colorrectal y cancer de mama, en donde pacientes obesos presentaban mayores
niveles de metilacién que pacientes no obesos (12,66). Dicha tendencia se evidencid
en sitios CpG correspondientes a los genes TMEM106A, ZNF543, ZNF3970S,
ADCYA, DLX4, GSX1y SNCA en el estudio de cancer colorrectal (12) y, en el caso
de cancer de mama, en sitios CpG correspondientes a los genes SH3BP2 y XIST
(66).

En contraste, en los dos DEGs sobre-expresados en CCE (ETV7 y MND1) el grupo
con exceso de peso presentd menores niveles de metilacion, con lo cual se esperaria
que los niveles de expresion en este grupo fuesen mayores en comparacion al grupo
sin exceso de peso. Los resultados de expresion coinciden con lo esperado y se
evidencia que, en las pacientes con exceso de peso, ETV7 y MND1 se expresan mas
que en las pacientes sin exceso de peso. Estos resultados sugieren que, también en
estos genes, la metilacion en la regién promotora en funcion del estado de exceso
de peso podria influenciar su expresion en CCE.

La metilacion en DEGs en CCE también fue evaluada considerando el estado de
metilacion en funcién del estado de exceso de peso. Se evidencid que, en presencia
de exceso de peso hay una tendencia hacia una mayor metilacion en los DEGs sub-
expresados EDIL3 (NM_005711), TUB (NM_177972) y FGF10 (NM_004465). Al

realizar el analisis de asociacion del estado de metilacion y el estado de exceso de
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peso considerando también caracteristicas clinicas y demogréaficas de la poblacion
(edad, subtipo histoldgico de CCE, estadio del tumor, estado de infeccion por VPH,
raza, historia de tabaquismo, historia de uso de anticonceptivos hormonales y estado
de menopausia), solo se evidencié una asociacion significativa entre el estado de
metilacion del gen FGF10y el estado de exceso de peso [OR=3.81, IC al 95%; 1.36
-10.68]. Debemos resaltar, sin embargo, que el IC de esta asociacion es amplio, lo
que sugiere cierto grado de imprecision en el célculo del OR, posiblemente
relacionado a una baja muestra en las categorias del estado de metilacién del gen.
La relacion entre la metilacion de FGF10 y el estado de peso o CCE no se conoce
a detalle. Se ha reportado que el gen FGF10 presenta niveles de expresion elevados
en tejido adiposo de individuos con obesidad extrema (67). En nuestro estudio, las
pacientes con exceso de peso tuvieron una menor expresion de FGF10 en
comparacion a las que no tienen exceso de peso (p=0.0073), lo que sugiere que la
metilacion en la region promotora podria tener un rol en su regulacion génica.

Es importante recalcar que la clasificacion del estado de metilacion de cada gen en
CCE no se basé en controles de tejido sano de cérvix debido a que el estudio TCGA-
CESC solo cuenta con tres muestras sanas con informacion epigenémica. Ante la
limitacion en el nimero de controles, se empled una estrategia alternativa para
clasificar el estado de metilacion en base a puntos de cortes del coeficiente [
reportados y empleados en otros estudios de epigendémica del cancer (55,56). En
consecuencia, es probable que el estado de metilacién asignado para cada gen
(transcrito) en cada paciente no represente el verdadero estado de metilacion en

CCE (hiper- o hipo- metilado con respecto a un estado sano), informacién que
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podria brindar un mejor entendimiento de la asociacién entre IMC, CCE y
metilacion génica.

De los 39 DEGs en CCE que se expresan distinto en pacientes con exceso de peso
y sin exceso de peso, solo en dos de ellos (CCL5 y PCNA) se ha reportado una
asociacion entre su expresion, céncer y adiposidad. D’Esposito et al (2016)
reportaron que las células adiposas crean un microambiente que contribuye a que
células de cancer de mama triple negativo adquieran un caracter invasivo y
diseminativo, en parte, debido a la produccién de la quimiocina CCL5 (68). Por
otro lado, PCNA es una proteina indicadora de crecimiento celular y en un estudio
in vitro de Nair et al (2017) se reportdo que los niveles de esta proteina
incrementaban cuando se co-cultivaban células de adipocitos humanos (células
SW872) con células epiteliales glandulares endometriales, en comparacion a
cuando se cultivaban dichas células solas (69). La adicion de las células de
adipocitos favorecia la proliferacion celular de las celulas endometriales, en parte,
debido a la secrecion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a).

Dentro de los hallazgos mas relevantes de nuestro estudio se encuentra que los 20
DEGs sobre-expresados en CCE seleccionados enriquecen rutas relacionadas al
ciclo celular, replicacion del ADN, procesos de infeccidn y/o del sistema inmune.
Este hallazgo coincide con lo reportado por Hair et al (2015), en donde se encontro
que la obesidad estaba asociada a la metilacion de genes involucrados en la
respuesta inmune, crecimiento celular y reparacion del ADN en tumores de cancer
de mama (66). Se debe precisar que, en dicho estudio, se evalu6 la asociacion del

IMC de las pacientes y la metilacion en un panel definido de genes seleccionados
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en un estudio previo por su relevancia en cancer (70), el cual consistié en 935 sitios
CpG.

De manera similar, en nuestro estudio se analiz6 la potencial asociacién entre el
estado de exceso de peso y la metilacion en la region promotora en 39 DEGs en
CCE que se expresan distinto en pacientes con exceso de peso y sin exceso de peso.
Este enfoque buscaba identificar DEGs en CCE cuya expresion pudiese estar
desregulada debido a la metilacion en la region promotora y que ello estuviera
asociada al estado de exceso de peso. Una limitacion de nuestra aproximacion
metodoldgica es que, debido a que el panel de genes analizado fue delimitado a
DEGs en CCE (en total 1695 genes), solo se considerd un subconjunto de genes
cuya metilacion podria estar diferenciada en funcion del estado de exceso de peso.
Por lo tanto, es probable que nuestros resultados estén sesgados hacia genes
involucrados en cancer, posibilidad que también es discutida en el estudio de Hair
et al (2015) debido al enfoque metodoldgico empleado (66). Esto podria explicar
por qué nuestros hallazgos difieren de lo reportado por Crujeiras et al (2018) en
donde se analizaron alrededor de 450 000 sitios CpG vy se identificé un metiloma
de cancer colorrectal asociado a obesidad con rutas enriquecidas relacionadas a
procesos metabdlicos e inflamatorios (12). En este contexto, el estudio del metiloma
completo en pacientes con CCE brindaria un panorama mas completo de los
potenciales sitios de metilacion diferenciados en funcién del estado de exceso de
peso, por lo que resulta un area que amerita ser explorada.

Adicionalmente, se debe remarcar que no se aplicd un método de correccion por
pruebas maultiples en los analisis estadisticos de expresion diferencial y metilacion

en funcion del estado de exceso de peso. Se decidié emplear los valores de p crudos
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con la finalidad de analizar un subconjunto de genes en términos de expresion,
metilacion y enriquecimiento de redes PPI y rutas bioldgicas. Bajo este enfoque,
fue posible seleccionar siete genes cuyos niveles de metilacién en la region
promotora estarian asociados al estado de exceso de peso en CCE, los cuales
deberian de ser estudiados a mayor profundidad para determinar su rol en CCE.
Los estudios de asociacion entre metilacion, obesidad y céncer no son muy
abundantes, y se han realizado principalmente en cancer colorrectal (12) y cancer
de mama (40,66,71). Por otro lado, a pesar de que existe limitada evidencia del
sobrepeso u obesidad como factor de riesgo de CCE (36), es interesante notar que
en nuestra muestra las pacientes con exceso de peso conformaron aproximadamente
el 62% de la muestra.

Si bien no hubo una red PPI significativa ni términos GO o0 KEGG enriquecidos por
los 19 DEGs sub-expresados en CCE analizados, resulta interesante que ocho de
ellos tengan un rol en el sistema nervioso central (SPOCK, CRMP1, EMLI,
SHANK3, C150RF59, GPM6A, C20RF40, MAP1B). Estos hallazgos guardan
relacion con lo encontrado en un estudio reciente de Xu et al (2019) en donde se
realizd un analisis integrativo de metilacion y expresion génica en TCGA-CESC,
encontrandose que en genes hipermetilados sub-expresados habia un
enriquecimiento rutas de la transmisién sinaptica quimicay el desarrollo del sistema
nervioso, entre otros términos de GO (72).

El estudio de la asociacién entre la metilacion génica, cancer y exceso de peso es
complejo ya que la relacion entre estos tres componentes no es unidireccional, es
decir, la metilacion podria ser la causa o la consecuencia de la presencia de exceso

de peso (73). En este estudio, clasificamos a las pacientes con CCE segun el estado
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de exceso de peso definido por un valor de corte de IMC, al momento del
diagndstico, mayor o igual a 25. Nuestra hipétesis fue que el estado de exceso de
peso en CCE estéa asociado a una firma epigenética de metilacion y que esto tendria
una implicancia en la sobrevida global. Sin embargo, en la relacién de estos
elementos debemos considerar también que, de manera independiente, existen
firmas de metilacion del ADN descritas en obesidad (74) al igual que en CCE
(7,8,29,31,75).

Debemos remarcar que ninguno de los 39 DEGs identificados en nuestro estudio
esta asociado con obesidad en adultos segun nuestra busqueda en literatura y en
bases de datos como la herramienta de expresion génica “Expression Atlas” (76) y
el catalogo “GWAS Catalog” (77) que contiene informacion de estudios de
asociacion del genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés). De cierta forma,
esto nos indicaria que su expresion/metilacion no se deberia a la obesidad. Resulta
necesario entonces, tomar en consideracion los distintos factores mencionados al
interpretar nuestros resultados, no obstante, nuestro estudio logra revelar
informacion innovadora acerca de genes con diferencias en la metilacion en la
region promotora en funcion del estado de exceso de peso a partir de un subconjunto
de DEGs en CCE. Solo en el caso del gen MND1, un estudio reportd su
hipermetilacion en nifios varones obesos en comparacion a nifios no obesos, sin una
diferencia de expresion entre los grupos de estudio (78). No obstante, debemos
sefialar que en este estudio se analizaron células sanguineas y solo se evaluaron 12
individuos, todos de ancestria asiatica.

Con respecto a la asociacién del estado de metilacion de los genes y caracteristicas

clinicas y demograficas de las pacientes, se evidencié una asociacién entre el estado
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de metilacion de los genes SPOCK1 (NM_004598), EDIL3 (NM_005711), TUB
(NM_177972), ETV7 (NM_016135) y SEC31B (NM_015490) y el subtipo
histoldgico de CCE. No existen reportes de una asociacion entre alguno de estos
genes y el subtipo histolégico de CCE, sin embargo, en estudios previos con datos
de la cohorte TCGA-CESC, se han descrito diferencias en patrones de metilacion
en funcion del subtipo histolégico (44,72).

Por otro lado, se observa una tendencia hacia una menor metilacion en la region
promotora de SPOCK1 (NM_004598) y EDIL3 (NM_005711) ante la infeccion por
cepas diferentes a la VPH 16 ¢ 18. Estos resultados sugieren un potencial rol de la
infeccion del VPH en alteraciones epigenéticas en CCE en donde una infeccion con
VPH 16 0 18, cepas de alto riesgo, estaria asociada a una mayor metilacion de
SPOCK1 y EDIL3, lo que podria conllevar a una menor expresion génica. Una
menor expresion de SPOCKL1 disminuiria las interacciones entre las células y la
matriz extracelular, mientras que, en EDIL3 favoreceria la formacion de estructuras
vasculares, por lo que se trataria de regulaciones que podrian tener un impacto en
la progresion de la neoplasia. Existe evidencia de que la infeccion por cepas de VPH
causa alteraciones de metilacion en ciertos genes del hospedero humano (75). Uno
de los mecanismos seria a través de la oncoproteina viral E7 de la cepa VPH 16, la
cual puede estimular la actividad metiltransferasa de la enzima DNMTL1 in vitro
(79). Asimismo, se ha evidenciado que la proteina E7 de VPH 16 aumenta la
metilacion en las regiones promotoras de los genes CXCL14 (80) y CCNAL (81) y
ello conllevaria a una disminucion en sus niveles de expresion.

Se observo también que en las pacientes post-menopausicas hubo una tendencia a

una mayor metilacion de EDIL3 (NM_005711) en comparacion a las pre-
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menopadusicas, lo que podria sugerir que en este grupo hay una menor expresion de
EDIL3. El estado de menopausia ha sido reportado como un factor asociado tanto
a la metilacion génica como al IMC en otros tipos de cancer, como el cancer de
mama (40,66).

Por ultimo, se encontrd una asociacion entre el estado de metilacion de la region
promotora de PRICKLE2 y la sobrevida global en CCE, en donde la curva K-M
sugiere una mayor sobrevida en las pacientes que presentan hipermetilacion en el
promotor de PRICKLEZ2 en comparacién a las que presentan una metilacion normal
(p=0.0022). EIl rol de PRICKLEZ2, ya sea a nivel de expresion o metilacion, y la
sobrevida en cancer no ha sido descrita anteriormente.

En nuestro estudio, PRICKLEZ2 estuvo sub-expresado en CCE. La sub-expresion de
este gen también ha sido reportada en carcinoma renal de células claras (82), aunque
se desconocen los mecanismos de regulacion implicados y su rol concreto en la
carcinogénesis. PRICKLEZ2 es una proteina homologa a la proteina Prickle de
Drosophila (83). Se sabe que participa en la via de sefializacion de Wnt, una ruta
implicada en varios tipos de cancer (84) y en donde se modulan elementos del
citoesqueleto y se controla la polaridad de la célula. La asociacion entre PRICKLE?2
y CCE solo ha sido descrita en un estudio de Senchenko et al (2013) en donde se
postula a este gen como potencial marcador para discriminar entre carcinoma de
células escamosas y adenocarcinomas (85).

Solo hemos encontrado un estudio en donde se ha evaluado el potencial rol de la
metilacion del ADN, la obesidad y la sobrevida en cancer de mama realizado por

McCullough et al (2016) (71). En este, se evidencid que la mortalidad especifica
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por cancer de mama fue mas alta en pacientes obesas con metilacién en la region
promotora de los genes APC y TWISTL1 en tejidos tumorales.

En este contexto, seria conveniente una mayor investigacion en el potencial rol del
estado de metilacién de PRICKLEZ2 en CCE, pues si bien no hubo diferencias en su
metilacion en funcion al estado de peso en nuestra cohorte estudiada, la expresion
fue mayor en el grupo con exceso de peso en comparacién al grupo sin exceso de
peso. Se debe notar que, en muchos casos no fue posible evaluar la sobrevida en
funcion del estado de metilacion de los genes debido a que el nimero de pacientes
en algunas categorias del estado de metilacion era muy bajo. Ello impidio tanto la
ejecucion del analisis como la deteccion de diferencias significativa entre las
categorias comparadas.

Los resultados de nuestro estudio sugieren una potencial asociacion entre el estado
de exceso de peso y la metilacion en la region promotora de algunos DEGs en CCE.
Es importante reconocer que estos resultados se basan en un analisis secundario de
datos, por lo que seria necesario corroborar nuestros hallazgos en posteriores

estudios con un mayor namero de participantes y con ensayos experimentales.
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10 CONCLUSIONES

Se identificaron 39 DEGs en CCE con diferencias de expresion genica entre
las pacientes sin exceso de peso y con exceso de peso en la cohorte TCGA-
CESC.

Se reconocieron diferencias en el nivel metilacion en la region promotora
de siete DEGs en CCE en funcion del estado de exceso de peso en la cohorte
TCGA-CESC, los cuales incluyeron a los cinco genes sub-expresados
SPOCK1 (NM_004598), EDIL3 (NM_005711), SEC31B (NM_015490),
GPM6A (NM_005277), C20RF40 (NM_032411) y a los dos genes sobre-
expresados ETV7 (NM_016135) y MND1 (NM_032117).

Hubo una asociacion significativa entre el estado de metilacion del gen sub-
expresado PRICKLE2 (NM_198859) y la sobrevida global en la cohorte
TCGA-CESC, en donde la curva K-M sugiere una mayor sobrevida en las
pacientes que presentan hipermetilacion en comparacion a las que presentan

una metilacion normal.

11 LIMITACIONES

Una limitacion de nuestro estudio es que el analisis de genes estuvo
delimitado a DEGs en CCE en la cohorte TCGA-CESC, por lo que solo se
considerd6 un subconjunto de genes cuya metilacion podria estar
diferenciada en funcion del estado de exceso de peso.

Por otro lado, no se analiz6 el estado de metilacion en base a controles de
tejido sano debido al limitado nimero de muestras sanas con informacion
epigendmica, lo cual podria brindar mas informacion acerca de la asociacion

entre IMC, CCE y metilacion.
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12 RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar la asociacion entre exceso de peso en CCE y
metilacion en regiones promotoras de DEGs en estudios con un mayor
nimero de participantes, pues ayudarian a corroborar lo reportado en el
presente estudio.

Para posteriores estudios en el tema, se recomienda tomar en consideracion
la potencial influencia de los eventos de pérdida y ganancia de peso en
pacientes con CCE en el metiloma.

Para posteriores estudios seria interesante analizar la metilacion de otras
regiones génicas (no promotores) de DEGs en CCE, pues también podrian

estar asociadas al estado de exceso de peso y a la expresion génica.
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14 ANEXOS
Anexo 1

ff5cript
Lempname
tempfile
postfile “memhold’
combined sd est error using ‘results'
foreach war of warlist krtl7-prkcz {

memhold
results

para ejecutar prusebas t-student y guardar variables de resultados//

name pval t statistic df t mean 1 sd 1 mean 2 5d 2 nl n2 p 1l p ua

ttest “wvar',byl(estado_okesidad)
post ‘memhold' (“var') (Tr(p)') (‘ri(t)') {("r(df c)') ("rimu 1)") ("r(sd_1)'")
) (Cr(sd_2)") ("x(W_1)") (Cr(W_z)') ("rip_1)") (‘r(p_u)") ("r(sd)"} (‘r(se)’)
}
postclose ‘memhold!
use ‘results', clear
list
Anexo 2
J/Script para ejecutar prushas t-student v guardar warizbles de resultados//
tempname memhold
tenpfile results
postfile ‘memhold’ name pval t_statistic df t mean 1 5d 1 mean 2 sd 2 nl n2 p lpu

combined sd est_error using ‘results'
foreach war of warlist plaZg2a-scn7a {

ttest ‘var',by(group sample)

post ‘memhold' (“war') ("x(p)") ("r(tc)') ("r(df £)"') ("ri(mam 1)")

) "r(sd 2)") ("r(W 1)) ("r(W 2)") ("rip 1)) ("r{p u)') ("ri(sd}")
}

postclose "memhold'

use “results', clear

list

("r(sd 1))

(Tr(se)")

("rfmua 2)"

[("r(ma 2)°'



Anexo 3

Transcritos de genes sub-expresados (21 transcritos)

Graficos de cajas del nivel de metilacion metilacion en las muestras tumorales y muestras
sanas de cérvix para los 21 transcritos seleccionados correspondientes a los genes sub-
expresados y valores de p de las pruebas de los rangos con signo de Wilcoxon. Se indica el
nombre del gen, los dos Gltimos nimeros de su respectivo cddigo de identificacion y un

prefijo que indica si la muestra es tumoral o sana (mt: muestra tumoral, mn:muestra).
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Anexo 4
Transcritos de los genes  sobre-expresados (19  transcritos)

Gréficos de cajas del nivel de metilacion en las muestras tumorales y muestras sanas de
cérvix para los 19 transcritos seleccionados correspondientes a los genes sob-reexpresados
y valores de p de las pruebas de los rangos con signo de Wilcoxon. Se indica el nombre del
gen, los dos dltimos nimeros de su respectivo codigo de identificacion y un prefijo que
indica si la muestra es tumoral 0 sana (mt: muestra tumoral, mn:muestra).
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Anexo 5

Histograma del nivel de metilacion del gen MND1 (NM_032117) en funcion del estado de
exceso de peso. IMC<25: Grupo sin exceso de peso, IMC>25: Grupo con exceso de peso.

IMC<25 IMC>=25
o
S
o |
[y ]
o
ic)
C
3
5 87
o
2 |
o T T T T T T T T T T
.02 .04 .06 .08 A0 .02 .04 .06 .08 A

Nivel de metilacion de MND1 (NM_032117)



Anexo 6

Gréficos de barras del estado de metilacion de los transcritos de los genes sub-expresados.
En cada barra, se indica el nombre del gen y los dos ultimos nimeros de su respectivo
cddigo de identificacion. Se indica el % de casos para las categorias del estado de
metilacion segln el grupo de estudio. S: grupo sin exceso de peso (IMC<25), C: grupo con
exceso de peso (IMC>25). Rojo: Hipometilado (B<0.1), Verde: Metilacion normal
(0.1<B<0.3), Azul: Hipermetilado ($>0.3).

Frecuencias relativas (%) del estado de metilacidon de los 21 transcritos
de genes sub-expresados
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Anexo 7

Gréficos de barras del estado de metilacion de los transcritos de los genes sobre-expresados.
En cada barra, se indica el nombre del gen y los dos Gltimos nimeros de su respectivo
cddigo de identificacion. Se indica el % de casos para las categorias del estado de
metilacion segln el grupo de estudio. S: grupo sin exceso de peso (IMC<25), C: grupo con
exceso de peso (IMC>25). Rojo: Hipometilado (B<0.1), Verde: Metilacion normal
(0.1<B<0.3), Azul: Hipermetilado ($>0.3).

Frecuencias relativas (%) del estado de metilacidén de los 19 transcritos
de genes sobre-expresados
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