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Resumen

Las infecciones crénicas por virus oncogénicos, como el virus del papiloma humano
(HPV) vy los virus de la hepatitis B (HBV) y C (HCV), causan distintos tipos de
neoplasias incluidos el cancer cervical (CESC), de cabeza y cuello (HNSCC), y de
higado (LIHC). La glutamindlisis es un proceso regulado por la glutaminasa 1y 2
(GLS1/GLS2), las cuales estan alteradas en HNSCC y LIHC, pero su estado es
desconocido en CESC. El objetivo de esta tesis es determinar si la alteracién de la
expresion génica de GLS1/GLS2 varia con el estado de infeccion de HPV, HBV y HCV,
y si, a su vez, la expresion y el estado de infeccidon estdn asociados al prondstico de
CESC, HNSCC y LIHC. Para ello analizamos datos gendmicos, transcriptdmicos y
metadata de cohortes provenientes de The Cancer Genome Atlas (TCGA). La
expresion de GLS1 y GLS2 se determind en las cohortes de CESC, HNSCC y LIHC
calculando el Log,FC y aplicando t-test de Welch y ANOVA de una via. Finalmente,
utilizamos graficos de Kaplan-Meier (KM) para averiguar la asociacién de la data
gendmica y clinica con la sobrevida global (OS). Encontramos que GLS2 esta
subexpresado en las muestras de LIHC-HBV/HCV(+) comparadas con las muestras
no tumorales con presencia de HBV/HCV(+). Asi mismo, la expresion de GLS2 estaba
asociada con la OS en pacientes con CESC. En conclusion, la expresién de
glutaminasas es anormal en tejidos de CESC, HNSCC y LIHC, y a su vez, depende del
estado de infeccidn viral. Como la expresion de GLS2 e infeccidn viral afectan la OS
en los tumores analizados, esta tesis nos muestra a las glutaminasas como
marcadores candidatos de pronéstico para CESC, HNSCC y LIHC, los cuales podrian

ser validados en estudios futuros.

Palabras claves: sobrevida global, glutaminasas, HPV, HBV, HCV, carcinoma cervical
de células escamosas, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello,

carcinoma hepatocelular de higado



Abstract

Chronic infections with oncogenic viruses, such as human papillomavirus (HPV) and
hepatitis B (HBV) and C (HCV) viruses, cause various types of neoplasms including
cervical (CESC), head and neck (HNSCC), and liver (LIHC) cancers. Glutaminolysis is a
process regulated by glutaminase 1 and 2 (GLS1/GLS2), which are altered in HNSCC
and LIHC, but their status is unknown in CESC. The aim of this thesis is to determine
whether altered GLS1/GLS2 gene expression varies with HPV, HBV, and HCV
infection status, and whether expression and infection status are associated with
prognosis in CESC, HNSCC and LIHC. For this purpose, we analyzed genomic,
transcriptomic and metadata data from The Cancer Genome Atlas (TCGA). GLS1 and
GLS2 expression was determined in CESC, HNSCC and LIHC cohorts by calculating
Log,FC and applying Welch's t-test and one-way ANOVA. Finally, we used Kaplan-
Meier (KM) plots to investigate the association of genomic and clinical data with the
overall survival (0OS). We found that GLS2 is under-expressed in LIHC-HBV/HCV(+)
compared with non-tumorous samples infected with HBV/HCV(+). Likewise, GLS2
expression was associated with OS in CESC patients. In conclusion, glutaminase
expression is abnormal in CESC, HNSCC and LIHC tissues, and in turn, depends on
viral infection status. As GLS2 expression and viral infection affect OS in the
analyzed tumors, this thesis shows glutaminases as candidate prognostic markers

for CESC, HNSCC and LIHC, which could be validated in future studies.

Key words: Overall survival, glutaminases, HPV, HBC, HCV, Cervical Squamous Cell
Carcinoma, Head and Neck Squamous Cell Carcinoma, Liver Hepatocelular

Carcinoma



Abreviaturas

Abreviatura

CESC:

HNSCC:

LIHC:

HPV:

HBV:

HCV:

HCC:

TCGA GDC:

0S

KM

IMC:

GLS1 - GLS2:

pRb:

TCA:

Significado

Carcinoma cervical de células escamosas y
adenocarcinoma endocervical (Cervical Squamous Cell
Carcinoma and Endocervical Adenocarcinoma)
Carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello
(Head and Neck Squamous Cell Carcinoma)

Carcinoma hepatocelular de higado (Liver Hepatocelular
Carcinoma)

Virus del papiloma humano (Human Papiloma Virus)

Virus de la hepatitis B (Hepatitis B Virus)

Virus de la Hepatitis C (Hepatitis C Virus)

Hepatocarcinoma celular (Hepatocellular Carcinoma)

Atlas del Genoma del Cancer Datos gendmicos comunes
(The Cancer Genome Atlas Genomic Data Commons)

Sobrevida global (Overall Survival)

Kaplan-Meier

indice de masa corporal

Glutaminasa 1 — Glutaminasa 2

Retinoblastoma

Via del acido citrico (Tricarboxylic Acid)



a-kG:

KSHV:

MLL4:

FPKM:

FC:

PI3K/AKT

RT-PCR

RT-qPCR

RNA-Seq

GTEx

PDK

E6-AP

pl6
(p16INK4A)

Alfa-cetoglutarato (Alpha-Ketoglutarate)

Virus del sarcoma de Kaposi (Kaposi's Sarcoma-
Associated Herpesvirus)

Gen linaje mixto leucemia 4 (Myeloid/lymphoid or
mixed-lineage leukemia 4)

Fragmentos por kilobase de transcrito por millén de
lecturas mapeadas (Fragments per kilobase of transcript
per Million mapped reads)

Proporcién de cambio (Fold change)

Via del Fosfatidilinositol-3-kinasa / Proteina Serina-
Treonina kinasa (Phospholnositide-3-Kinase/ Serine-
Threonine Kinase)

Reaccidn en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real
(Real Time Polymerase Chain Reaction)

Transcripciodn reversa seguida de una PCR cuantitativa en
tiempo real (Reverse Transcription-Real-Time Quantitive
Polymerase Chain Reaction)

Secuenciamiento de RNA (RNA Sequencing)

El proyecto genotipo-expresion tisular (The Genotype-
Tissue Expression Project)

Piruvato deshidrogenasa kinasa (Pyruvate
Dehydrogenase Kinase)

Proteina ubiquitina ligasa asociada a la proteina E6
(Ubiquitin-Protein Ligase E6-Associated Protein)
Inhibidor 2A dependiente de ciclina kinasa, supresor de
tumores multiples 1 (Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor

2A, CDKN2A, Multiple Tumor Suppressor 1)



EBV

BPTES

GLUD1/2

KRAS

PBRM1

KDMS5C

BAP1

B-vER

GSE20017

SAT

SOS Sib Pair

IL-6

G1/G2/G3

gPCR

Virus del Epstein-Barr (Epstein-Barr Virus)

Bis-2-(5-fenilacetamido-1,2,4-tiadiazol-2-il)sulfuro de
etilo 3 (Bis-2-(5-Phenylacetamido-1,2,4-Thiadiazol-2-
yl)Ethyl Sulfide 3)

Glutamato Deshidrogenasa 1/ 2 (Glutamate
Dehydrogenase 1/ 2)

Ki-ras2 Homologo del oncogén viral del sarcoma de rata
de Kirsten (Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog)

Proteina Polibromo 1 (Protein Polybromo 1)

Lisina desmetilasa 5C (Lysine Demethylase 5C)

Ubiquitina Carboxil-Terminal Hidrolasa (Ubiquitin
Carboxyl-Terminal Hydrolase)

Receptores de Beta Estréogenos

Base de datos de eventos espaciales gendmicos
(Genomic Spatial Event database)

Tejido Adiposo Subcutaneo (Subcutaneous Adipose
Tissue)

Sujetos obesos suecos Sib Pair (Swedish Obese Subjects
Sib Pair)

Interleucina 6

Grado Histoldgico 1, 2, 3

Reacciéon en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa

(Quantitative Polymerase Chain Reaction)



HIF-1a

CD147

SNAT1

GS

LAT1

ASCT2

xCT

RSEM

HT-Seq

CNV

NGS

GRCh38/hg38

CBS

STAR

Subunidad alfa del factor 1 inducible por hipoxia
(Hypoxia Inducible Factor 1 Subunit Alpha)

Cumulo de diferenciacién 147 (Cluster of Differentiation
147)

Transportador 1 de aminoacidos neutros acoplado al
sodio (Sodium-Coupled Neutral Amino Acid Transporter
1)

Glutamina sintetasa (Glutamine Synthetase)

Transportador 1 de aminoacidos de tipo L (L-Type Amino
Acid Transporter 1)

Transportador 2 de alanina, serina y cisteina (Alanine
Serine Cysteine Transporter 2)

Antiportador de cistina/glutamato (Cystine/Glutamate

Antiporter)

RNA-seq por maximizacion de expectacién (RNA-Seq by
Expectation-Maximization)

Secuenciacién masiva (High Throughtput sequencing)

Variacién del niumero de copias (Copy Number Variation)

Secuenciacion de Nueva Generacion (Next Generation
Sequencing)

Consorcio de referencia del genoma humano constructo
38 (Genome Reference Consortium Human Build 38)
Anilisis de segmentacion binaria circular (Circular binary
segmentation analysis)

Alineacidn de transcritos empalmados con una

referencia (Spliced Transcripts Alignment to a Reference)



FAMD

PCA

MCA

ANOVA

Q1

Q3

PS

BPS

PR

Anilisis de factores de datos mixtos (Factor Analysis of
Mixed Data)

Analisis de componentes principales (Principal
Component Analysis)

Analisis de correspondencia multiple (Multiple
Correspondence Analysis)

Analisis de varianza (Analysis of Variance)

Cuartil Inferior

Cuartil Superior

Probabilidad de Sobrevida

Bajada de la probabilidad de sobrevida

N2 de pacientes en riesgo

Evento



1. Introduccion

1.1. Metabolismo de la glutamina en las células cancerosas.

Las células cancerosas contienen una amplia variedad de alteraciones, incluyendo
ajustes en su metabolismo energético (1). La modificacion de las vias metabdlicas
descrito en las células cancerosas ocurre para satisfacer sus altas demandas
metabdlicas, que le permiten entre otras cosas, dividirse continuamente. El ajuste
metabdlico en el tejido canceroso favorece la oxidacion incompleta de la glucosa a
través de la via glicolitica (2). Bajo estas condiciones, el piruvato es convertido a
lactato, en lugar de entrar a la via del acido citrico (TCA), incluso en presencia de
oxigeno (3,4). Como consecuencia de ello, se reducen los niveles de ATP

mitocondrial en células tumorales (5).

Para obtener precursores biosintéticos que ayuden a la proliferacién celular, en
algunos tipos de cdncer se promueve el catabolismo de glutamina (glutamindlisis),
lo cual contrarresta la baja tasa de metabolismo oxidativo (6). La glutamindlisis
consiste en la conversion de la glutamina a glutamato, por accién de la enzima
glutaminasa (GLS1 o GLS2), para luego formar alfa-cetoglutarato (a-kG). Asi, el a-kG
alimenta la via de TCA para poder obtener intermediarios metabdlicos (7). Estas
reacciones bioquimicas se logran por cambios en la expresidon de glutaminasas
(GLS1 y GLS2) y otras enzimas reguladoras del metabolismo de glutamina (8). Con
ello, la glutamindlisis junto con la glucdlisis son vias que aportan energia a las

células cancerosas.

Por lo expuesto antes, es de interés conocer como la sobreexpresién de GLS
controla la alta demanda metabdlica, aumentando la sintesis de ATP. Inclusive, en
funcién del tipo de cancer, existe heterogeneidad en la expresion génica de
glutaminasas (9) . Por ejemplo, en cadncer pulmonar, GLS1 subexpresado (10)
mientras que en HCC, GLS1 estd sobrexpresado y GLS2 estd subexpresado, en

relacién a tejido sano (11).



1.2. Rol de las glutaminasas en el prondstico del cancer

El rol regulador de glutaminasas también es diferente entre ellas. GLS1 estd
regulado por oncogenes y contribuye al crecimiento tumoral en gran medida
(12,13). En contraste, GLS2 tiene propiedades supresoras de tumores y limita la
malignicidad de los tumores malignos (14,15) . Por sus efectos, se estd
considerando a ambas enzimas como marcadores del prondstico de la enfermedad.
Un estudio de andlisis multi dmico bioinformdtico encontré que GLS1 y GLS2
cumplen roles tanto oncogénicos como antioncogénicos, los cuales dependen del
tipo de céncer. En dicha investigacion, se determind que GLS1 estaba
sobreexpresado en el cancer de higado (“LIHC” por sus siglas en inglés) y el de
cabeza y cuello (“HNSCC” por sus siglas en inglés), lo cual estaba asociado a un
pobre prondstico de la enfermedad. También, GLS2 estaba sobreexpresado en
HNSCC, mientras que estd subexpresado en LICH (16). Otro estudio determind que

GLS1 es un predictor importante para la sobrevida de los pacientes con LIHC (17).

1.3. Glutaminasas en los procesos de infeccion.

Ademas de su potencial rol predictor en céncer, ha quedado demostrado que las
glutaminasas 1 y 2 son enzimas criticas para la replicacidon de algunos virus. Por
ejemplo, la inhibicién de GLS1 disminuye la replicacién in vitro de adenovirus,
herpes simplex 1 e influenza A (18). Asi mismo, la infeccién por virus del herpes
asociado al sarcoma de Kaposi (KSHV) induce la expresion de GLS1, sugiriendo la
importancia de la glutamina en el proceso infeccioso (19). En este sentido, se ha
demostrado el rol de la glutamina en la proliferacién de células transformadas por
KSHV, mediante la sobreexpresion de enzimas claves, como GLS2 (20). Asi mismo, el
virus de la hepatitis C (HCV) induce la glutamindlisis, lo que promueve la
transcripcion de GLS1, favoreciendo asi la replicacion viral y predisponiendo a la
transformacién celular a los hepatocitos infectados (21). También se encontré que
en tumores hepaticos inducidos por infeccidn crénica de virus de la hepatitis B

(HBV), la actividad enzimatica del GLS1 aumenta, sugiriendo la inclusién de la



glutamina como una fuente de carbono adicional para sostener el requerimiento

metabdlico en tumores malignos (22).

1.4. Transformacidn celular promovida por infeccion viral.

El proceso de transformacion celular inducida por la infeccidn viral crénica estimula
la proliferacidn celular y no dafia, en primera instancia, el material genético. Esta
situacion motiva a romper el equilibrio entre la apoptosis y la proliferacion celular
(23). Por ejemplo, las infecciones crénicas por HPV conllevan a la expresidon de
oncogenes que inactivan los genes supresores de tumor p53 y retinoblastoma (Rb),
lo cual a la larga conduce a la acumulacién de mutaciones en el ADN, condiciéon
conocida como inestabilidad gendmica (24,25). Algunas proteinas virales de HCV,
como E2, también activan oncogenes mientras que otras como NS3 inactivan genes

supresores de tumores y desregulan vias de transduccidn de sefiales (26).

La insercion del material genético viral en las células huésped es un evento raro en
HBV y no ocurre en HCV (26), pero es muy frecuente en HPV, afectando la expresién
génica y el nimero de copias de determinados genes (25). Asi, en HBV se fusiona el
gen quimérico X (HBVx) y el gen linaje mixto leucemia 4 (MLL4). Esto lleva a una
translocacién del intron 3 del MLL4 a otra regién del genoma de los hepatocitos
(27). En HPV, la integracion del genoma viral en el genoma humano interrumpe el
gen viral E2, lo cual promueve la sobreexpresién de los oncogenes E6/E7, necesarios

para el mantenimiento del fenotipo celular transformado (24,25).

Desde el punto de vista metabdlico, el cdncer asociado con infeccidn viral se
diferenciaria de aquel no asociado con infeccién. Ello fue revelado en un estudio de
HNSCC, donde se investigaron las diferencias metabdlicas entre neoplasias con
antecedentes de infeccién crénica por HPV y otras sin antecedentes. En tejidos
neoplasicos HPV(-) negativo, los genes asociados con la glicdlisis y la oxidacidn
fosforilativa tenian una elevada expresién, en comparacién con los tejidos HPV(+)

positivo (28). En particular, GLS1 tiene una expresion significativamente elevada en

10



HNSCC, lo cual se asocié con un reducido tiempo libre de enfermedad después de la
terapia. Sin embargo, no se indago si la presencia de la infeccién de HPV afecta a la

al expresion de GLS1 (29).

1.5. Problema de investigacion.

Hasta ahora, no se ha determinado si hay una relacion entre la expresion diferencial
de GLS1/GLS2 en tejidos de cancer cervical (“CESC” por sus siglas en inglés), HNSCC
y LIHC provenientes de pacientes humanos, con el estado de infeccidn (positivo o
negativo) de los virus oncogénicos HPV, HBV y HCV. Este conocimiento podria ser
obtenido a través del andlisis secundario de datos gendmicos de pacientes con
cancer. El aprovechamiento de dichos datos gendmicos del cancer ha sido posible
gracias a proyectos internacionales como The Cancer Genome Atlas (TCGA), el cual
logré la caracterizacion gendmica de varios tipos de canceres a través del
secuenciamiento masivo de muestras biolégicas (30—-32). La informacidn obtenida
de TCGA se ha puesto a disposicidon de la comunidad cientifica desde el 2010 y ha
sido aprovechada por diversos estudios interesados en indagar diversos problemas
vinculados con el céncer, lo cual demuestra que estudios dirigidos por datos (en

inglés “Data-driven research”) son viables (33—-37).

Teniendo en cuenta todo lo expuesto, nos preguntamos si el patrén de expresién
génica de GLS1 y GLS2 cambia con la presencia de infeccidn viral por HPV, HBV y
HCV en sujetos diagnosticados con cancer de higado, cancer cervical y cabeza y
cuello. También nos preguntamos si la expresion génica de GLS1/GLS2 y la presencia
de infeccién por HPV, HBV y HCV estan asociados con la sobrevida global de las

neoplasias anteriormente mencionadas.

Esta investigacion es relevante ya que el HBV y HPV son agentes etioldgicos
frecuentes del cancer de higado y cancer cervical, respectivamente, en el Perd. De
existir una correlacién entre la infeccion viral y la sobrevida de los pacientes, ello

podria ser Gtil para mejorar las politicas publicas de prevencién de HBV/HCV y HPV
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gue busquen disminuir la incidencia de dichas infecciones en el Perd y el mundo.
Ademas, la expresion de glutaminasas podria ser evaluada como un marcador de

pronéstico en futuros estudios.
2. Preguntas de Investigacion

¢Cudl es el patrén de expresion génica de glutaminasas (GLS1 y GLS2) en pacientes
con cancer de higado, cérvix y cabeza y cuello que presentan infeccién viral por
HPV, HBV y HCV al momento del diagndstico del cancer?

éSe asocia el patron de expresion génica de GLS1/GLS2 y la presencia de infeccion

viral por HPV, HBV y HCV con la sobrevida global?
3. Objetivos

3.1. Objetivo General

Determinar la influencia de la presencia de infeccién viral por HPV, HBV y HCV sobre
la expresidn génica de GLS1/GLS2 y su asociacion con la sobrevida global mediante
un analisis de datos transcriptémicos derivados de las cohortes de TCGA de cancer

de higado, cérvix y cabeza y cuello.
3.2. Objetivos Especificos

- Conocer la expresion génica y la alteracidon del nimero de copias de GLS1 y
GLS2 en sujetos con céncer de higado, cérvix y cabeza y cuello que poseen
resultados de pruebas moleculares de infeccién viral (HPV, HCV, HBV).

- Determinar el patrdn de la expresidon génica o la asociacion con la alteracién
del nimero de copias de GLS1/GLS2 con la presencia de infeccidn viral por
HPV, HBV y HCV en cancer de higado, cérvix y cabeza y cuello.

- Indagar si la expresion génica de GLS1/GLS2, asi como la presencia de
infeccion viral por HPV, HBV y HCV estdn asociadas con la sobrevida global en

cancer higado, cérvix, de cabezay cuello.
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4. Materiales y Métodos
4.1. Disefio del estudio

El presente estudio es correlacional, retrospectivo, sin hipdtesis, analitico de

cohortes, basado en un analisis secundario de datos publicos.
4.2. Poblacion y muestra de estudio

Se consideraron pacientes diagnosticados con CESC, LIHC y HNSCC, participantes de
los proyectos TCGA (30-32), cuyos datos clinicos y gendmicos se encontraron
disponibles en los repositorios de datos UCSC Xena (37). En la Tabla 1 se muestran
los enlaces originales de las bases de datos descargados del UCSC Xena Browser. Los
datos considerados para los andlisis realizados en esta tesis se encuentra en el

Anexo 1.

Tabla 1. Enlaces de los datos descargados en UCSC Xena Browser.

Tipo de dato Cohorte Enlace

Segmento del NiUmero de Copias CESC https://xenabrowser.net/datap
ages/?dataset=TCGA-
CESC.cnv.tsv&host=https%3A%
2F%2Fgdc.xenahubs.net&remo
veHub=https%3A%2F%2Fxena.t
reehouse.gi.ucsc.edu%3A443

Expresidn Génica RNAseq HTSeq - CESC https://xenabrowser.net/
FPKM datapages/?dataset=TCGA

CESC.htseq fpkm.tsv&hos

t=https%3A%2F%2Fgdc.xe

nahubs.net&removeHub=

https%3A%2F%2Fxena.tre

ehouse.gi.ucsc.edu%3A44
3

Fenotipo CESC https://xenabrowser.net/datap
ages/?dataset=TCGA-
CESC.GDC phenotype.tsv&host
=https%3A%2F%2Fgdc.xenahub
s.net&removeHub=https%3A%2
F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.ed
u%3A443

Datos de Sobrevida CESC https://xenabrowser.net/datap
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https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.cnv.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.cnv.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.cnv.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.cnv.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.cnv.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.cnv.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.GDC_phenotype.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.GDC_phenotype.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.GDC_phenotype.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.GDC_phenotype.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.GDC_phenotype.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.GDC_phenotype.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.GDC_phenotype.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.survival.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443

ages/?dataset=TCGA-
CESC.survival.tsv&host=https%3
A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&re
moveHub=https%3A%2F%2Fxe
na.treehouse.gi.ucsc.edu%3A44
3

Segmento del Niumero de Copias

HNSC

https://xenabrowser.net/datap
ages/?dataset=TCGA-
HNSC.cnv.tsv&host=https%3A%
2F%2Fgdc.xenahubs.net&remo
veHub=https%3A%2F%2Fxena.t
reehouse.gi.ucsc.edu%3A443

Expresion Génica RNAseq HTSeq -
FPKM

HNSC

https://xenabrowser.net/datap
ages/?dataset=TCGA-
HNSC.htseq fpkm.tsv&host=htt
ps%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.ne
t&removeHub=https%3A%2F%
2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%
3A443

Fenotipo

HNSC

https://xenabrowser.net/datap
ages/?dataset=TCGA-
HNSC.GDC phenotype.tsv&host
=https%3A%2F%2Fgdc.xenahub
s.net&removeHub=https%3A%2
F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.ed
u%3A443

Datos de Sobrevida

HNSC

https://xenabrowser.net/datap
ages/?dataset=TCGA-
HNSC.survival.tsv&host=https%
3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&r
emoveHub=https%3A%2F%2Fx
ena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A4
43

Segmento del Niumero de Copias

LIHC

https://xenabrowser.net/datap
ages/?dataset=TCGA-
LIHC.cnv.tsv&host=https%3A%2
F%2Fgdc.xenahubs.net&remov
eHub=https%3A%2F%2Fxena.tr
eehouse.gi.ucsc.edu%3A443

Expresion Génica RNAseq HTSeq -
FPKM

LIHC

https://xenabrowser.net/datap
ages/?dataset=TCGA-
LIHC.htseq fpkm.tsv&host=http
s%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net
&removeHub=https%3A%2F%2
Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3
A443

Fenotipo

LIHC

https://xenabrowser.net/datap
ages/?dataset=TCGA-
LIHC.GDC phenotype.tsv&host
=https%3A%2F%2Fgdc.xenahub
s.net&removeHub=https%3A%2

F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.ed
u%3A443
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https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.survival.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.survival.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.survival.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.survival.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.survival.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-CESC.survival.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.cnv.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.cnv.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.cnv.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.cnv.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.cnv.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.cnv.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.GDC_phenotype.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.GDC_phenotype.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.GDC_phenotype.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.GDC_phenotype.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.GDC_phenotype.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.GDC_phenotype.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.GDC_phenotype.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.survival.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.survival.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.survival.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.survival.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.survival.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.survival.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-HNSC.survival.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.cnv.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.cnv.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.cnv.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.cnv.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.cnv.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.cnv.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.htseq_fpkm.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.GDC_phenotype.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.GDC_phenotype.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.GDC_phenotype.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.GDC_phenotype.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.GDC_phenotype.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.GDC_phenotype.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.GDC_phenotype.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443

Datos de Sobrevida LIHC https://xenabrowser.net/datap
ages/?dataset=TCGA-
LIHC.survival.tsv&host=https%3
A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&re
moveHub=https%3A%2F%2Fxe
na.treehouse.gi.ucsc.edu%3A44
3

4.3. Criterios de seleccion de los participantes

4.3.1. Criterios de inclusion:

- Sujetos varones o mujeres diagnosticados con cancer primario de cualquiera
de los 3 tipos a estudiar (cdncer cervical, cabeza y cuello e higado), mayores
de 18 afios, cuya informacion de genotipo y fenotipo (variables clinicas y
descriptivas) esté disponible en la base de datos de TCGA GDC (30-32).

- Participantes que cuenten con el estado de infeccidn viral documentado.

4.3.2, Criterios de exclusion

- Muestras con estados de coinfeccion por dos o mds subtipos de HPV o

HBV/HCV.

4.4. Variables

4.4.1 Variables Fenotipicas

Las variables fenotipicas incluyen variables demogréficas y variables clinicas.

4.4.1.1. Variables demograficas/descriptivas

En la Tabla 2 se describe la operacionalizacion de las variables de estudio,
correspondientes a las caracteristicas demograficas de la poblacién. Estas variables

solo sirven para describir las poblaciones de las tres cohortes (CESC, HNSC y LIHC)

Tabla 2. Operacionalizacion de variables demogrdficas/descriptivas

Nombre L, Base de .
Definicion Tipo de Escala de
dela . datos a la Valores R .. Fuente
. operacional variable medicion
variable que
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https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.survival.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.survival.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.survival.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.survival.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.survival.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.survival.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443
https://xenabrowser.net/datapages/?dataset=TCGA-LIHC.survival.tsv&host=https%3A%2F%2Fgdc.xenahubs.net&removeHub=https%3A%2F%2Fxena.treehouse.gi.ucsc.edu%3A443

pertenece

Afos
cumplidos al
momento LIHC, CESCy o , Cuantitativa , UCsC
Edad del HNSCC 18 afios a mas discreta Razon Xena
diagnostico
de cancer
Género
Género reportado LIHC, CESCy Hombre, Cualitativa Nominal ucscC
por los HNSCC Mujer dicotomica Xena
pacientes
Etnicidad - Latinoo
. reportada LIHC, CESCy hispano Cualitativa . UCsC
Etnicidad por el HNSCC - No hispano politémica Nominal Xena
paciente o latino
Raza - Asidticou
Raza reportada LIHC, CESCy otro Cualitativa Nominal UCsC
por el HNSCC - Negro politdmica Xena
paciente - Blanco
Peso de la
paciente (en
indice de | kilogramos)
masa dividido por LIHC, CESC Mayores a 0 Cuantl.tatlva Raz6n ucCscC
corporal la estatura continua Xena
(IMC) (en metros)
elevada al
cuadrado
- Bajo de
peso <
18.5
Determinar - Peso de
Catego- si. el normal o
Ha de p.aC|ente LIHC, CESC entre 18.5y Cuayll‘fat!va Ordinal UCsC
IMC tiene un 24.9 politémica Xena
peso - Subido de
saludable peso entre
25y 29.9
- Obesidad
>30
4.4.1.2. Variables clinicas
En la Tabla 3 se describe |la operacionalizacién de las variables clinicas.
Tabla 3. Operacionalizacion de variables de caracteristicas clinicas.
Nombre Base de
Definicion datos a la Tipo de Escala de
dela . Valores . . Fuente
variable operacional que variable medicion
pertenece
Tipo de Tumor CESC, HNSCC Tumor Cualitativa Nominal UCSC
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muestra Primario o y LIHC Control dicotdmica Xena
Tejido Sélido
(Control)
. . s Refs.
Estatus Presencia CESCy Negativo Cualitativa Nominal (30) y
de HPV viral de HPV HNSCC Positivo dicotémica (31)
Hepatitis vit;Tstns;v LIHC Negativo Cualitativa | o inat | Ref
estatus Positivo dicotdmica (32)
o HCV
HPV1S, 16,
Tipo de Cepas de CESCy 42,52, 58, 35, Cualitativa . Refs.
HPV HPV unsce | 22083139 emica | Vominal | (30)y
30, 56, 59, 73, (31)
70, 60, 33.
Tipo de virus
Tipo viral detec'tadc? HBV Cualitativa . Ref.
de en la biopsia LIHC HCV dicotémica Nominal (32)
hepatitis del tejido
(RNAseq)
Tumor HPV(+)
(CESC, HNSCC)
Tumor HPV(-)
(CESC, HNSCC)
Control
Si hay HPV(+)
presencia (HNSCC)
Estatus del virus en Control HPV(-)
 de ] lamuestra | oo insee | (CBSGHNSCO) T iitativa . ucsc
infeccidn tumoral Tumor . Nominal
enla primaria o y LIHC positivo (LIHC) politomica Xena
muestra en el tejido Tumor
normal negativo
solido. (LIHC)
Control
positivo (LIHC)
Control
negativo
(LIHC)
Describe
cuantas
Grado células LIHC, CESC y Cuantitativa ucsc
histol6- cancerosas ! G1, G2,G3 . ordinal
. HNSCC politdmica Xena
gico se parecen a
las
saludables
Estadio de la
enfermedad.
Estadio | Cudnto se ha
clinicoo | extendidoel | LIHC, CESCy CILIL IV Cualitativa ordinal ucsc
del cancer HNSCC e politémica Xena
tumor (tamafioy
difusion)
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Tiempo | OS luego del
de | diagnostico | |0 eecy , Cuantitativa , ucsc
sobrevi- de cancer, 0amas . Razén
HNSCC discreta Xena
da global expresado
(0s) en dias
- No fumador
Categoria - Fumador
Consumo que describe - Fumador
el estado CESCy reformado > a Cualitativa . ucsc
de o L Nominal
actual y el HNSCC 15 afios politémica Xena
Tabaco . .
historial de - Fumador
tabaquismo. reformador <
=a 15 afios
Consumo | Describe si Cualitativa : ucsc
de consumo HNSCC . Nominal
No dicotdmica Xena
Alcohol alcohol.
4.4.2. Datos genomicos y transcriptomicos

En la Tabla 4 se describe la operacionalizacién de las variables correspondientes a

los datos gendmicos y transcriptomicos de cada participante.

Tabla 4. Operacionalizacion de variables de datos gendmicos y transcriptomicos.

Nombre de la Definicion Valores Tipo de variable Escala de | Fuente
variable operacional medicion

Segmento del | Valores de Desde-1al Cuantitativa continua | De razén | UCSC
numero de variacion del Xena
copias numero de
GLS1/GLS2 copias (copy

number)

transformadas

en Segmento

de medias =

loga(copy

number/2)
Estatus de la Indica si <-0.3= Cualitativa Nominal | UCSC
alteracion del | ocurrié un delecion politémica Xena
ndmero de cambio en el >03=
copias numero de amplificacién
GLS1/GLS2 copias del Entre -0.3y 0.3

gen. Sies que | =sin cambio

existe un (38)

cambio, indica

si es delecién

o

amplificacion
Expresion Valores de 0 a mas Cuantitativa continua | De razén | UCSC
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génica
GLS1/GLS2
HTSeq-FPKM

expresion
expresados
como el
recuento
normalizado
de valores
RSEM
transformados
a loga(x+1),
donde x es el
valor RSEM.
Determinados
por RNAseq.

Xena

LOG2FC de
GLS1/GLS2

Es el
logaritmo de
base 2 de la
mediana de
tumor en
fpkm +1
menos el
logaritmo de
la mediana del
tejido
saludable en
fpkm+1

Puede tener un
rango menor a
-2yllegara
tener valores
mayores a 2.

Cuantitativa continua

De Razdn

GEPIA

Estatus de
expresion de
GLS1/GLS2

Esta variable
sirve para
saber si una
de las
muestras
tumorales se
sobreexpresa
o subexpresa
en contraste
con la
mediana de
los tejidos
normales o
controles.

LOG2FC = 2:
Sobreexpresion
LOGFC < —2:
Subexpresion
Si LOG2FC esta
entre2y-2: no
hay cambio en
la expresion
(39).

Cualitativa
politdmica

Nominal

GEPIA

4.5. Procesamiento de las bases de datos

En este estudio se consultaron bases de datos gendmicos de acceso abierto,
provenientes de UCSC Xena (37). Las cohortes analizadas fueron: GDC TCGA Cervical
Cancer (CESC) (30), GDC TCGA Head and Neck Cancer (HNSC) (31), GDC TCGA Liver
Cancer (LIHC) (32).

El nimero total de sujetos disponibles por cada cohorte es el siguiente:
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- GDC TCGA Cervical Cancer (CESC): 317

- GDC TCGA Head and Neck Cancer (HNSC): 612

- GDC TCGA Liver Cancer (LIHC): 469

Se descargaron los datos para las variables de interés (Tabla 2, Tabla 3 y Tabla 4) por
cada cohorte y se vaciaron en hojas de célculo de Excel (Figura 1). Algunas variables
clinicas (Tabla 3) como estatus de HPV, tipo de HPV (excepto en HNSCC), estatus
de hepatitis y tipo viral de hepatitis fueron obtenidas directamente de los
materiales suplementarios provenientes de los articulos cientificos de cada cohorte

(30-32).

En este estudio contamos con controles que se describen a continuacion:

- Controles del grupo cancer: muestras no cancerosas y con prueba positiva
para infeccidn viral.
- Controles completos: muestras no cancerosas y con prueba negativa para

infeccion viral

Estas muestras controles son provenientes de tejido no cancerigeno o tejido sélido

adyacente al tumor primario del paciente, es decir, el tejido tumoral.

En la Figura 2 se muestra un flujograma del disefio experimental, el cual serd

descrito en las siguientes subsecciones.

20



XenaBrowser

|

Seleccionar estudio

|

! No GDC TCGA CESC 6
Eing<—— GDC TCGA HNSC 6
GDC TCGALIHC
Si

- Seleccionar tipo de
variable

. fi tipicas 2
Variable % Seleccionar

variables
gendémicas

Seleccionar gen

Fin 2<N°_GLs166LS2

Si

Seleccionar dataset

—

Subtipo

descriptivas

Edad,
Género,

Etnicidad, —M—

Raza,
IMC

oo escogido—a Copy Number Segment ——> HTSeq - FPKM

clinicas
———
Consumo de Tabaco

Tipo de muestra,
Subtipo viral (HNSC),
Grado Histologico,
Estadio Clinico,

(CESC, HNSC),

Consumo de Alcohol
(HNSC)

r—{ Fin

Figura 1. Flujograma del proceso de descarga de la base de datos.

XenaBrowser

l

CESC (N = 317),

HNSC (N = 612), Co-infeccién con 2 o

LIHC (N = 469) mas subtipos de HPV o
l HBV/HCV
Recoleccion de T
variables fenotipicas y Participantes sin
genotipicas

presencia de infeccion

Descargar cohortes

3

¢Calculo del tamafio . _No
muestral?

1.C = 95%
Si l Z=196

Exclusién de
muestras

Procesamiento de
variables en Excel

error = 5%
CESC (N =34)
“«——— HNSC (N = 138)
LIHC (N = 157)

CESC (N = 181)
HNSC (N = 320)
LIHC (N = 242)

Material
suplementario

Completar presencia de
HPV/hepatits, tipo de
HPV/hepatitis en excel

|

Creacién de Estatus de
Numero de copias

!

Creacién de Estatus de
Infeccion de la muestra

!

Combinar tipo de
muestra con presencia
viral

¢CESC Y HNSC?

2

Presencia de HPV
(positivo / negativo)

Figura 2. Flujograma del disefio experimental completo.
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estadisticos
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Consenso HBV +
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4.5.1 Calculo del tamaino muestral

El calculo del tamafio muestral minimo esperado se realizd en Excel, en donde
primero se calcularon las proporciones del tejido no canceroso y canceroso en cada

cohorte. Luego se usé la Ecuacion 1:

Ecuacion 1. Calculo del tamafio muestral.

B NxZ:ixpx(1-p)
T d2x(N-1)+Z2xpx(1-p)

n

Donde, N: tamafio inicial de la poblacidon, Z: coeficiente de confiabilidad 1.96 con
un nivel de confianza de 95%, p: proporcién del tejido no canceroso y d: error

maximo admisible del 5%.

Los resultados del calculo fueron los siguientes:

- GDC TCGA Cervical Cancer (CESC): 34

- GDC TCGA Head and Neck Cancer (HNSC): 138

- GDC TCGA Liver Cancer (LIHC): 157

En este estudio, se contaron con mas muestras de las necesarias de acuerdo al
calculo de la Ecuacién 1, inclusive después de aplicar los criterios de elegibilidad en

los participantes.

4.5.2 Estatus de infeccion de la muestra

Para la construccién de la variable estatus de infeccidon de la muestra, se combiné la
variable tipo de muestra con estatus de HPV en CESC y HNSCC, mientras que en la
cohorte LIHC, se combinaron el tipo de muestra con el estatus de hepatitis. Se

obtuvieron los siguientes valores:

Para CESC y HNSCC:
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- Tumor HPV(+)

- Tumor HPV(-)

- Control HPV(+) = controles del grupo de cancer

- Control HPV(-) = controles completos

Para LIHC:

Tumor HBV/HCV(+)

Tumor HBV/HCV(-)

Control HBV/HCV(+) = controles del grupo de cancer

Control HBV/HCV(-) = controles completos

4.5.3 Segmento del nimero de copias

La “Variacidon del Numero de Copias” (CNV) fue obtenido por el TCGA mediante
Next Generation Sequencing (NGS) o Affymetrix SNP 6.0 (SNP6) microarrays. Luego,
se identificaron las regiones gendmicas que se repiten. A partir de ahi, se infirio el

“Numero de Copias” (Copy Number) de esas repeticiones (40).

Para procesar los datos, se produjo un set de sondas moleculares tipo SNP6. Se
mapearon las secuencias de dichas sondas al genoma de referencia GRCh38 o hg38

(41).

Los archivos “tangent.copynumber” de una alicuota del TCGA nivel 2 SNP6 fueron la
base para crear el tercer set de pipelines CNV. Para generar estos archivos, se
normalizé los valores de intensidad de los microarrays, estimando asi el nUmero de
copias sin procesar. A partir de estos resultados, se realizd una normalizacion
tangencial (40). Esta asume que el ruido, transformado en unidades logaritmicas, de

los datos de arrays de SNPs se distribuyen de igual forma en muestras cancerigenas
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Vs no cancerigenas. Por lo tanto, para minimizar el ruido, se restaron los perfiles de
ruido estimados, los cuales se calcularon individualmente para cada tumor usando
data de todas las muestras no cancerigenas (42). Esto tiene como propésito reducir

la variacion en el set de las muestras no cancerigenas.

Luego se realizd un andlisis de segmentacién binaria circular (CBS). Este convierte la
intensidad de las medidas ruidosas en regiones cromosdmicas con numero de
copias equivalentes (43). Lo que resultd de este analisis, se segmentd en regiones

gendmicas con el nUmero de copias estimado para cada region (40).

Las regiones gendmicas corresponden al “Numero de Copias” (Copy Number). La
GDC transforma estos valores en la variable descargada por el XenaBrowser
“Segmento del Numero de Copias” (Tabla 4, Ecuacién 2). Esta variable asocia

regiones cromosdmicas contiguas con las medias del segmento gendmico (40).

Ecuacion 2. Transformacion del Segmento del numero de copias por la GDC.

Numero de Copias>

Segmento del Numero de copias = log, ( >

Con la variable “Segmento del Numero de Copias”, en Excel creamos una nueva
variable categorica llamada “Estatus de la alteracién del nimero de copias”, donde

para cada muestra (38):

- Segmento del Niumero de Copias < -0.3 = delecion,
- Segmento del Numero de Copias > 0.3 = amplificacion
- -0.3 £ Segmento del Numero de Copias < 0.3 = No hay cambio del nimero

de copias.
4.5.4 Expresion génica RNAseq — HTSeq-FPKM

Para realizar el secuenciamiento RNA-seq, el TCGA uso la plataforma lluminaHiSeq.
El GDC utilizd el programa “alineacién de transcritos empalmados con una

referencia” (STAR) para medir el nivel de expresién génica mediante el anilisis de
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cuantificacién de Acido ribonucleico mensajero. STAR alinea cada grupo de lectura
usando el genoma de referencia GRCh38 (41) de forma separada y luego junta
todos los alineamientos en uno (44). Para cuantificar las lecturas alineadas o
mapeadas, el GDC usé el algoritmo RNA-Seq por maximizaciéon de expectacion
(RSEM). Para estimar las cantidades de lecturas alineadas por STAR, RSEM usa el
alineamiento de las lecturas del RNA-seq a los transcritos de referencia. Finalmente,

estos recuentos sin procesar se transforman a unidades FPKM (44).

El FPKM son los fragmentos por kilobase del exon por cada millén de lecturas
mapeadas. El objetivo de usar FPKM como normalizacién es controlar la longitud de

los transcritos y la cantidad total de secuencias (44).
El GDC calculé el FPKM como se muestra en la Ecuacion 3:

Ecuacion 3. Cdlculo del FPKM hecho por la GDC

C, % 10°

FPKM = ——%——
(X1 CLg

“u_n

Donde, C,: nimero de lecturas mapeadas al gen “g”, N: nimero de genes codantes,
Z?’zl C;: el numero total de lecturas mapeadas a secuencias codantes, Lg: longitud

del gen en pares de bases.

Los valores de FPKM se anotaron con el simbolo del gen y el biotipo del gen (44).
Finalmente, XenaBrowser realizé una transformacién logaritmica de estos

resultados con la Ecuacion 4 (45).

Ecuacion 4. Normalizacion realizada por el XenaBrowser.

y =log,(x + 0)
y =log,(x+1)

HTSeq — FPKM = log,(FPKM + 1)
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Donde x corresponde al tipo de transformacién de los resultados de RSEM, en este
caso, siendo el FPKM. 6@ es un numero pequefo, en este caso 1. Esto se afade

debido a que no se puede sacar el log de cero (46).

4.6 Analisis de factores de datos mixtos (FAMD)

A continuacion, se realizdé un andlisis de factores de datos mixtos (FAMD). El FAMD
es una técnica que mezcla el andlisis de componentes principales (PCA), el cual se
usa para datos cuantitativos continuos y el analisis de correspondencia multiple

(MCA), el cual se usa para variables cualitativas (47,48).

El propdsito de realizar FAMD fue ver qué variables contribuyen mejor a la

variabilidad del set y asi reducir el nUmero de variables para el analisis.

Para realizar este analisis se usé R con ayuda de los paquetes tidyverse (49), naniar
(50), missMDA (51), factoextra (52), FactoMineR (53) y ggpubr (54). Los scripts de

los analisis se encuentran en el Anexo 2.

No se tomaron en cuenta las variables demograficas, ya que estas sirven solo para
describir a las cohortes (Tabla 2). Se agregaron como datos suplementarios a las
variables gendmicas y transcriptdmicas (Tabla 4), ademas de la OS (Tabla 3)Tabla 3.
Esto sirve para que sean tomadas en cuenta en la creacion del modelo, pero no
salgan en el porcentaje de contribucidn a los componentes principales, ya que estas

variables son importantes para nuestros objetivos.

Finalmente, las variables clinicas (Tabla 3) que contribuyeron menos a los
componentes principales de CESC, HNSC y LIHC fueron excluidas de los analisis

posteriores.

4.7. Andlisis estadisticos

Los libros de calculo de Excel, conteniendo todos los datos de interés en la

poblacién de estudio, se subieron a la plataforma del XenaBrowser en “View my
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data”. Ahi, se realizaron las pruebas estadisticas como el chi-cuadrado, t-welch,

ANOVA de unavia y la curva de KM.

Para alcanzar el primer objetivo especifico, primero se quiso saber si habia
asociacion entre el tipo de muestra, es decir tejidos tumorales vs no tumorales, y el
estatus de la alteracion del nimero de copias de GLS1/GLS2. Para ello, se realizé un
analisis de chi-cuadrado (p < 0.05). Luego se comparé el nivel de expresion génica
de GLS1/GLS2 en las muestras tumorales vs no tumorales. Se evalué la diferencia de
expresion basada en las medias mediante pruebas t de Welch (p < 0.05). Luego, las
cohortes (CESC, HNSC, LIHC) que tuvieron diferencias de expresién significativa ya
sea en GLS1 o GLS2, se estimd en ellas el Log2FC en Excel para ver si existia una

sobreexpresion o subexpresion (véase seccién 4.6.1).

Para el segundo objetivo, se aplicé la prueba de chi cuadrado (p < 0.05) para ver si
existe una asociacion entre el estatus de alteracidon de copias GLS1/GLS2 vy las
variables clinicas que quedaron después de realizar el FAMD (seccion 4.4.2). Luego,
para comparar las medianas de expresién génica de GLS1/GLS2 y las variables
clinicas que quedaron, se usé ANOVA de una via (p < 0.05). Finalmente, las cohortes
gue tuvieron diferencias significativas de expresidon ya sea en GLSI o GLS2, se
estimd en ellas el Log,FC (véase seccidon 4.6.1). En la Figura 3 se observa el

flujograma del procedimiento de los analisis estadisticos realizados.
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Figura 3. Flujograma del proceso de los andlisis estadisticos.

4.7.1 Calculo del Log>FC

Como se menciond en la seccion 4.5.3, XenaBrowser realizé una transformacion

logaritmica de la data de la expresion génica en FPKM de ambas glutaminasas.

Para saber la tasa de cambio o diferencia que hay entre los tejidos cancerosos vs los
no cancerosos en cada glutaminasa, se usé la proporcion de cambio (FC). Esta usa la
regla del cociente de los logaritmos, la cual establece lo siguiente en la Ecuacidon 5

(46):

Ecuacion 5. Regla del cociente de logaritmos aplicado a la proporcion de cambios.

Mediana tumorales + 1 )

log,FC =1 (
092 092 Mediana no tumorales + 1

log,FC = log,(Mediana tumorales + 1) — log,(Mediana no tumorales + 1)
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Esto nos da como resultado el LogFC. El calculo se realizd en Excel, sin embargo,

como la data estaba transformada, solo se resté lo que se ve en la Ecuacién 6:

Ecuacion 6. Cdlculo del Log2FC en Excel

log,FC = mediana(tumorales) — mediana(no tumorales)

Primero se calculd el Log,FC de cada glutaminasa de forma general, es decir, solo
basado en el tipo de muestra. Para ello se agrupd los datos de expresidon génica de
cada glutaminasa en muestras tumorales y en muestras no tumorales. Se le calculd

la mediana a cada grupo y se restaron ambos valores como indica la Ecuacién 6.

Después se calculd el Log,FC de cada glutaminasas en base la variable estatus de
infeccidn de la muestra, la cual indica si la muestra, ademds de ser cancerigena o no
cancerigena, presenta infeccidn viral, ya sea por HPV, HBV o HCV. En este caso, se
agrupo los datos de expresion génica de cada glutaminasa en muestras tumorales
con estado de infeccion positivo/negativo y muestras no tumorales (controles) con
estado de infeccidn positivo/negativo. Se calculd la mediana de los 4 grupos y se

restaron los valores de la manera como indica la Ecuacion 7:

Ecuacion 7. Cdlculo del Log2FC segun la presencia o ausencia de infeccion en Excel.

log,FC = mediana(tumorales,) — mediana(controles,.)
log,FC = mediana(tumoralesy) — mediana(controles,)

Donde x es la presencia de infeccion e y es la ausencia de infeccién por HPV, HCV o
HBV. Luego, para determinar si los genes estaban sub o sobreexpresados, los

resultados se interpretan de la siguiente manera:

- log,FC =2 = El gen GLS1 o GLS2 estd sobrexpresado en muestras
tumorales (con/sin infeccién por HPV, HBV/HCV) comparadas con muestras

no tumorales en la cohorte CESC, HNSC o LIHC.
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- log,FC < —2 = El gen GLS1 o GLS2 estd subexpresado en muestras
tumorales (con/sin infeccién por HPV, HBV/HCV) comparadas con muestras
no tumorales en la cohorte CESC, HNSC o LIHC.

- —2<log,FC < 2 = No hay ni sobreexpresion ni subexpresion.

4.7.2 Analisis de sobrevida KM

Finalmente, para estimar la influencia de la expresion génica de GLS1/GLS2 y del
estado de infeccion (positivo o negativo) con la sobrevida global, graficamos un KM
en XenaBrowser. Se dividieron las variables expresion génica en dos grupos basados

en el cuartil inferior (Q1) y el cuartil superior (Q3).

Se usaron multiples curvas en cada gréfico de KM. En ese caso, para saber si las
curvas eran significativamente diferentes, se usé la prueba de rango logaritmico (p
< 0.05). Esta prueba se basa en el estadistico de chi-cuadrado y el valor p estad dado

por la distribucién de chi cuadrado (55).

El tiempo hasta el evento (dias o meses) se define como la duracién para cada
paciente en el estudio. Se inicia cuando el paciente es enrolado en el estudio y, en
caso de la sobrevida global (0S), al tiempo de muerte o cuando se censura al
paciente del estudio. Censurar un paciente significa que el tiempo total de
sobrevida para el paciente no se puede determinar por cualquier motivo, por
ejemplo, cuando el paciente abandona el estudio, se perdié durante el seguimiento

o no murid durante todo el intervalo de estudio (56).

El evento indica si el paciente fue censurado o no. Esta data se codifica de manera
binaria, en donde 1 significa que el paciente murié (evento) y 0 que el paciente fue
censurado (no ocurrid el evento). Los pacientes censurados se muestran mediante

una marca vertical en cada escalén de la funcion KM (56).

Para graficar el andlisis de KM, se crea una tabla con 3 columnas: el ID del paciente,

el tiempo hasta el evento, en este caso corresponde al OS en dias, y el evento en si.
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En el eje x, se coloca el tiempo t,,, en este caso, el OS en dias. En el eje y, se grafica
la probabilidad de sobrevida (PS;, ). En general, la probabilidad de sobrevida baja en
el eje y, en unidades dadas por la Ecuacion 8. Esto hace que la funcién sea en forma

de una escalera (57).
Ecuacion 8. Bajada de la probabilidad de sobrevida

En
BPStn = W
n

En donde, BPS es la bajada de probabilidad de sobrevida, PR es el numero de

pacientes en riesgo, E es el tipo de evento (1 0 0), n es el n2 o ID del paciente (57).

Para el primer paciente n =1, el n2 de pacientes en riesgo es el numero de

participantes totales en la cohorte (V) (Ecuacion 9) (57).

Ecuacion 9. N@ de pacientes en riesgo cuando n = 1

PR, =PR, =N

Cuando n = 2, el n2 de pacientes en riesgo se determina segun la Ecuacién 10 vy el

n? de pacientes en riesgo va disminuyendo en cada paciente participante (57):

Ecuacion 10. N2 de pacientes en riesgo cuando n > 2

PR, = PR, —1

Por lo que, para n = 2, la bajada de probabilidad de sobrevida se denota por la

Ecuacion 11. Esta se ha obtenido combinando la Ecuacién 8 con la Ecuacién 10 (57):

Ecuacion 11. Bajada de probabilidad de sobrevida cuando n= 2

En

BPS, = —"—
" pR, ,—1

En general, la probabilidad de sobrevida paran = 1 se da por la Ecuacién 12.

Ecuacion 12. Probabilidad de sobrevida para n= 1
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PStn = PStn—l - BPStn

Finalmente, la probabilidad de sobrevida se obtiene reemplazando la Ecuacion 8 en

la Ecuacion 12 (57).

Ecuacion 13. Probabilidad de sobrevida para n> 1

Ahora, la Ecuacidn 13 se modifica dependiendo de n. Para el primer paciente, n =
1, El nimero de pacientes en riesgo estd dado por la Ecuacién 9, la cual se

reemplaza en la Ecuacién 13 (57).

Ecuacion 14. Probabilidad de sobrevida cuando n = 1

Ey
PStl :PStO_W

En donde PS; = 1,ya que antes que se dé el primer evento, es decir la primera
muerte, la probabilidad de sobrevida es del 100%. Al alcanzar el evento del primer

paciente en un tiempo t1, ocurre la bajada de probabilidad de la sobrevida (57).

Cuando n = 2, el numero de pacientes en riesgo se da por la Ecuacion 10, la cual se

reemplaza en la Ecuacidn 13, por lo que la probabilidad de sobrevida es (57):

Ecuacion 15. Probabilidad de sobrevida cuando n2 2

En

PStn=PStn_1_ —PR _1
n-1

Para continuar con la grafica, una vez que lleguemos al primer paciente con evento
censurado (E, = Ej, = 0), se coloca una marca vertical pequefia y no hay bajada
en la probabilidad de sobrevida, sin embargo, el nimero de pacientes en riesgo

sigue disminuyendo como se muestra en la Ecuacién 16 (57).

Ecuacion 16. Bajada de la probabilidad de sobrevida cuando E = 0
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En, 0 0

BPS, = = = =0
‘o " PR,_;—1 PR,_;—1 PR,
Eng+1
BPS,, ., = —PRn: —

En donde n, es el primer paciente con E =0y ny + 1 es el paciente que le sigue

al paciente ny (57).

Si En,+1 = 1, entonces el BPStn°+1 sigue bajando en el eje y, de lo contrario, si
Eng+1 =0, el BPStn0+1 no se mueve, quedando una linea recta horizontal con una

marca vertical. Sin embargo, el PR seguira disminuyendo (57).
4.7.3 Calculo de porcentajes de cada subtipo viral

En Excel, se calculd la proporcién de cada subtipo de HPV. Los subtipos HPV menos
comunes se agruparon en la categoria “otros”. También se calculd la proporcién de
muestras con infeccion por HBV y con HCV. Luego, se realizo el grafico de tartas en

R.
4.8 Herramientas de analisis estadistico

Para realizar los andlisis estadisticos, incluyendo los graficos de caja y bigotes, se
empled la plataforma UCSC Xena (37). Para las gréaficas de tarta se emplearon
utilizando R (version 4.3.2), RStudio (version 2023.12.1+402). Para el FAMD se
utilizé R (version 4.3.2) (48), RStudio (versiéon 2023.12.1+402), con los paquetes
tidyverse (49), naniar (50), missMDA (51), factoextra (52), FactoMineR (53) y ggpubr

(54).4.9. Herramientas bioinformaticas

En la Tabla 5 se describen los recursos bioinformaticos que se usaron en el presente

estudio.

Tabla 5. Recursos bioinformdticos empleados en el estudio

| Nombre | Descripcion | Utilidad en el | Sitio Web Referencia |
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estudio

UCSC Xena | Recurso web Analisis de Kaplan https://xena.ucsc. | Goldman
interactivo parala Meier para OS. edu/ MlJ et al.,
exploracion de Acceso a los datos 2020 (37)
conjuntos de datos émicos y clinicas.
6émicos publicos Analisis estadisticos.
(incluyendo TCGA,
GDCy GTEx) y
privados

GEPIA Recurso web Consulta de http://gepia.cance | Tangetal.,
interactivo para el féormulas para el r-pku.cn/ 2017 (60)
analisis de datos de Log2FCy como
expresion genética, calcularlas.
en muestras de
proyectos del TCGA
y GTEx

KEGG Base de datos que Consulta de rutas https://www.geno | Kanehisa et
integra informacion metabdlicas. me.jp/kegg/keggl. | al., 2019
gendmica, quimica y html (61)
funcional sistémica.

4.10. Cuestiones éticas

El presente estudio gestiond de forma secundaria los datos provenientes de

pacientes estadounidenses, en su mayoria de raza blanca. El estudio no puso en

riesgo a la salud ni tuvo acceso a datos confidenciales de los participantes. Este

estudio fue registrado con cédigo de SIDISI N2 203509 y fue aprobado por el comité

de ética de la UPCH el 2 de noviembre del 2020.

5. Resultados

5.1 Poblacion de estudio

Se aplicaron todos los criterios de seleccion a los participantes (véase la seccion

4.3), lo cual redujo el nimero de sujetos disponible para cada cohorte:

- GDC TCGA Cervical Cancer (CESC): 181

- GDC TCGA Head and Neck Cancer (HNSC): 320
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- GDC TCGA Liver Cancer (LIHC): 242

Cabe resaltar que el nimero de muestras por cohorte es mayor a las calculadas en

la seccién 4.5.1.
5.2 FAMD
5.2.1. Cancer cervical (CESC)

Para la cohorte de CESC, los dos primeras componentes principales o dimensiones
(PC) contribuyen al 31.5% de la variabilidad del set. La PC1 contribuye al 19.9% de la
variabilidad mientras que el PC2 contribuye al 11.6% (Figura 4).

Scree Plot (CESC)
19.9%

15- \
11.6%

‘\\
0,
3% gau

W

20-

7.4% o,
~ 7.2%
== 6.5%

"'"--.._o 5-8% 5. 0/(') 5.3¢

L

Porcentaje de varianzas explicadas
=

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Componentes principales

Figura 4. Screen plot del porcentaje de varianzas explicadas por cada PC en CESC.

Las variables que tienen mayor contribucién a los dos primeros componentes
principales son estatus de infeccién de la muestra, el tipo de muestra y la presencia

de HPV (Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de contribucion de las variables a los primeros dos PC (CESC).
Linea roja: porcentaje de contribucion minima. TM.PV: Estatus de infeccion de la
muestra, TM: Tipo de muestra, pHPV: Presencia de HPV, tHPV: Tipo de HPV, EC:
Estadio clinico, GH: Grado histolégico, CT: Consumo de Tabaco.

Como podemos ver en la Figura 5, el tipo de HPV, estadio clinico, grado histolégico y
consumo de tabaco no contribuyen lo suficiente en estos componentes. Sin

embargo, mantuvimos el tipo de HPV porque es una variable de interés primario

para este estudio.
5.2.2. Cancer de cabeza y cuello (HNSC)

Para la cohorte de HNSC, las dos primeras componentes principales o dimensiones
(PC) contribuyen al 41.9% de la variabilidad del set. La PC1 contribuye al 17.3% de la
variabilidad, el PC2 contribuye al 14.5% y el PC3 10.1% (Figura 6).
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Figura 6. Screen plot del porcentaje de varianzas explicadas por cada PC en HNSC.

Las variables que tienen mayor contribucidon a los tres primeros componentes
principales son estatus de infeccion, el tipo de muestra y la presencia de HPV

(Figura 7).
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Figura 7. Porcentaje de contribucion de las variables a los primeros dos PC (HNSC).
Linea roja: porcentaje de contribucion minima. TM.PV: Estatus de infeccion de la
muestra, TM: Tipo de muestra, pHPV: Presencia de HPV, tHPV: Tipo de HPV, EC:
Estadio clinico, GH: Grado histoldgico, CT: Consumo de Tabaco, CA: Consumo de
Alcohol.
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Como podemos ver en la Figura 7, el tipo de HPV, estadio clinico, grado histolégico,
consumo de tabaco y de alcohol no contribuyen lo suficiente en estos
componentes. Sin embargo, mantuvimos el tipo de HPV porque es una variable de

interés primario para este estudio.
5.2.3. Cancer de higado (LIHC)

Para la cohorte de LIHC, los dos primeras componentes principales o dimensiones
(PC) contribuyen al 31.8% de la variabilidad del set. La PC1 contribuye al 17.3% de la

variabilidad mientras que el PC2 contribuye al 14.5% (Figura 8).
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Figura 8. Scree plot del porcentaje de varianzas explicadas por cada PC en LIHC.

Las variables que tienen mayor contribucién a los dos primeros componentes
principales son estatus de infecciéon de la muestra, el tipo de muestra y la presencia

de HBV o HCV (Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de contribucion de las variables a los primeros dos PC (LIHC).
Linea roja: porcentaje de contribucion minima. TM.PV: Estatus de infeccion de la
muestra, TM: Tipo de muestra, pHep: Presencia de Hepatitis, tHep: Tipo de
Hepatitis, EC: Estadio clinico, GH: Grado Histoldgico

Como podemos ver en la Figura 9, el tipo de Hepatitis (HBV o HCV), estadio clinico y
grado histolégico no contribuyen lo suficiente en estos componentes. Sin embargo,
mantuvimos el tipo de hepatitis porque es una variable de interés primario para

este estudio

5.3. Cambio de la expresion génica y la alteracion del nimero de copias de GLS1y

GLS2 en sujetos con LIHC, CESC y HNSCC.

5.3.1. Cancer cervical (CESC)

La expresion de GLS1 y GLS2 fue equivalente entre el tejido cervical neoplasico y el

tejido no canceroso para la variable del tipo de muestra (p>0.05; Anexo 3).

No apreciamos alguna alteracién en el nimero de copias de GLS1/GLS2 en las
muestras cancerosas cuando se les compard con tejido no canceroso, en la cohorte

de CESC (Anexo 4).
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5.3.2. Cancer de cabeza y cuello (HNSCC)

Los pacientes con HNSCC tienen una mayor expresion de GLS1 en comparacién con
los que no tienen cancer (p<0.0001) (Tabla 6, Figura 10). Sin embargo, el valor de
Log>FC no es suficiente para ser considerado una sobreexpresidn con respecto al
control. Para GLS2, no hubo diferencias entre la expresién de pacientes con HNSCC

y el grupo control (p>0.05, Anexo 7).

Tabla 6. Expresion génica de GLS1/GLS2 (expresados en mediana de log2(fpkm+1) y
el Log2FC por el tipo de muestra en cdncer de cabeza y cuello.

Gen Variable Test Log2FC* Estatus de
Tipo de muestra estadistico expresion
Test T de
Tumor Control Welch
_ _ p =1.634e-22 .
GLS1 3 (n=274) | 2.23 (n=44) (t =-12.90) 0.77 Indeterminado

*Log2FC < -2 = subexpresado, Log2FC = 2 = sobreexpresion, —2 < Log2FC < 2
= indeterminado

Cancer de cabeza y cuello (HNSC)
5 *

FPKM

GLS1- expresion génica

@ control
2 @® tumor

Tipo de muestra

Figura 10. Grdfica de caja y bigotes de la expresion génica de GLS1 segun el tipo de
muestra de tejido de cabeza y cuello (cancerosa o normal).

No hubo alteracién en el niumero de copias al comparar las muestras cancerosas

con las normales, en HNSCC (Anexo 8).

40



5.3.3.

Cancer de higado (LIHC)

Los pacientes con LIHC tienen una mayor expresion de GLS1 y una menor expresion

de GLS2, comparados con el grupo control (p<0.0001) (Tabla 7, Figura 11, Figura 12)

Considerando el log,FC, se determind que los tejidos con cancer de higado tienen el

gen GLS2 subexpresado en comparacién con los tejidos no cancerosos (Tabla 7). Sin

embargo, para el gen GLS1, el estado de expresidn es indeterminado.

Tabla 7. Expresion génica (expresados en mediana de log2(fpkm+1)) de GLS1/GLS2 y
el Log2FC por el tipo de muestra en cdncer de higado.

Variable Test
Gen Tipo de muestra estadistico Log2FC Estatu§ f:le
Tumor Control TestT de expresion
! Welch
_ _ p =4.263e-23 .
GLS1 2.07 (n=189) |1.07 (n=50) (t=-11.25) 1.01 Indeterminado
N B p =5.258e-18 .
GLS2 0.368 (n=189) | 2.36 (n=50) (t=-10.18) 2 Subexpresion

* Log2FC < -2 = subexpresado, Log2FC = 2 = sobreexpresion, —2

indeterminado

FPKM

GLS1- expresion génica

|
T

Cancer de Higado (LIHC)

T

i

Tipo de Muestra

< Log?2FC <2-=

@ control
. tumor

Figura 11. Grdfica de caja y bigotes de la expresion génica de GLS1 segun el tipo de
muestra de tejido hepdtico (cancerosa o normal).
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Figura 12. Grdfica de caja y bigotes de la expresion génica de GLS2 segun el tipo de
muestra de tejido hepdtico (cancerosa o normal).

No hubo alteracién en el nimero de copias entre muestras cancerosas y no

tumorales en LIHC (Anexo 11).

5.4. Relacidn entre la expresion de GLS1/GLS2 y variables clinicas.

5.4.1.

Cancer cervical

Encontramos que la presencia en conjunto de neoplasia cervical y HPV se asocian

con una mayor expresion de GLS2 (p<0.05) (Tabla 8, Figura 13). Sin embargo, no

hubo diferencias en la expresién génica de GLS1 cuando se agrupé por el estatus de

infeccion de la muestra (p>0.05) (Anexo 5).

Tabla 8. Expresion génica de GLS1 y GLS2 agrupadas por variables clinicas con

diferencias significativas y el Log2FC en la cohorte de CESC.

Gen Expresion génica (mediana de log2(fpkm+1)) Prueba
Variable: Estatus de infeccién de la muestra estadistica
Tumor con Tumor sin Control sin ANOVA de
infeccion infeccion infeccion una via
HPV(+) HPV(-) HPV(-)
(tejido no
tumoral sin
infeccion)
GLS2 | 0.303 (n=169) | 0.0844 (n=9) 0.0755 p=
(n=3) 0.03516 (f
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Log2FC: 0.3; Log2FC: 0.009; =3.412)
indeterminado | indeterminado

Gen Expresién génica (mediana de log2(fpkm+1)) Prueba
Variable: Subtipo viral estadistico
HPV18 HPV16 Otros ANOVA de

una via

GLS2 | 0.157 (n=27) | 0.374 (n=103) 0.182 p=

(n=39) 0.001247
(f=6.964)

* Log2FC < -2 = subexpresado, Log2FC = 2 = sobreexpresion, —2 < Log2FC <2 =
indeterminado

Cancer Cervical CESC
*

1.25
[
S 1
c
)
o
c 0
kel
D=
0% —L
0.5
S
L
' o | —
o 0.25 1 @ control HPV-
U_]) T @ tumor HPV-
O | — _ @ tumor HPV+

Estatus de infeccion de la muestra

Figura 13. Grdfica de caja y bigotes de la expresion génica de GLS2 segun el estado
de infeccion por HPV (positivo o negativo) en muestras de tejido cervical (canceroso
o normal).

El 93% (n = 169) de pacientes en la cohorte CESC (n = 181) presentaron infeccién
por HPV. De ellas, la mayoria presentd infeccién por HPV16 (61%, n = 103),
existiendo también casos de infeccién por HPV18 (16%, n = 27) y otros subtipos

(23%, n =39) (Figura 14).
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Figura 14. Distribucion de distintos subtipos de HPV en la cohorte de cdncer cervical.

En pacientes con cdncer cervical, la infeccién por HPV16 se asocia con una mayor
expresion de GLS2 en comparacidon con las infecciones por otros subtipos virales
(p<0.01) (Tabla 8, Figura 15). Al contrario, la expresién de GLS1 no varié en funcion

del subtipo viral (p>0.05, Anexo 5).
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Figura 15. Grdfica de caja y bigotes de la expresion génica de GLS2 segun el subtipo
viral de HPV en cdncer cervical.

El nimero de copias de GLS1/GLS2 no se vio afectado por ninguna de las variables
clinicas investigadas, incluyendo el estatus de infeccidn de la muestra ni el subtipo

de HPV (Anexo 6).
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5.4.2.

Cancer de cabeza y cuello

En los sujetos con HNSCC, la ausencia de la infecciéon por HPV se asocia con mayor

expresion de GLS1 (p<0.0001), mientras que la infeccién por HPV en pacientes con

HNSCC se asocia con una mayor expresién del gen GLS2 (p<0.0001) (Tabla 9, Figura

16, Figura 17). El estatus de expresion de glutaminasas fue “indeterminado” a

considerar por los valores de log2FC.

Tabla 9. Expresion génica de GLS1 y GLS2 agrupadas por variables clinicas y Log2FC

en la cohorte de HNSCC.

Gen Expresion génica (mediana de log2(fpkm+1)) Prueba
Variable: Estatus de infeccidn de la muestra estadistica
Tumor con Tumor sin Control sin Control ANOVA de
infeccion infeccion infeccion HPV(+) una via
HPV(+) HPV(-) HPV(-) (tejido no
(tejidono | tumoral con
tumoral sin | infeccidn)
infeccion)
GLS1 | 2.87(n=55) | 3.04(n=219) | 2.31(n=38) | 2.23 (n=6) p=
3.331e-16
Log2FC: 0.73; | Log2FC:0.77; (f = 28.17)
indeterminado | indeterminado
GLS2 | 0.389 (n=55) 0.0767 0.224 0.308 (n=6) p=
(n=219) (n=38) 7.262e-12
Log2FC: 0.14; | Log2FC: -0.15; (f=19.96)
indeterminado | indeterminado

** Log2FC < -2 = subexpresado, Log2FC > 2 = sobreexpresion, —2 < Log2FC < 2
= indeterminado
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Figura 16. Grdfica de caja y bigotes de expresion génica de GLS1 segun el estado de
la infeccion (HPV(+)/HPV(-)) y el tipo de muestra de tejido de cabeza y cuello
(cancerosa o normal).
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Figura 17. Grdfica de caja y bigotes de expresion génica de GLS2 segun el estado de
la infeccion (HPV(+)/HPV(-)) y el tipo de muestra de tejido de cabeza y cuello
(cancerosa o normal).

El 19% (n = 61) de pacientes en la cohorte HNSCC (n = 320) presentaron infeccién
por HPV. De ellos, los subtipos virales mas frecuentes fueron HPV 16 (69%, n =42)y
HPV 33 (25%, n = 15) siendo los subtipos 18 y 35 menos frecuentes (7%, n = 4)

(Figura 18).
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Figura 18. Distribucion de los subtipos de HPV en la cohorte de cdncer de cabeza y
cuello.

No hubo diferencias en la expresién de GLS1 y GLS2 en los diferentes subtipos de

HPV dentro la cohorte de HNSCC (p>0.05) (Anexo 9).

En HNSCC no observamos cambio en el nimero de copias de glutaminasas con
relacion a las variables clinicas incluidas estatus de infeccidn de la muestra y subtipo

de HPV (Anexo 10).

5.4.3. Cancer de higado

Los sujetos con LIHC y con infeccién por el HBV o HCV tuvieron una expresién de
GLS1 similar a los pacientes con LIHC sin infeccidn, la cual es significativamente
mayor en comparacion con los grupos control (no cancerosos con y sin infeccién). Al
contrario, los sujetos con LIHC, con infeccién o sin ella, presentaron niveles
significativamente menores de expresién de GLS2, comparados con los controles
(no cancerosos con y sin infeccién) (p<0.0001). (Tabla 10, Figura 19, Figura 20). Al
calcular el Logy,FC, se pudo determinar que GLS2 estaba subexpresado en las
muestras cancerosas con infeccion en relacién con los tejidos sin cancer (controles)

con infeccidn.
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Tabla 10. Expresion génica, alteracion del numero de copias de GLS1 y GLS2
agrupados por las variables clinicas con diferencias significativas y el Log2FC en la

cohorte de LIHC.
Gen Expresion génica (mediana de log2(fpkm+1)) Prueba
Variable: Estatus de infeccidn de la muestra estadistica
Tumor Tumor Control del Control | ANOVA de
HBV/HCV HBV/HCV (-) tumor del tumor unavia
(+) HBV/HCV (-) | HBV/HCV
(+)
GLS1 2.09 1.07
2.07 (n=11 1. =
(n=71) 07 (n=118) 06 (n=36) (n=14) -
Log2FC: -
1.02; | Log2FC: 1.007; 4.303e-10
. e . (f=17.13)
indetermin | indeterminado
ado
GLS2 0.368 2.96
(n=71) 0.399 (n=118) | 2.32 (n=36) (n=14) .
Log2FC: - -
1.203e-12
2.45; | Log2FC:-1.89; - zze11)
Subexpresi | indeterminado '
on
** Log2FC < -2 = subexpresado, Log2FC > 2 = sobreexpresion, —2 < Log2FC < 2

= indeterminado

GLS1- Expresion génica

FPKM

N

w
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control positivo

@ tumor negativo
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Figura 19. Grdfica de caja y bigotes para la expresion génica de GLS1 del estado de

la muestra y el estado de la infeccion en cdncer de higado.
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Figura 20. Grdfica de caja y bigotes para la expresion génica de GLS2 del estado de
la muestra y el estado de la infeccion en cdncer de higado.

El 35% (n = 84) de los pacientes en la cohorte LIHC (n = 242) presentaron infeccién
por HBV o HCV. De ellos, el 57% (n = 48) estd infectado con HBV, mientras que el
43% estd infectado con HCV (n = 36). No encontramos diferencias en expresién de

GLS1 y GLS2 en funcidn del agente viral (HBV o HCV) (p>0.05) (Anexo 12).

No se observé la ocurrencia de alteracién del nimero de copias de GLS1/GLS2 con
las variables de interés incluyendo el estatus de infeccidn de la muestra y el subtipo

viral (HBV/HCV) (Anexo 13).

5.5. Influencia de la expresion génica de GLS1/GLS2 y del estado de la infeccién

viral (positivo/negativo) con la sobrevida global.
5.5.1. Cancer cervical

Al graficar la curva de KM resultd que las pacientes con CESC, cuya mediana de
expresion de GLS2 en tejido tumoral fue mayor de 0.59 (valor de log2(fpkm+1)),
tuvieron un mayor OS que las pacientes con valores de mediana de expresion
menores a 0.15 (p<0.05) (Figura 21). No se encontrd alguna asociacién entre la

expresion de GLS1 y el OS en la cohorte de CESC.
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Figura 21. Curva de KM representando OS (sobrevida global) en dias (eje x) y la
probabilidad de sobrevida (eje Y) en pacientes con CESC agrupadas por los niveles de
expresion génica de GLS2. Valores de expresion agrupados en cuartiles.

Al evaluarse la influencia del estado de infeccién con OS en CESC, se aprecié que la
infeccidn por HPV no afecta el prondstico de la enfermedad (p>0.05), tampoco el

subtipo de HPV (p>0.05).
5.5.2. Cancer de cabeza y cuello

La grafica de KM en la cohorte de HNSCC mostrd que ni la expresion de GLS1/GLS2

ni el estado de infeccién influyeron en OS (p>0.05).

Los pacientes con HNSCC con infeccién viral por HPV16 y HPV33 tuvieron menor OS

gue los pacientes con infeccién viral por otros tipos de HPV (p<0.01) (Figura 22).
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Figura 22. Curva de KM representando OS (sobrevida global) en dias (eje x) y la
probabilidad de sobrevida (eje Y) en pacientes con HNSCC agrupados por tipo de
HPV.

5.5.3. Cancer de higado

Para pacientes con LIHC, ni la expresion de GLS1/GLS2 ni el estado de infeccidn
influyeron en OS (p>0.05). Sin embargo, los pacientes con LIHC y con infeccidn por
HCV tuvieron un mayor OS que los pacientes con infeccién por HBV (p<0.05) (Figura

23).
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Figura 23. Curva de KM representando el OS (sobrevida global) en dias (eje x) y la
probabilidad de sobrevida (eje Y) en pacientes con LIHC agrupados por tipo de virus
de la hepatitis HCV o HBV.

6. Discusion

Las glutaminasas GLS1 y GLS2 son enzimas que participan de la glutamindlisis,
proceso que permite a las células cancerosas complementar, junto con la glucdlisis,
el abastecimiento de energia necesario para la proliferacion celular. La
glutamindlisis es un proceso que genera energia y que se inicia con el ingreso de la
glutamina a la mitocondria y su posterior conversidn a glutamato, para finalmente

integrarse al ciclo de Krebs (TCA) como a-kG (7).

La glutamina, a su vez, es sustrato para la sintesis de aminoacidos no esenciales
como alanina y aspartato, a partir de l0s cuales se sintetizan de novo nucleétidos.
De hecho, en varios tipos de neoplasias, como LIHC, la conversion de glutamina en
glutamato por accion de las glutaminasas esta promovida, lo cual contribuye a
mantener un pool de moléculas y un nivel energético necesario para la alta

proliferacién celular (7).

GLS1 y GLS2 juegan roles diferentes en el desarrollo de la carcinogénesis y en los
resultados clinicos (outcome clinico). Por un lado, GLS1 puede ser usado como un

blanco terapéutico y como promotor tumoral (12,16,62—64), mientras que GLS2
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seria util como un marcador de prondstico y supresor de tumores dependiendo del

tipo de cancer (16,65,66).

Numerosas células cancerosas exhiben un notable apetito por la glucosa,
prefiriendo producir acido lactico en lugar de catabolizar la glucosa mediante el
ciclo del TCA. Este ultimo proceso desempefia un papel fundamental en Ia
generacién de ATP en células normales no expuestas a hipoxia. Este hecho se puede
evidenciar al realizar una tomografia por emisién de positrones utilizando
fluorodesoxiglucosa, en donde los tumores son los que brillan mas con esta técnica,
evidenciando su consumo avido de glucosa comparado con los tejidos normales (4).
Hace mas de ocho décadas, Otto Warburg notd que se registraban elevadas tasas
de absorcion de glucosa y generacién de lactato al examinar secciones delgadas de
tumores humanos y animales en condiciones ex vivo (3). Es por esta razén que la
transicidén hacia la produccién de lactato en las neoplasias malignas, aunque estén
en condiciones de oxigenacidon adecuada se le conoce como Efecto Warburg o

glucdlisis aerdbica (4).

En esta tesis, buscamos determinar si la expresiéon de los genes de glutaminasas
GLS1 y GLS2 variaba en funcion del estado de infeccidn viral en pacientes con CESC,
HNSCC y LIHC. También nos propusimos determinar si la alteracion de la expresion

génica de GLS1/GLS2 y el estado de infeccidn estaban asociados al sobrevida global.

En lo que concierne a cancer cervical, no se encontraron diferencias en la expresion
de GLS1 y GLS2, entre tejidos tumorales y tejidos normales. Anteriormente ya se
habia investigado el cambio de expresion de ambas enzimas en CESC,
encontrandose un menor nivel de expresidn de GLS1 y una mayor expresion de
GLS2 en tejidos con cancer que en tejidos sin cancer (16). Es posible que la
discrepancia entre nuestros resultados y los de Saha et al. (2019) se deban a que
ellos tuvieron en cuenta, no solo la base de datos del TCGA, sino también de GTEx

(The Genotype-Tissue Expression Project).
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Asi mismo, en CESC, observamos que las infecciones por HPV aumentan la
expresion de GLS2, mas no la de GLS1. Este hallazgo dista del reportado por Pyeon
et al. (2007), quienes encontraron que el estado viral HPV(+) no conlleva a un
aumento de la expresion de GLS2, comparado con el cancer cervical HPV(-) (67). La
discrepancia entre estos hallazgos puede deberse, por un lado, al tamano de la
muestra, que en nuestro estudio fue de 131 pacientes de la cohorte CESC TCGA,
siendo mayor que la del estudio de D. Pyeon et al. (2007). Ademads, en dicha
investigacion se analizaron datos de expresiéon obtenidos por microarreglos de RNA,

mientras que nosotros analizamos datos de RNAseq (30).

Por otro lado, la prevalencia del HPV en la cohorte CESC (n = 181) estudiada fue del
93% (n = 169), lo cual es un hecho bien reconocido ya que el HPV es un virus
oncogénico, responsable de la mayoria de los casos de transformacién oncogénica
en CESC (24,25,68,69). La distribucién de subtipos virales en la cohorte CESC
estudiada también esta en concordancia con estudios previos, siendo mds comun la

infeccidn por HPV16 que por el resto de subtipos (70,71).

Por otro lado, hasta donde sabemos, es la primera vez que se demuestra la
asociaciéon entre la infeccién por HPV16 y la sobreexpresion de GLS2, en
comparacion con el resto de los subtipos de HPV en CESC. El subtipo HPV16 secreta
la oncoproteina E7 (HPV16-E7), la cual promueve el flujo glucolitico a través de una
estimulacion directa a la enzima PKM2 (72) y activa la glutamindlisis, promoviendo
la via anaplerdtica, tal cual lo haria un tumor (73). Por lo tanto, cabe la posibilidad
que la activacién de la glutamindlisis por accién del subtipo HPV16 pueda ocurrir a
través de la sobreexpresiéon de GLS2, conduciendo a contar con una fuente de

energia extra en las células infectadas a través de la degradacién de glutamina.

Se ha encontrado que las oncoproteinas E6 y E7 aumentan la proliferacion celular
mediante la glutamindlisis en HPV16. Ambas oncoproteinas aumentan los niveles
del transportador 1 de aminodcidos neutros acoplado al sodio (SNAT1), GLS2 y

Glutamina Sintetasa (GS). E6 incrementa los niveles del transportador de

54



aminodcidos tipo L 1 (LAT1), mientras que E7 aumenta transportador 2 de alanina,
serina y cisteina (ASCT2) y Transportador de cisteina/glutamato (xCT). Estos
transportadores son importantes para la entrada de la glutamina dentro de la
célula, mientras que la glutamina también puede obtenerse por la actividad de la GS

(74).

Ortiz-Pedraza et al. (2013) también encontraron que el transportador SNAT1
disminuye en células Ca Ski cuando la expresion de E6 y E7 fue noqueada (74). Las
células Ca Ski es una linea celular infectada con HPV16 que sirve como modelo para
el estudio en CESC avanzado (75). Finalmente, encontraron que la expresion de
SNATI1 era significativamente mas alta en tejidos con CESC comparados con tejidos

normales, ademas de estar asociada a un pobre OS en CESC (74).

Un hallazgo remarcable de nuestra investigacion fue la influencia de la expresion de
GLS2 sobre la OS en las pacientes con CESC, en donde las mujeres tienen mejor
prondstico si los valores de expresidn en mediana de log2(fpkm+1) de GLS2 son
mayores a 0.59. Este hallazgo es novedoso en CESC, aunque ha sido descrito en
otros tipos de cdncer que un aumento de la expresién de GLS2 se asocia con un
pobre OS en varios tipos de cancer, incluyendo ovario, leucemias, timoma
(carcinoma de timo) y colon. Esta diferencia con nuestros resultados cupuede
deberse al tipo de bases de datos consultada en otros estudios como

PROGgeneV2database (16).

Por otro lado, los pacientes con HNSCC tienen mayor expresion de GLSI en
comparacion con los que no tienen cancer. Nuestros resultados concuerdan con el
estudio multidmico in silico de Saha et al. (2019) donde se observd que la expresion
relativa de mRNA en GLSI era mayor en HNSCC que en tejidos normales (16). El
incremento de la expresion de GLS1 podria estar asociado con un peor control
tumoral, tal como se demostré en un estudio donde la inhibicion de GLS1 con
telaglenastat, en lineas celulares y modelos de ratones con cancer de HNSCC,

reduce la proliferacién celular (76).
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La expresion de GLSI en HNSCC ha sido investigada previamente en algunos
estudios cuyos resultados también concuerdan con los nuestros. Entre ellos esta el
estudio de Cetindis et al. (2016), los cuales usaron PCR en tiempo real en
especimenes tumorales (77). También el de Zhang et al. (2020) y el de Basheer et
al. (2022), los cuales utilizaron inmunohistoquimica en especimenes tumorales
(78,79). Este ultimo también encontré que GLS2 tiene una expresidon mas alta en
HNSCC que en tejidos normales, lo cual difirié con nuestros resultados. La razén por
la cual nuestros resultados difirieron es debido a que analizaron la expresién de
glutaminasas a nivel proteinico y no a nivel genémico. Ellos usaron 80 muestras que
variaban desde de normales a metastdaticas en tejidos de microarrays preparadas

por la empresa US Biomax Inc (79).

Similar a nuestros resultados, Yang et al. (2019) encontraron que los niveles de
expresion de GLS1 son significativamente altos en HNSCC en lineas celulares de
faringe mediante western blot. Ellos hipotetizaron que el inhibidor selectivo de
GLS1, BPTES, el cual recorta el consumo de glutamina de la célula, inhibiria el
crecimiento de las células con HNSCC. Entonces, al inhibir GLS1 usando BPTES, se
incrementaron los niveles de especies oxidativas y también los niveles de mRNA de
varios piruvatos deshidrogenasas (PDK2/3/ 4). Esto es causado por un aumento de
la expresion de p21, un inhibidor del ciclo celular (29). Tomando en cuenta los
estudios de los inhibidores de glutaminasas, se deduce que la suplementacién de

glutamina promueve el crecimiento celular en HNSCC (29,76).

c-MYC es un oncogén que acelera la glutamindlisis facilitando la expresiéon de las
glutaminasas, especialmente en GLS1, donde c-MYC estd sobreexpresado durante la
transcripcion y post-transcripcion. La sobrexpresidn de c-MYC hace que las células
sean sensibles a la deprivacién de glutamina. Por ejemplo, altos niveles de
anabolismo de glutamina promueven el crecimiento tumoral y la resistencia a la

radioterapia (80).
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Uno de los factores que causan la carcinogénesis de HNSCC es la infecciones por
HPV  (81-83). En esta cohorte, 19% de los pacientes con HNSCC (n = 320)
presentaron infeccion por HPV, siendo menor de lo esperado por tratarse de
participantes principalmente caucasicos solo de Estados Unidos. De hecho, se
estima que los paises occidentales tienen una prevalencia del 40-60% de HPV en
casos de HNSCC, en comparacion con paises como China e India, donde la

prevalencia fluctua entre 13% y 24% (84).

Asi mismo, los subtipos virales mas comunes en la cohorte HNSCC estudiada fueron
HPV16 (69%) y HPV33 (25%). Esto fue documentado previamente en otro estudio,
donde los cédnceres de cabeza y cuello ubicados en la cavidad oro faringea,
provenientes de Europa y Norte América, mostraron que el HPV16 y el HPV33 son
los subtipos virales mas comunes (85). La prevalencia de HPV16 en HNSCC en China
(71%, n = 80 HPV(+)) es similar al observado en nuestro estudio, donde representa
el subtipo viral mas comun , seguido del subtipo HPV18 con 5% (86). Esto indica
que, al igual que en CESC, el subtipo de HPV mds comun es el 16 (87). El HPV16 y los
subtipos oncogénicos de alto riesgo, entre ellos el HPV18 y el 33, poseen
oncoproteinas virales como E6 y E7. La E6 se une por un lado a una
ubiquitina/proteina ligasa celular (E6-AP) y, simultdneamente, también se asocia a
p53, una proteina supresora de tumores. Esto resulta en la ubiquitinacién de p53 y
su degradacion proteolitica, con la consecuente disrupcion de los mecanismos
reguladores y reparadores de dafio en el DNA (87). Por su parte, E7 se une y
desestabiliza la proteina supresora de tumores retinoblastoma (pRb). Eso previene
gue pRb se una al factor de transcripcién E2F y, en consecuencia, que se promueva
la progresién del ciclo celular. La inactivacién de pRb resulta en la sobreexpresion

de la proteina supresora de tumores de p16 llamada p16INK4A (87).

El hallazgo de la expresién reducida de GLS1 en los individuos que tienen infeccién
por HPV, en comparacién con los pacientes sin infeccion, es novedosa en HNSCC.
Krishna et al. (2020) encontraron lo opuesto en otro virus oncogénico. Las células

infectadas por el virus del Epstein-Barr (EBV) tienen una mayor expresiéon de GLSI,
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la cual esta asociada a la infeccion de EBV. Esto claramente difiere de nuestros
resultados debido a que Krishna et al. (2020) usaron lineas celulares con linfoma de
Burkitt’ EBV(+) y de carcinoma de epitelio nasal los cuales no son lo mismo al HPV
con excepcidon de ser oncogénico. Ademas, la expresion fue cuantificada por RT-

gPCR y midieron los niveles de glutamina y a-kG (88).

Krishna et al. (2020) encontraron un aumento de los niveles intracelulares de
glutamato en lineas celulares EBV vy el tratamiento con BPTES, un inhibidor de Ila
glutamindlisis, redujo estos niveles. En consecuencia, también se incrementd los
niveles de a-kG, ya que el glutamato, resultante de la catalisis de glutamina por
GLS1, es desaminado por las enzimas glutamato deshidrogenasa 1y 2 (GLUD1/2) en
la mitocondria para formar a-kG, un compuesto importante para la generacién de
energia por el TCA. Sus resultados tienen sentido, ya que el aumento de expresién
de GLS1 juega un rol en iniciar y mantener glutamindlisis, la cual impulsa la

generacion de energia mediante el ciclo de TCA en células infectadas por EBV (88).

Al mismo tiempo, la expresion de GLS2 es mayor en pacientes con HNSCC HPV(+)
qgue en los pacientes con HNSCC HPV(-). Este hallazgo también es novedoso. Al
analizar la expresion de GLS2 en la linea celular Huh7.5 y en hepatocitos primarios
infectados (HPIs) con HCV, Lévy et al. (2016) no encontré diferencias significativas
en su expresion. Solo se encontré que HCV indujo un aumento en los niveles de

transcritos de GLS1 en Huh7.5y en HPIs (21).

En los estudios sobre cancer resulta una prioridad encontrar factores que influyen
en el prondstico de la enfermedad, lo cual fue de interés en nuestro estudio. Por un
lado, no encontramos relacién entre la infeccidon y el prondstico. Sin embargo,
Alsbeih et al. (2019) encontraron una mejor OS para HNSCC con HPV(+) que el HPV(-
), aunque los resultados no fueron significativos (p = 0.12). Los autores concluyen
que es posible que la baja cantidad de muestras con HPV(+) (n = 10) pudo haber

influido en este resultado (89).
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Otros estudios como el de Kian et al. (2010) (HPV(+) = 206, HPV(-) = 117) también
han encontrado asociacién entre el estatus de infecciéon y la OS, en donde, los
pacientes con HNSCC orofaringeo HPV(+) tienen un mejor prondstico que los
pacientes con HNSCC HPV(-) (90). La diferencia con el estudio de Alsbeith et al.
(2019) es en la cantidad de muestras, lo cual hace este hallazgo significativo. El
estudio de Fakhry et al. (2017) también encontré este mismo resultado, sin
embargo no encontraron asociacién entre estatus de HPV y el OS en HNSCC no

orofaringeos (91).

Estos estudios difieren con nuestros resultados, probablemente porque las
muestras provienen de pacientes de diferentes hospitales de Arabia Saudita, Reino
Unido y los Estados Unidos (89—91), mientras que el nuestro proviene de la base de
datos de TCGA. Nosotros tampoco estudiamos la asociacién entre el OS y estatus de

HPV por subtipos de HNSCC (91).

Al contrario, nosotros encontramos que el subtipo de HPV se asocia con la OS,
donde los pacientes con HNSCC con infeccién por HPV16 tuvieron una mayor
sobrevida que los que tenian una infeccién con HPV33. Esto concuerda con
hallazgos previos en donde la infeccién con HPV33 estuvo asociada con un pobre
prondstico en HNSCC (92). Segun Chatfield-Reed et al. (2020), es posible que varios
factores influyan en reducir la OS cuando hay infeccién por HPV33 en comparacién
con HPV16 (92). Uno de esos factores seria la firma mutacional asociada a las
enzimas APOBEC, que esta mas enriquecida en tumores HPV16(+) a comparacion de
tumores HPV33(+). Dicha firma mutacional esta asociada al dafio en el ADN en
presencia de la infeccion viral. En relacion a ello, otro factor que influye en el peor
prondstico seria las pérdidas del brazo cromosémico 3p a una tasa mas alta en
tumores HPV33(+) que en tumores HPV16(+), lo cual sumado a la mutacion de p53

representan marcadores de peor prondstico (92).

En nuestro estudio no encontramos asociacidn entre la expresién de GLS1 o GLS2 y

el OS de los pacientes con HNSCC. Sin embargo, otras investigaciones si han
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documentado que la reduccidon de expresién de GLS1 se asocia con un mejor
prondstico en pacientes con HNSCC (16,78). Esa discrepancia podria deberse, por
un lado, a las diferentes unidades de abundancia de mRNA empleadas, siendo
log2(FPKM+1) en nuestro estudio y la expresidon relativa de mRNA en un estudio

previo (16) y por otro lado el andlisis de cohortes distintas a TCGA (78).

Por otro lado, en esta tesis también analizamos la expresién de glutaminasas en
cancer de higado, apreciando que la expresion de GLS1 es mayor en tejido
canceroso que en el tejido normal. Algo similar se describié anteriormente en un
modelo de ratones infectados con HBV crénica y hepatocarcinoma celular, en
quienes la actividad enzimatica de GLS1 era mucho mayor en tumores mayores a 3
mm (22). También Suzuki et al. (2022) llegaron a los mismos resultados al examinar
la base de datos del TCGA, en donde los niveles de mRNA de GLS1 son un poco mas
altos en pacientes con HCC (66). Al contrario, nosotros determinamos que el gen
GLS2 estd subexpresado en LIHC en comparacidon con el grupo control. Estos
hallazgos son concordantes con otros cuatro estudios incluido el de Saha et al.
(2019) y Suzuki et al. (2022) quienes analizaron la expresion de mRNA relativa en la
misma cohorte de TCGA (LIHC), el de Chen et al. (2016) con gPCR y Nwosu et al.
(2017) con data de microarrays (11,16,17,66).

Por su parte, GLS2 también ha sido vinculado con la ferroptosis, un tipo de muerte
celular programada, dependiente del hierro y los perdxidos de lipidos, que es
distinto de la apoptosis (93). Usando hepatocitos primarios de ratones knockout de
Gls2 y de lineas celulares humanas (SKHepl WT, HepG2) derivadas de HCC, Suzuki
et al, 2022 encontraron que la ferroptosis es necesaria para la supresion de tumores
derivados de células que expresan GLS2 en ratones. También encontraron que los
tumores de pacientes humanos y de ratones con HCC muestran bajos niveles de
GLS2. Todo esto sugiere que GLS2 tiene un rol modulador en la ferroptosis y como

consecuencia, en la supresién de tumores (66).
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Esto tiene sentido con nuestros resultados, ya que, al estar GLS2 subexpresado en
LIHC, cabe la posibilidad que haya una supresion de la ferroptosis y, en
consecuencia, la proliferacién de células cancerosas con HCC. Se ha postulado que
la ferroptosis influye en el desarrollo de HCC en ratones knockout de Gls2 (94-96).
También la data de Suzuki et al. (2022) indica que la ferroptosis esta envuelta en

prevenir la aparicion de HCC y en su progresion (66).

Por otra parte, se sabe que una de las causas de la carcinogénesis de LIHC es la
infeccion por HBV o HCV (26,97,98). En esta cohorte, mas de la mitad de los
pacientes (65%) no tenian infeccion por virus de hepatitis, mientras que quienes si
presentaban la infeccion, esta era por HBV (57%) o HCV (43%). Ello concuerda con la
mayor prevalencia de infeccion por HBV que HCV descrita en poblacion caucasica,

como la que compone la cohorte TCGA analizada.

En este trabajo encontramos que los pacientes con LIHC tuvieron una expresién
mas alta de GLS1 que los controles, al mismo tiempo que una menor expresion de
GLS2 comparado con los controles. GLS2 es una isoforma que se expresa en el
higado bajo condiciones normales (21). Nuestros resultados sugieren que el
desarrollo de la neoplasia hepatica disminuye la actividad de GLS2 en higado, lo cual
podria reducir la tasa de glutamindlisis, aunque dicho efecto podria ser

contrarrestado en vista del incremento de niveles de GLS1 en el tejido neoplasico.

Por otro lado, se observd que GLS2 estaba subexpresado en muestras cancerosas
con infeccion de HBV/HCV en comparacion con controles infectados. Sin embargo,
no se observaron diferencias en la expresién de GLS2 en muestras cancerosas sin
infeccion en comparacién con controles no infectados. Sin embargo, un estudio in
vitro demostré que el HCV inducia un aumento en los niveles de transcritos de
MmRNA de GLS1, aunque no de GLS2 (21). Otro estudio de Suzuki et al. (2023)
examind la base de datos Gene Expression Omnibus (GEO) el cual revelé que los
niveles de mRNA de GLS2 no eran significativamente diferentes en tejidos de higado

infectados con HBV/HCV comparados con tejido de higado sano. Sin embargo, ellos
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no distinguen si los tejidos de higado infectados provienen de HCC o de tejido sin

cancer (99).

En esta tesis, no apreciamos alguna alteracion de la expresién génica de GLS1 o
GLS2 en funcién del estado de infeccion en LIHC. Sin embargo, si se observé
cambios de glutaminasas en CESC y HNSCC dependientes de la infeccién por HPV,
por lo que es posible que este virus se valga de un ajuste metabdlico mediado por

GLS2 en CESCy HNSCC.

En nuestro estudio, reportamos que, en los pacientes con LIHC existe una
asociacion entre el tipo viral y la OS de los pacientes. Asi, los pacientes con LIHC y
con infeccién por HCV tuvieron una mayor sobrevida que los pacientes con LIHC y
con infeccién por HBV. Esto coincide con el estudio de Lee et al. (2021) en donde la
OS de pacientes con LIHC HCV(+) era superior al de los pacientes con LIHC HBV(+),
cuando los pacientes no recibian terapia antiviral. El escenario se invertia al usar
terapia antiviral, donde la OS de LIHC infectados con HBV(+) aumentaba con
respecto a los pacientes infectados con HCV (100). En nuestro trabajo, no contamos
con informacion del tratamiento antiviral por lo que esta variable no fue
investigada. Estudios previos se han interesado por averiguar la influencia de la
infeccion viral y el prondstico del cancer de higado. Se sabe, por ejemplo, que la
reseccion hepatica es un factor que influye en la OS, siendo menor en pacientes

HCC-HBV(+) que en HCC-HCV(+) que tuvieron dicho procedimiento (101).

Asi mismo, Cantarini et al. (2006) reveld que los pacientes con HCC-HCV(+) tuvieron
mejor OS que los HCC-HBV(+), tal como lo demostramos en esta tesis. Sin embargo,
las diferencias reportadas anteriormente ocurren cuando el HCC estaba en estado
avanzado (tumor >5 cm) (102). Para poder explicar por qué la diferencia de
sobrevida entre HCC-HCV(+) y HCC-HBV(+) diverge cuando se llega a un estadio
avanzado, los investigadores proponen que esto es parcialmente explicado por una

mutacién en los receptores de beta-estréogenos (S-VER), la cual es mas comun en
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HCC-HBV(+). Esta mutacién ocurre en estados tardios de la progresion tumoral, lo

cual llevaria a tumores mas agresivos en HCC-HBV(+) (102,103).

En tanto, no encontramos que la expresion de GLS1/GLS2 influya en la OS en
pacientes con LIHC. Sin embargo, otros estudios discrepan de nuestros resultados.
Asi, Saha et al. (2019) demostraron que una baja expresion de GLS1 estd
positivamente correlacionados con un pobre prondstico en LIHC (16). Es posible que
las diferencias entre ambos resultados se deban a que, usaron datos de la base de
datos del TCGA-LIHC y GSE20017 (104). Ademas, al procesar la data, no eliminaron a
pacientes sin presencia de infeccidon por HBV/HCV y con co-infeccion de HBV/HCV,
lo cual si se realizd en el presente trabajo. Asi mismo, en el Kaplan-Meier Plotter
(105), la plataforma usada por Saha et al. (2019), solo toma en cuenta pacientes con
historia clinica disponible. Todos estos factores llevaron a un nimero superior de

muestras analizadas por Saha et al. (2019) (n =363 vs n = 242) (16).

Yu et al. (2015) identificaron que, en pacientes diagnosticados con HCC, aquellos
que presentaban niveles elevados de expresion de GLS1 experimentaban una baja
sobrevida, mientras que aquellos con una alta expresién de GLS2 en los tejidos
tumorales mostraban una prolongada sobrevida. Nosotros no encontramos dicha
asociacién por lo que esta discrepancia podria deberse a que en dicho estudio
midieron la expresidon con un ensayo de inmunoreactividad contra GLS1 y GLS2 en
el citoplasma de células con HCC mientras que en nuestro caso trabajamos con

datos transcriptémicos de la expresion génica de GLS1 y GLS2 (106).

Suzuki et al. (2022) también realizaron un andlisis de sobrevida usando Kaplan-
Meier Plotter donde dividieron la cohorte en baja expresion de GLS2 bajo la
mediana y en alta expresion de GLS2 sobre la mediana. Por estas razones, sus
resultados demostraron que los niveles de baja expresion de GLS2 estdn

significativamente correlacionados con un pobre OS en pacientes con HCC (16,66).
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En otro estudio, también se demostrd que los pacientes con cancer de higado y con
alta expresion de GLS2 tienden a tener mejor prondstico que aquellos con baja
expresion de GLS2. En dicho trabajo se analizé una cohorte en Shanghai, no los
datos de TCGA como en nuestro trabajo (17). Dichas diferencias en los
procedimientos de estudio pueden explicar la incongruencia entre nuestros
hallazgos y lo documentado con anterioridad. En este sentido, las cohortes de TCGA
han sido ampliamente analizadas y contienen datos confiables y validados, por lo

gue nuestros resultados estan respaldados por la solidez de los datos.

Por ultimo, nuestros resultados sugieren que el nUmero de copias de GLS1/GLS2 no
varia en CESC, HNSCC ni en LIHC, es decir, no parece ser una estrategia de alteracion
genética en ninguno de estos tres tipos de cdncer. En cambio, la expresion génica
de GL1S/GLS2 si varia en pacientes que sufren de estos canceres, en comparacion
con individuos sanos. Esto quiere decir que, en CESC, HNSCC y LIHC el nimero de
copias de GLS1/GLS2 se mantienen intactos, pudiendo ser suficiente los cambios en

la expresién génica para efectos de la modulacion del metabolismo de la glutamina.

7. Conclusiones

Las neoplasias de cérvix, de cabeza y cuello y de higado presentan cambios en la
expresion génica de GLS1 o GLS2, pero mantienen intacto el nimero de copias de

ambos genes.

GLS2 estd subexpresado en tejidos cancerosos de LIHC en comparacién con tejidos
no cancerosos. La presencia de infeccion por HCV/HBV estd asociada con la
subexpresién génica de GLS2 en LIHC. Esto refuerza la posibilidad que HBV o HCV
modulen la expresién génica y el metabolismo de la glutamina al infectar

cronicamente a las células eucariotas, conduciendo asi a la transformacion celular.

En la cohorte de CESC, la expresion de GLS2 fue proporcional a la OS, estando esta
ultima también relacionada con el subtipo viral. Asi mismo, los pacientes de la

cohorte de HNSCC infectados con HPV16 mostraron una mayor OS que los
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pacientes con HNSCC infectados con HPV33. Similarmente, los pacientes de LIHC
infectados con HCV tienen una OS mayor que los pacientes con LIHC infectados con

HBV.

La principal contribucién de este estudio es haber identificado los patrones de
expresién génica de GLS1/GLS2 con algunos factores clinicos de interés como la
presencia infeccidn viral y subtipo viral. También el detectar si existe una asociacién
entre la OS y otros factores, como la expresién de glutaminasas y el subtipo viral. En
un futuro, se podria indagar si la expresién génica de la GLS2 seria un posible

candidato a marcador de sobrevida global en CESC.

8. Limitaciones

Las muestras controles son tejidos de pacientes con cancer, que fue denominado
“normal” al andlisis histopatoldgico. Sin embargo, estos tejidos no son totalmente
sanos y pueden tener cierto grado de inflamacién lo cual puede llevar a tener
ciertos sesgos en los resultados.

Existe asimetria entre el tamafio muestral de varios grupos de estudio. Por ejemplo,
en el grupo de CESC con 178 muestras neopldsicas vs 3 muestras no tumorales. En
HNSCC con 6 muestras no tumorales con presencia viral de HPV, lo cual fue
insuficiente para la variable estatus de infeccion de la muestra.

No contamos con la variable de carga viral, la cual podria ser un factor influyente en
la expresién de glutaminasas en muestras con presencia de infeccién viral.

Tampoco se contd con secuencias virales en los genomas y transcritos del TCGA

como dato complementario al subgenotipo viral.

9. Recomendaciones

Explorar otras cohortes de pacientes con cancer distintas de TCGA, para corroborar
los hallazgos de la presente tesis.
Para un futuro estudio seria recomendable contar con la carga viral y su relacién

con la expresién de glutaminasas.
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Se sugiere realizar estudios con gendmica funcional para encontrar otros indicios de
interaccion. Por ejemplo, realizar un circus plot o una red de interacciones proteicas
(protein network) para identificar los genes target de las glutaminasas.

Buscar secuencias virales en los genomas y transcritos del TCGA como dato
complementario al subgenotipo viral. Esto también ayudaria a identificar

diferencias génicas incluso en virus con el mismo subgenotipo.
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11. Anexos

Anexo 1. Enlace de la base de datos usada para los andlisis realizados.

https://qithub.com/livisupajares/undergrad-thesis/tree/master/database/fixed

Anexo 2. Repositorio con los scripts realizados en R.

https://github.com/livisupajares/undergrad-thesis/tree/master/scripts

Anexo 3. Expresion génica (expresados en mediana de log2(fpkm+1)) de GLS1 y GLS2
por el tipo de muestra en cdncer cervical.

Gen Tumor Control Welch’s t-test
GLS1 2.63 (n=178) 3.23 (n=3) p=0.1634 (t =-1.975)
GLS2 0.288 (n=178) 0.0755 (n=3) p = 0.07329 (t = -3.051)
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Anexo 4. Alteracion del numero de copias (ANC) de GLS1 y GLS2 por el tipo de
muestra en cdncer cervical.

Estatus de la alteracién del nimero de copias (ANC) Test
. — " es
Variable: Tipo de tejido estadistico
Tumor (n=178) Control (n=3)
Gen S bi
Cambio n¢ Sin cambio n? | Cambio n? mncoa(rjr; 0 Chi cuadrado
copias de copias copias . de Pearson
copias
0 -—
GLS1 | 12.4% (n=22) | 87.6% (n=156) 0% 100% p=05159
(n=3) (x2 = 0.4221)
100% p =0.6416
0 = o = 0,
GLS2 | 6.74% (n=12) | 93.3% (n=166) 0% (n=3) (x2 = 0.2166)

Anexo 5. Expresion génica de GLS1 y GLS2 agrupadas por variables clinicas con
diferencias no significativas en la cohorte de CESC.

Gen Expresion génica (mediana de log2(fpkm+1)) Prueba
Variable: Estatus de infeccion de la muestra estadistico
Tumor con Tumor sin Control sin ANOVA de
infeccion infeccion infeccion una via
HPV/(+) HPV(-) HPV(-)
(tejido no
tumoral sin
infeccidn)
GLS1 | 2.62 (n=169) 2.74 (n=9) 3.23 (n=3) p =0.5039
(F=
0.6881)
Gen Expresién génica (mediana de log2(fpkm+1)) Prueba
Variable: Subtipo viral estadistica
HPV18 HPV16 Otros ANOVA de
una via
GLS1 2.48 (n=27) 2.69 (n=103) | 2.53 (n=39) p=0.2751
(f=1.301)

Anexo 6. Alteracion del numero de copias (ANC) de GLS1 y GLS2 agrupadas por

variables clinicas sin diferencias significativas en la cohorte de CESC.

‘Gen‘

Estatus de la alteracion del nimero de copias (ANC)

’ Test
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Variable: Estatus de infeccién de la muestra estadistico
Tumor HPV(+) Control HPV(-)
(n=169) Tumor HPV(-) (n=9) (n=3)
Cambio Sm. Cambio Sm. Cambio Sm. Chi
no cambio ne cambio e cambio cuadrado
. ne de . ne de . ne de de
copias . copias . copias .
copias copias copias Pearson
13% 87% o 100% o 100% p=0.4110
OGS n222) [(n=147) | ©% | (n=9) | % | (n=3) | (x2=1.778)
GLS? 6.51% 93.5% 11.1% 88.9% 0% 100% P =()(()é7_753
6 =
(n=11) | (n=158) | (n=1) (n=8) (n=3) 0.5090)
Estatus de la alteracién del nimero de copias (ANC) Test
. . . es
Variable: Subtipo viral estadistico
HPV18 (n=27) HPV16 (n=106) Otros (n=39)
Cambio Sm. Cambio Sm. Cambio Sm' Chi
no cambio ne cambio e cambio cuadrado
. ne de . ne de . ne de de
copias . copias . copias .
copias copias copias Pearson
p =
GLS1 7.41% 92.6% 13.6% 86.4% 15.4% 84.6% 0.5812
(n=2) (n=25) | (n=14) (n=89) (n=6) (n=33) (x2 =
1.085)
Glsy | 11-1% | 88.9% | 6.8% 93.2% | 2.56%) | 97.4% |° 7;3?62
(n=3) (n=24) (n=7) (n=96) (n=1) (n=38) 1.903)
GLS? 5.08% 94.9% 6.52% 93.5% 11.1% 88.9% P 7:2;?14
(n=3) (n=56) (n=6) (n=86) (n=3) (n=24) 1.085)

Anexo 7. Expresion génica de GLS2 (expresados en mediana de log2(fpkm+1) en
cdncer de cabeza y cuello.

Gen Variable Test
Tipo de muestra estadistico
Test T de
Tumor Control Welch
0.106 _ p=0.3289 (t =
GLS2 (n=274) 0.224 (n=44) 0.9801)
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Anexo 8. Alteracion del numero de copias (ANC) de GLS1 y GLS2 no significativas por

el tipo de muestra en cdncer de cabeza y cuello.

Estatus de la alteracién del nimero de copias (ANC) Test
. - ” es
Variable: Tipo de tejido estadistico
tumor (n=276) control (n=44)
Gen S bi
Cambion? | Sincambion? | Cambio n® mncoa(rjr; | chi cuadrado
copias de copias copias . de Pearson
copias
10.9% o [ o 100% p =0.02160 (x2
GLS1 (n=30) 89.1% (n=246) 0% (n=44) = 5.277)
4.71% o . 100% p = 0.1416 (x2
GLS2 (n=13) 95.3% (n=263) 0% (n=44) — 2.160)

Anexo 9. Expresion génica de GLS1 y GLS2 no significativas agrupadas por variables
clinicas en la cohorte de HNSCC.

Gen Expresion génica (mediana de log2(fpkm+1)) Prueba
Variable: Subtipo viral estadistica
HPV16 HPV33 otros ANOVA de

una via
GLS1 | 2.75(n=42) 2.82 (n=15) | 3.15 (n=4) p=0.1633
(f = 1.870)
GLS2 | 0.542 (n=42) | 0.308 (n=15) | 0.134 (n=4) p=0.5159

(f=
0.6695)

Anexo 10. Alteracion del numero de copias (ANC) de GLS1 y GLS2 agrupadas por
variables clinicas sin diferencias significativas en la cohorte de HNSC.

Gen

Estatus de la alteracién del nimero de copias (ANC)
Variable: Estatus de infeccion de la muestra Test
Tumor HPV(+) Tumor HPV(-) Control HPV(-) estadistico
(n=55) (n=221) (n=38)
. Sin . Sin } Sin .
Cambio . Cambio . Cambio . Chi
cambio cambio cambio
ne ne ne cuadrado
. ne de ) ne de ) ne de
copias . copias . copias . de Pearson
copias copias copias
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GLS1 10.9% | 89.1% | 10.9% 89.1% 0% 100% p =0.1526
(n=6) | (n=49) | (n=24) | (n=197) ° (n=38) | (x2=5.277)
GLS? 3.64% | 96.4% | 4.98% 95% 0% 100% p = 0.5005
(n=2) | (n=53) | (n=11) | (n=210) ° (n=38) | (x2 =2.363)
Control HPV(+)
(n=6)
Gen | cambio Sm.
ne cambio
. n? de
copias .
copias
100%
o,
GLS1 0% (n=6)
100%
o,
GLS2 0% (n=6)
Estatus de la alteracién del nimero de copias (ANC) Test
. . . es
Variable: Subtipo viral estadistico
HPV33 (n=11) HPV16 (n=40) Otros (n=4)
Gen ; : -
Cambio Sm. Cambio Sm. Cambio Sm. Chi
cambio cambio cambio
ne ne ne cuadrado
. n? de . n? de . n2 de
copias ) copias ) copias ) de Pearson
copias copias copias
GLS1 9.09% | 90.9% 10% 90% 25% 75% P =()(2é6f03
(n=1) (n=10) (n=4) (n=36) (n=1) (n=3) 0.8915)
o o 0 0 p =0.6877
R I I I I N I B e
- - - - 0.7489)

Anexo 11. Alteracion del numero de copias (ANC) de GLS1 y GLS2 no significativas
por el tipo de muestra en cdncer de higado.

Estatus de la alteracién del numero de copias (ANC) Test
. . " es
Variable: Tipo de tejido estadistico
Tumor (n=192) Control (n=50)
Gen . . Sin Chi
Sin cambio . .
. . Cambion? | cambio cuadrado
Cambio n? copias n2 de .
. copias n2 de de
copias .
copias Pearson
p =
93.2% 100%
LS1 77% (n=1 9 .
GLS 6.77% (n=13) (n=179) 0% (n=50) 0 (())(538:%6
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3.578)

p =
9 0
GLS2 |  5.21%(n=10) (2‘:12/;) 0% (i(i(;g 0.8(92932
2.716)

Anexo 12. Expresion génica, alteracion del numero de copias de GLS1 y GLS2

agrupados por las variables clinicas con diferencias no significativas en la cohorte de
LIHC.

Gen Expresion génica (mediana de log2(fpkm+1)) Prueba
Variable: Subtipo viral estadistica
HBV HCV (n=48) Test T de
(n=36) Welch
GLS1 p=0.3413
(r?;?:z) 1.84 (n=36) (t=-
B 0.9577)
GLS2 p=0.6337
(?]'_35;) 0.666 (n=36) (t=-
B 0.4784)

Anexo 13. Alteracion del numero de copias (ANC) de GLS1 y GLS2 agrupadas por
variables clinicas sin diferencias significativas en la cohorte de LIHC.

Estatus de la alteracién del nimero de copias (ANC) Test
Variable: Estatus de infeccién de la muestra .
- - — estadisti
Control negativo Tumor negativo Control positivo o
Gen (n=36) (n=121) (n=14)
Cambi Sm. Cambio Sm. Cambio Sm. chi
o no cambio ne cambio ne cambio | cuadrad
. n? de . n? de . n2 de o de
copias ) copias ) copias .
copias copias copias | Pearson
p =
100% 4.96% 95% 100% 0.1276
0, 0,
G 0% | (1=36) | (n=6) | (n=115) | % | (n=14) | (2=
5.691)
p =
100% 5.79% 94.2% 100% 0.3930
0, 0,
GLS2| 0% | (36) | (n=7) | (n=114) | O | (n=14) | (2=
2.991)
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Tumor postivo

(n=71)
. Sin
Gen | Cambi .
o ne cambio
. n2 de
copias .
copias
9.86% | 90.1%
G n=7) | (n=64)
4.23% | 95.8%
G521 (n=3) | (n=68)
Estatus de la alteracidn del nimero de copias (ANC) Test
Variable: Subtipo viral estadisti
HBV (n=40) HCV (n=31) co
Cambi Sll’l' Cambio Sm. chi
o ne cambio ne cambio cuadrad
. n2 de . n2 de o de
copias ) copias .
copias copias Pearson
p =
GLS1 12.5% 87.5% 6.45% 93.5% 0.1488
(n=5) | (n=35%) | (n=2) (n=29) (x2 =
2.085)
p =
GLS2 5% 95% 3.23% 96.8% 0.6169
(n=2) (n=38) (n=1) (n=30) (x2 =
0.2503)

Probabilidad de supervivencia

0.254

1,000 2,000 3,000 4,000 5000 6,000

Sobrevida global en dias

Valor P = 0.9950

Estadisticas de prueba
de rango logaritmico = 0.00003980

Estatus de infeccion de HPV

mmm Positivo (N=167)

mmm Negativo (n=12)

Anexo 14. Curva de KM representando el OS (sobrevida global) en dias (eje x) y la
probabilidad de sobrevida (eje Y) en pacientes con cdncer cervical agrupados por
estatus de infeccion por HPV.
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Anexo 15. Curva de KM representando el OS (sobrevida global) en dias (eje x) y la
probabilidad de sobrevida (eje Y) en pacientes con cdncer cervical agrupados por el
tipo de HPV.
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Anexo 16. Curva de KM representando el OS (sobrevida global) en dias (eje x) y la
probabilidad de sobrevida (eje Y) en pacientes con cdncer de cabeza y cuello
agrupados por los niveles de expresion génica de GLS1. Los datos de expresion estdn
agrupados en cuartiles.
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Anexo 17. Curva de KM representando el OS (sobrevida global) en dias (eje x) y la
probabilidad de sobrevida (eje Y) en pacientes con cdncer de cabeza y cuello
agrupados por los niveles de expresion génica de GLS2. Los datos de expresion estdn
agrupados en cuartiles.
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Anexo 18. Curva de KM representando el OS (sobrevida global) en dias (eje x) y la
probabilidad de sobrevida (eje Y) en pacientes con cdncer de cabeza y cuello
agrupados por estatus de infeccion por HPV.
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Anexo 19. Curva de KM representando el OS (sobrevida global) en dias (eje x) y la
probabilidad de sobrevida (eje Y) en pacientes con cdncer de higado agrupados por
los niveles de expresion génica de GLS1. Los datos de expresion estdn agrupados en
cuartiles.
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Anexo 20. Curva de KM representando el OS (sobrevida global) en dias (eje x) y la
probabilidad de sobrevida (eje Y) en pacientes con cdncer de higado agrupados por
los niveles de expresion génica de GLS2. Los datos de expresion estdn agrupados en
cuartiles.

88



Valor P = 0.08465
@ 0.754 Estadisticas de prueba
© de rango logaritmico = 2.973
% Estatus de infeccion de Hepatitis
>
c mmm negativo (n=155)
o) 4
2 05
a mmmm positivo (nN=84)
[0
2 [y
o
m . -
5 0.25
= :
©
Qo
e
o 0

500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000
Sobrevida global en dias

Anexo 21. Curva de KM representando el OS (sobrevida global) en dias (eje x) y la
probabilidad de sobrevida (eje Y) en pacientes con cdncer de higado agrupados por
estatus de infeccién de HBV/HCV.
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