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RESUMEN

El cancer de tipo ginecoldgico representa un problema de salud publica y es una de
las principales causas de morbilidad y mortalidad que afectan a las mujeres a nivel
mundial, en parte debido a la poca disponibilidad de servicios de salud preventiva
en paises econdmicamente poco desarrollados. Disciplinas como la gendmica y
epigendmica han contribuido al conocimiento y a la mejor comprension de la
biologia del cancer. En este estudio se compararon las alteraciones genéticas y
epigenéticas de un grupo de reguladores epigenéticos, en mujeres con distintos tipos
de cancer ginecoldgico. Ademas, se establecieron asociaciones entre el genotipo y
fenotipo con la finalidad de reconocer marcadores pronosticos de los canceres
ginecologicos. Para el procesamiento y analisis secundario de los datos se
emplearon programas bioinformaticos y recursos en web. Los resultados mostraron
que los reguladores epigenéticos contienen modificaciones a varios niveles incluida
la secuencia de ADN, metilacion en promotores, expresion génica y funcionalidad
proteica. La informacion contenida en este trabajo se espera que contribuya al
reconocimiento de nuevas dianas terapéuticas y marcadores prondsticos de las
neoplasias malignas ginecolégicas.

Palabras clave: epigenética, cancer ginecologico, in silico, bioinformatica,

genoma.



ABSTRACT

Gynecological cancer represents a public health problem and is one of the main
causes of morbidity and mortality affecting women worldwide, in part due to the
limited availability of preventive health services in economically underdeveloped
countries. Disciplines such as genomics and epigenomics have contributed to the
knowledge and better understanding of cancer biology. In this study, we compared
the genetic and epigenetic alterations of a group of epigenetic regulators, in women
with different types of gynecological cancer. In addition, associations between
genotype and phenotype were established in order to recognize prognostic markers
of gynecological cancers. For the processing and secondary analysis of the data,
bioinformatics programs and web resources were used. The results showed that
epigenetic regulators contain modulations at several levels including DNA
sequence, promoter methylation, gene expression and protein functionality. The
information contained in this work is expected to contribute to the recognition of
new therapeutic targets and prognostic markers of gynecological malignant
neoplasms.

Key words: epigenetics, gynecological cancer, in silico, bioinformatics,

genome.



l. INTRODUCCION

Los canceres ginecoldgicos son un conjunto de tumores malignos que surgen en
el sistema reproductivo femenino. Dentro de este grupo se encuentran el cancer
cervical, cancer de ovario, cancer de utero, cancer vaginal ,cancer de vulvay muy
poco frecuente el cancer de las trompas de Falopio (1). Cada tipo de cancer
ginecologico presenta signos y sintomas especificos, asi como diferentes factores
de riesgo que pueden incrementar el desarrollo de algin tipo de cancer
ginecoldgico (2). Entre estos factores de riesgo, se encuentra la edad ,antecedentes
familiares de cancer ,identificacion de mutaciones genéticas (BRCAL / BRCA2),
historial reproductivo, exposicion a hormonas producidas por el cuerpo o tomadas
como medicamento, infeccion viral como la infeccion por el virus del papiloma
humano (VPH) y estilos de vida como fumar y aquellos que conducen a la

obesidad (3).

En el 2018, la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC), a
través de la base de datos GLOBOCAN, registr6 1 309 165 nuevos casos de
canceres ginecoldgicos y 609 377 muertes en todo el mundo a causa de estos tipos
de cancer (4), afectando de manera desproporcionada a los paises de ingresos
bajos y medios, entre ellos a Per( (5). La mayoria de estas muertes se podrian
evitar si se dispusieran de servicios de diagndsticos y tratamientos oportunos, asi
como una adecuada inversién en la educacién sobre la prevencion del cancer,

capacitacion de profesionales de salud e investigacion (6,7).

En tanto se afrontan estas barreras para combatir el cancer, la participacion de la

bioinformatica en la investigacion del cancer ha mejorado la comprensién y



caracterizacion de la biologia molecular en esta enfermedad. La utilizacion de
nuevas tecnologias de alto rendimiento como la secuenciacion de proxima
generacion (NGS) el cual genera grandes cantidades de datos de manera facil y
econdmica (8-10). Al mismo tiempo, se han desarrollado algoritmos y

herramientas computacionales que facilitan el analisis de estos resultados (11).

Como consecuencia de esta explosién de datos, se han llevado a cabo iniciativas
multicéntricas a gran escala como el proyecto de El Atlas del Genoma del Cancer
(TCGA) (3). Esta iniciativa se encarga de analizar las secuencias de genomas
completos de diversos tipos de neoplasias con el objetivo de describir el panorama
completo de alteraciones genéticas por tipo de céancer, habiendo revelado una
inmensa heterogeneidad en los tumores ginecolégicos (12-16). Sin embargo, la
complejidad del cancer no solo implica alteraciones genéticas, sino que también
involucran cambios epigenéticos. Los mecanismos epigenéticos regulan la
expresion de los genes sin alterar la secuencia de ADN y han sido estudiados para

conducir el desarrollo de farmacos para tratar el cancer (17).

Los principales mecanismos epigenéticos son la metilaciéon del ADN,
modificaciones de histonas en la cromatina y no codificantes incluidos
microARNs (miARN). La regulacion de esta maquinaria ocurre con la
participacion de los escritores, los borradores y los lectores, proteinas que agregan,
eliminan o reconocen grupos funcionales tanto en el ADN (grupos metilos) como
en las histonas (grupos metilos, acetilos, fosfatos, etc.) influyendo asi en la

expresion génica (18,19). Alteraciones en estos mecanismos aparecen durante la



carcinogénesis evidenciandose por ejemplo una disminucién de la metilacion

global en el genoma (20-22).

A pesar del considerable progreso para comprender las alteraciones genéticas y
epigenéticas en el cancer, hasta la fecha, pocos estudios se centran en evaluar las
alteraciones en los genes con funcion epigenética en tumores ginecoldgicos.
Conociendo la creciente atencion por el estudio de mecanismos epigenéticos y su
potencial rol en la carcinogénesis, se hace imperativo determinar las alteraciones

en dichos mecanismos presentes en neoplasias ginecologicas.

El presente estudio establece por primera vez un andlisis integrativo genémico de
160 genes implicados en mecanismos epigenéticos como modificacién de ADN e
histonas y su asociacion con el fenotipo incluido prondstico, presentes en cuatro
tipos de cancer ginecoldgico. ElI conocimiento generado podria conducir a
identificar biomarcadores diagnosticos, prondsticos y terapéuticos en la oncologia

ginecoldgica.



1. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

2.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel mundial el cancer ginecoldgico en conjunto representa el 7.2% de todos
tipos de canceres diagnosticados en el 2018 (23). Segun las estadisticas mundiales
de céncer de la Agencia Internacional de Investigacion en Céncer (IARC) y
publicadas en el GLOBOCAN 2018, se estima que en el 2040 se diagnosticaran 29
532 994 millones de nuevos casos de cancer y 16 388 459 millones de muertes en
todo el mundo (24) y solo una parte de los pacientes recibirdn atencién médica
debido a la inequidad en el acceso a los servicios de salud que enfrentan los paises
de bajos y medianos ingresos (7,25).

Para reducir la carga que produce el c&ncer, existen esfuerzos internacionales de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer para implementar actividades de prevencion y control del
cancer(26). En América Latina, algunos paises han asumidos un fuerte compromiso
con la cobertura de la salud y han desarrollado planes nacionales de control de
cancer especificos (27), asi mismo el Perl cuenta con programas de prevencion de
cancer cervical con campafias de la vacunacion contra el VPH en nifias entre los 9
y 13 afios (28).

Sin embargo, estas intervenciones demandaran algunos afios para mostrar su
impacto, mientras tanto, es necesario ampliar el conocimiento sobre la biologia del
cancer de manera que se pueda generar soluciones desde esta perspectiva. En las
neoplasias ginecoldgicas, las alteraciones genéticas y epigenéticas han sido

descritas y asociadas con su desarrollo y progresion (29). Las investigaciones en



genomica del céncer se han visto mejoradas gracias al desarrollo de nuevas
tecnologias de secuenciamiento de genoma completo por NGS. EI conocimiento
del genoma completo ha permitido identificar mutaciones especificas de cada tipo
de tumor (por ejemplo la leucemia aguda humana) en los genes que codifican
reguladores epigenéticos (30). En consecuencia, las proteinas codificadas por estos
genes podrian funcionar como posibles dianas terapéuticas del cancer (31).

En ese sentido, el presente estudio busca identificar alteraciones en los reguladores
epigenéticos (modificacion de histona y metilacion del ADN) presentes en las
neoplasias ginecoldgicas y a su vez asociarlas con variables fenotipicas y clinicas
presentes en cada patologia. La estrategia aprovechard los datos gendémicos y

epigenodmicos generados en los proyectos mundiales de Genoma del Céancer.



2.2.  MARCO TEORICO
2.2.1. Cancer
Segun el Instituto Nacional del Cancer, es el nombre que se asigna a un conjunto
de enfermedades relacionadas en el que las celulas del cuerpo empiezan a
dividirse sin control y pueden diseminarse a otros tejidos (32).
Dicho comportamiento conlleva a la formacion de masas denominadas tumores,
que pueden ser benignos o malignos. Un tumor benigno se desarrolla localmente,
no invade el tejido normal circundante y no se extiende a los diferentes tejidos
del cuerpo. Por el contrario, un tumor maligno invade el tejido normal
circundante en el que las células cancerosas se separan del tumor original y son
capaces de diseminarse a otras partes del cuerpo mediante el sistema circulatorio
o linfatico (metéstasis) (33).
Existen diez caracteristicas biol6gicas distintivas del cancer denominadas
“hallmarks”, las cuales ayudan a comprender la complejidad de las
enfermedades neoplasicas. Estas incluyen: mantenimiento de la sefializacién
proliferativa (las células cancerosas estimulan su propio crecimiento), evasion
de los supresores del crecimiento (resisten sefiales inhibidoras del crecimiento),
resistencia a la muerte celular, replicacion indefinida, estimulacion de la
angiogénesis (formacion de vasos sanguineos para suministrar nutrientes y
oxigeno a los tumores) , invasién y metastasis, desregulacion del metabolismo,
evasion de sistema inmunoldgico, inestabilidad del genoma y la inflamacién
(34). A pesar del notable progreso en la comprension de estas caracteristicas, ain

no estd completamente dilucidado estos procesos, por lo que otras areas como la



epigenética estan actualmente abordando cuestiones que complementen estos

estudios en el cancer (34).

2.2.2. Céncer ginecoldgico

Céncer ginecoldgico es el termino que se asigna al conjunto de canceres que
surgen en el sistema reproductor de la mujer (Figura 1). Existen seis tipos de
canceres ginecoldgicos, que incluyen el de tipo cervical, de utero (que incluye
cancer de endometrio), de vagina, de vulva , de ovario y raramente el cancer de

trompas de Falopio (2).

Trompa de Falopio\ /Trompa de Falopio

Ovario ———Qvario

Utero— Endometrio

Miometrio
Cuello uterino——

Vagina

Vulva AP

Figura 1. Anatomia del sistema reproductor femenino. Se muestran los 6rganos que
conforman el sistema reproductivo de una mujer (ovarios, trompas de Falopio, Utero,
cérvix, vagina y vulva). Figura adaptada de diccionario de cancer del Instituto Nacional
del Céncer (Estados Unidos) (176).



2.2.3. Tipos de cancer ginecoldgico

2.2.3.1.  Céncer cervical

A nivel mundial, el cancer cervical es el cuarto mas comun entre las mujeres
después del cancer de mama, colorrectal y pulmon. En 2018, la Agencia
Internacional de Investigacién en Cancer (IARC) a través del GLOBOCAN
estimo aproximadamente 569 847 (3.2%) nuevos casos con 311 365 (3.3%)
muertes por afio, donde la mayoria de los casos nuevos (85%) y las muertes
(90%) ocurren en regiones econdmicamente menos desarrollados (4). En el
Perd, el cancer cervical es la segunda causa de muerte por cancer en la mujer
con 4 103 nuevos casos y 1 836 muertes por afio (4). La infeccion por VPH
16 0 18 esté presente en el 65.9% de mujeres con cancer cervical, 53.1% de
lesiones de alto grado, 27.3% de mujeres con lesiones cervicales de bajo
grado y 6.6% de mujeres con citologia normal (35). EI cancer cervical se
puede prevenir gracias a la vacuna contra el virus de papiloma humano
(VPH), de los 530,000 nuevos casos diagnosticado por afio, el 71% de estos
se deben al VPH subtipos 16 y 18, mientras que los subtipos de VPH
31,33,45,52 y 58 representan el 19% de los casos (36).

La introduccion de programas de cribado y deteccién precoz como la
prueba del Papanicolaou ,aumentan las posibilidades de curacion de la
paciente, ya que los sintomas como el sangrado o secrecion vaginal anormal

se presentan en etapas muy avanzadas (35).



2.2.3.2.  Céncer de ovario

A nivel mundial, la Agencia Internacional de Investigacion en Céancer
(IARC) a través del GLOBOCAN estimo aproximadamente 295 414 (1.6%)
nuevos casos con 184 799 (1.9%) muertes por afio debido al cancer de
ovario (4). Asi también, en el Peru, el cancer de ovario tuvo 1 331 nuevos
casos y 670 muertes por afio en el 2018 (4).

Este cancer se presenta con mayor frecuencia en mujeres de 50 afios a mas
donde la mayoria de las neoplasias malignas son de tipo epitelial invasivo.
En mujeres menores de 20 afios, predominan los tumores de células
germinales, mientras que en mujeres entre los 30 y 40 afios suelen aparecer
los tumores limitrofes (potencial maligno bajo) (37). Las probabilidades de
desarrollarlo aumentan para aquellas mujeres que no hayan tenido hijos
.entre otros factores de riesgo se encuentra la presencia de mutaciones en
los genes BRCAL o BRCAZ2, la endometriosis, haber tenido cancer de
mama, cancer de Utero o cancer colorrectal (37). Los signos y sintomas de
este cancer son el sangrado anormal vaginal, dolor en la zona pélvica, dolor
abdominal e hinchazon; sin embargo, no siempre resulta claro reconocerlos.
Hasta la fecha, no se conoce métodos de deteccion temprana que reduzcan

las tasas de mortalidad (37-39).

2.2.3.3.  Céancer de Utero

A nivel mundial, el cancer de Utero representa el sexto trastorno maligno
mas comun en todo el mundo. En 2018, la Agencia Internacional de

Investigacion en Céancer (IARC) a través del GLOBOCAN estimo



aproximadamente 382 069 (2.1%) nuevos casos con 89 929 (0.9%) muertes
por afio (4). Asi también, en el Per, el cancer de cuerpo uterino tuvo 1 053
nuevos casos y 284 muertes por afio en el 2018 (4). El riesgo acumulado de
cancer de endometrio hasta la edad de 75 afios se ha estimado en un 1,6%
para las regiones de ingresos altos y un 0,7% para los paises de ingresos
bajos, por lo que se le atribuye a las altas tasas de obesidad e inactividad
fisica como factores de riesgo principales en los paises de ingresos altos
(40).

El Utero , 6rgano responsable de las funciones asociadas a la reproduccion,
se encuentra formado por el fondo (parte méas alta del Gtero) ,cuerpo uterino
(parte superior y méas grande del utero de forma plana en la superficie
anterior y convexa en su superficie posterior), istmo (parte mas estrecha)
y cuello uterino (porcion inferior del Gtero donde se inserta la vagina) (41).
Existen dos tipos principales de cancer de Utero:

= Céncer de endometrio: Es el tipo de cancer de utero mas comun y

estd fuertemente asociado con la obesidad, se forma en el
revestimiento epitelial de la cavidad uterina llamado endometrio. El
tratamiento estandar del céancer de endometrio consiste en
histerectomia (extirpacion del utero total o parcialmente) y
salpingooforectomia bilateral (extirpacion de un ovario y el tubo de
Falopio); sin embargo, nuevos medicamentes asi como terapias
dirigidas se estan investigando para tratar estadios mas avanzados

(40)
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= Sarcoma uterino: Es el tipo de cancer de Utero poco frecuente, surge

en los tejidos estromales y musculares del miometrio (42).
Entre los signos y sintomas del cancer de Gtero se incluyen la secrecion o
sangrado vaginal anormal, dificultades para orinar y dolor durante las
relaciones sexuales (43). Actualmente no se conoce de forma exacta como
prevenir el cancer de Utero; sin embargo, existen medidas que se pueden
tomar para reducir el riesgo de padecer esta enfermedad: mantener un peso
saludable, mantenerse fisicamente activo, consumo de progesterona si esta
tomando estrdgeno para tratar los sintomas de menopausia, recibir
tratamiento para los trastornos precancerosos del endometrio, y acudir al
médico si se presenta cancer de colon hereditario sin poliposis (HNPCC) o
sindrome Lynch (40,44). La mayoria de los casos de cancer de Gtero se
diagnostican en mujeres que estan en la menopausia o la posmenopausia y

si se detecta en etapas tempranas el tratamiento es mas eficaz (43,44).

2.2.3.4. Céncer de vulvay vagina

A nivel mundial, la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer
(IARC) a través del GLOBOCAN 2018 estimd aproximadamente 61 835
(0.3%) nuevos casos con 23 284 (0.3%) muertes por afio debidos al cancer
de vulva y vagina (4). Asi también, en el Perd, el cancer de vulva y vagina
tuvieron 388 nuevos casos y 84 muertes por afio en el 2018 (4).

El cancer de vulva y vagina son neoplasias ginecoldgicas pocos frecuentes
y afectan principalmente a mujeres posmenopausicas. Sin embargo , se esta

evidenciando presencia de éstos en mujeres jovenes debido al aumento de
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las infecciones por el virus del papiloma humano (VPH) en el mundo
(45,46). Los signos y sintomas como secrecion o sangrado vaginal anormal
y desordenes en los habitos de ir al bafio se presentan en etapas avanzadas
del cancer de vagina. En el cancer de vulva, los signos y sintomas son el
ardor dolor o sensibilidad en la vulva, cambios de coloracion y presencia de
ampollas, verrugas o ulceras en la vulva (44-46).

Entre los factores de riesgo se encuentran la infeccion persistente por VPH,
haber tenido cancer cervical, infeccion por VIH y fumar. La mejor manera
de detectar estos tipos de cancer en etapas tempranas es realizarse revisiones

meédicas con regularidad y pruebas de seguimiento (44-46).

2.2.4. Epigenéticay Cancer

La Epigenética inicialmente fue definida por Waddington en 1942 como “las
interacciones causales entre los genes y sus productos, que llevan el fenotipo a
ser”, es decir, sus fenotipos deben ser estudiadas para llegar a conclusiones sobre
los genotipos (47). Actualmente es definida como “el estudio de todos los
cambios heredables que se transmiten de forma estable en muchas rondas de
divisiones celulares, pero que no alteran la secuencia de nucleotidos” (48). La
importancia del principio epigenético nos explica como la identidad de las
diferentes células del cuerpo cambia, no por el cambio de la secuencia de ADN,
sino patrones de expresion génica mediada por modificaciones epigenéticas, que
incluyen principalmente la metilacion del ADN, modificaciones
postraduccionales de las proteinas histonas y ARNs no codantes incluidos los

miARN (20,34,47,48). La interrupcién o desregulacion del control epigenético
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puede conducir a estados patologicos como el céncer (49). Recientes
descubrimientos en estas alteraciones han puesto atencion al desarrollo de
terapias epigenéticas utilizando inhibidores contra esta maquinaria, debido a que

estos cambios son reversibles (17,31,50,51).

2.2.5. Principales mecanismos epigenéticos

La regulacion epigenética afecta la expresion de unos 1000 genes en el humano
y es critica en el normal desarrollo y crecimiento de las células por lo que las
alteraciones en los reguladores epigenéticos conducen a fenotipos patolégicos

incluido el cancer de mama y proéstata (52,53).

2.25.1. Metilacién del ADN

La metilacion del ADN es esencial para el desarrollo normal y se asocia con
la impronta genémica (genes expresados de forma diferente dependiendo
del progenitor), la inactivacion del cromosoma X, la represion de elementos
repetitivos, el envejecimiento y la carcinogenesis. La metilacion del ADN
consiste en la adicion covalente de un grupo metilo (-CH3) en la posicion 5
del anillo de citocina en dinucledtidos CpG (citosinas que preceden a
guaninas) y es catalizada por enzimas ADN metiltransferasas (DNMT).
Cuando los grupos metilo se posicionan sobre el ADN, los nucleosomas
(unidad fundamental de la cromatina) se unen. Si esta regién compromete a
un gen, este tltimo deja de expresarse promoviendo el silenciamiento génico

(Figura 2) (48,54,55).
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Figura 2. Metilacién del ADN. (A) La metilacion del ADN implica la
transferencia del grupo metilo de la S-adenosilmetionina (SAM) a la posicion
C-5 de la citosina, catalizada por ADN metiltransferasas (DNMT). (B) La tasa
de metilacion del ADN es inversamente proporcional a la transcripcion. El
aumento en la cantidad de grupo metilo acompafiado por modificaciones de las
proteinas histonas centrales (como la acetilacion y la fosforilacion) da como
resultado la alteracién de la estructura de la cromatina de conformacion abierta
a cerrada, en cuyo caso el ADN es menos accesible para la maquinaria
transcripcional y, por lo tanto, se impide la transcripcion, lo que finalmente
resulta en el silenciamiento del gen. Figura adaptada de Agrawal K etal., 2018
(177).

A lo largo del genoma, los dinucle6tidos CpG estdn mayoritariamente en
regiones denominadas Islas de CpG. En células normales, aproximadamente
el 60% de las secuencias promotoras, localizadas en islas CpG, no estan
metiladas lo cual proporciona acceso a factores de transcripcién y proteinas
asociadas a la cromatina para la expresion génica (54).

Por el contrario, las células cancerosas presentan un metiloma distinto de las
células normales. Por un lado, las células cancerosas presentan
hipometilacion a nivel del genoma total lo cual aporta inestabilidad
gendmica, pues conduce a la activacion aberrante de genes y regiones no

codificantes. Por otro lado, las células cancerosas presentan hipermetilacion
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de islas CpG en promotores de genes supresores de tumores, lo cual silencia

su expresion y contribuye asi a la tumorogénesis (20,48,56).

2.2.5.2.  Reguladores de histonas

Las modificaciones de histonas influyen en la accesibilidad de la
cromatina, la cromatina es una estructura altamente ordenada que consta
de repeticiones de nucleosomas que consiste en un fragmento de ADN
enrollado alrededor de un octdmero de histonas, que a su vez estan
formados por dimeros de H2A, H2B, H3 'y H4 (20,48,54).

Son modificaciones covalentes postraduccionales en las colas N-terminal
y C-terminal de las histonas que incluyen principalmente metilacion,
acetilacion, ubiquitinacion, biotinilacion y fosforilacion (Figura 3). Dichas
modificaciones son importantes en la regulacién de procesos celulares
como transcripcion, replicacion y reparacion. Todas las modificaciones de
histonas descritas anteriormente se consideran marcas epigenéticas
hereditarias pues se mantienen con alta fidelidad a través de la division
celular. Las diferentes modificaciones de las histonas que se presentan en
las colas de éstas, generan un "cédigo de histonas" leido por diferentes
mecanismos celulares que dictan diferentes resultados (48). Las
modificaciones de histonas son reversibles y estan controladas por un
grupo de enzimas como las histonas acetiltransferasas (HATS) y
desacetilasas (HDACs), metiltransferasas (HMTs) y desmetilasas
(HDMs), quinasas, fosfatasas, ubiquitina ligasas y deubiquitinasas, SUMO

ligasas y proteasas (48,57). Las interacciones entre las enzimas
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reguladores de histonas y el mecanismo de metilacion del ADN regulan la
expresion génica, la organizacion de la cromatina y la identidad celular

(58).

® Fosforilacién
@ Acetilacion
Metilacién
<> Ubiquitinacion
) Biotinilacion

Figura 3. Representacion esquematica de las principales modificaciones en las colas de las
histonas. Se representan diferentes aminoacidos que constituyen colas de histonas junto con las
diferentes modificaciones covalentes especificas de cada residuo. Figura adaptada de Tollefsbol T, 2009
(178).

Los estudios genémicos sugieren que el "codigo de histonas" se encuentra
alterado en el cancer (48). Asi se han identificado mutaciones en los genes
que codifican las enzimas modificadoras de histonas lo que afecta tanto las
marcas represivas o activas en las mismas. El subsecuente efecto de estos
cambios seria el silenciamiento de genes supresores de tumor y la
activacion de los oncogenes (59,60). Por ejemplo, la activacion aberrante
de histonas acetiltransferasas y metiltransferasas puede originar un
aumento de la acetilacion de lisinas -como H3K9, H3K18, H4K8 y
H4K12- y un aumento de la metilacion de lisinas -como H3K4 y K3K36-

que fomentan la expresion de oncogenes (48,61,62).
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2.2.6. Reguladores epigenéticos: Escritores, lectores y borradores

Los actores claves que realizan la modificacion quimica tanto en el ADN como
den las histonas son denominados reguladores epigenéticos y se clasifican en

escritores, lectores y borradores (Figura 4) (19).

2.2.6.1. Los escritores

Cumplen la funcidn de introducir modificaciones quimicas en el ADN y las
histonas. Dos alteraciones epigéneticas, la metilacién y acetilacion
gobiernan frecuentemente el patron de expresion génica en la célula al
alterar entre la activacion o la represion transcripcional. Aqui se incluyen
los ADN metiltransferasas, histonas lisina metiltransferasas, proteinas

arginina metiltransferasas e histonas acetiltransferasas (63,64).

2.2.6.2. Los lectores

Son proteinas con dominios especificos que identifican e interpretan
modificaciones quimicas especificas (19). Existen una amplia variedad de
dominios de proteinas que han evolucionado para unirse a estas
modificaciones, entre estas se encuentran:

e Las proteinas de union a metil-CpG (MBP), que se unen al ADN
metilado e inician el silenciamiento génico a través del reclutamiento
de otros factores.

e Los lectores de acetilacion de histonas: bromodominio BRD, doble

dedo PHD y dominios de YEATS.
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e Los lectores de metilacion de histonas: dominio Tudor, dominio
Tudor en tandem (TTD), cromodominio, cromobarrel,
cromodominio doble (DCD), dominio del tumor cerebral maligno
(MBT), dominio PWWP (Pro-Trp-Trp-Pro), homeodominio de
planta (PHD), repeticiones WD40, dominio ATRX-DNMT3-
DNMT3L (ADD), anquirina, homologia bromo-adyacente (BAH) y

dominio de dedo de zinc CW (zf-CW).

2.2.6.3. Los borradores

Son un grupo de enzimas gque se oponen a la actividad de los escritores,
eliminando marcas epigenéticas de residuos especificos. Estas enzimas
aseguran que la célula tenga la capacidad de modificar rapidamente su
cromatina y asi modular los estados de expresion génica (19,65). Aqui se
encuentran a las enzimas desmetilasas del ADN, histonas desacetilasas
(HDAC), las desmetilasas de histonas (HDMTs / KDM), las fosfatasas y las

desubiquitinasas (19,63,66).
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Figura 4. Reguladores epigenéticos de la cromatina. (A) Los escritores (writers) quienes colocan
modificaciones postraduccionales en las proteinas histonas. (B) Los borradores (erasers) quienes
eliminan dichas modificaciones de las proteinas histonas. (C) Los lectores (readers) quienes
interpretan estas modificaciones covalentes (derecha) para mediar diversos procesos posteriores.
Figura adaptada de Gardner KE, Allis CD y Strahl BD , 2012 (179).
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2.2.7. Bioinformética aplicada al estudio del cancer

La bioinformatica es un campo interdisciplinario que desarrolla y aplica
tecnologias computacionales para estudiar y responder preguntas bioldgicas y
biomédicas. Involucra todos los aspectos correspondientes a la adquisicion,
procesamiento, distribucion, analisis, interpretacion e integracion de datos (67).
La bioinforméatica como nueva y creciente area ha facilitado el manejo de la vasta
cantidad de datos producidos por el Proyecto del Genoma Humano y las
disciplinas émicas, como la gendmica, la transcriptomica, la proteémica y la
metaboldmica. Esto ha permitido a que los investigadores guien de manera mas
eficiente y rigurosa sus estudios para llegar a conclusiones bioldgicas validas
(68).

Uno de los campos de estudio con mayor impacto y aplicacion es la
bioinformatica traslacional, la cual traduce de manera eficiente datos basicos
moleculares, genéticos, celulares y clinicos en productos clinicos o
implicaciones para la salud. Es decir, es el desarrollo de métodos informaticos
para optimizar la transformacion de un gran volumen de datos bioldgicos a
entidades clinicas (69).

El cancer ha sido una de las &reas mas activa y con mayor alcance de la
bioinformética traslacional. Las tecnologias genémicas y protedmicas son
bastante prometedoras para identificar nuevos biomarcadores o inhibidores de
reguladores epigenéticos como objetivos para el desarrollo de farmacos contra
el cancer. Por ejemplo, diversos estudios in silico han identificado potenciales
biomarcadores prondsticos y dianas terapéuticas tanto en el céncer cervical

(TCGA) (70-72), como en el cancer de endometrio (73-75) y en el de ovario
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(76-79). Dichos estudios han minado y analizado la base de genomas completos
denominada “El Atlas del Genoma del Céancer”, proporcionando informacion

valiosa sobre el genoma en condiciones de la enfermedad.

2.3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Como se encuentran alterados los reguladores epigenéticos en el cancer
ginecoldgico y cuales son reconocidos como posibles biomarcadores

epigenéticos de diagnostico y pronostico?
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2.4,  JUSTIFICACION

El cancer ginecoldgico es un problema de salud publica que afecta principalmente
a los paises en desarrollo segun los informes de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) y la Agencia Internacional para la Investigacion del cancer. Por ello, la
prevencion y la reduccién de riesgos son las formas en las que los paises estan
Ilevando a cabo su control.

Mientras se resuelven estas estrategias, el area de la biologia molecular ha dirigido
sus esfuerzos para enfrentar esta enfermedad, con esto una creciente generacion de
informacién gendémica del cancer esta permitiendo su diseccién a nivel
computacional. La disponibilidad inmediata de los datos gendémicos, permite el
minado completo de esta informacion. Conociendo la creciente atencion por el
estudio de mecanismos epigenéticos y su potencial rol en la carcinogénesis, se hace
imperativo determinar la existencia de anormalidades en dichos mecanismos en el
cancer ginecoldgico. El uso de herramientas bioinforméticas permite extraer y
analizar datos 6micos de manera estructurada. El andlisis estadistico subsecuente
hace posible estimar asociaciones de patrones gendémicos con caracteres
fenotipicos. Por consiguiente, la importancia del presente estudio radica en analizar
e integrar los datos genomicos en conjunto con las caracteristicas clinicas
disponibles para mejorar la comprension de la biologia de los canceres
ginecologicos. Dicho conocimiento, de importancia a largo plazo, contribuira a

reconocer marcadores de la enfermedad.
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3.1.

3.2.

OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar las alteraciones en las enzimas modificadoras del ADN y
enzimas modificadoras de histonas y determinar su asociacion con los

rasgos fenotipicos del cancer ginecoldgico.

Objetivos especificos

Identificar alteraciones en la expresién génica y variaciones de secuencia
presentes en las enzimas de estudio, asi como conocer el estado de
metilacion del ADN en promotores de genes de estudio.

Predecir los cambios en la estructura y funcion de las proteinas de potencial

interés.

Asociar las variables genéticas con variables fenotipicas.

22



IV. METODOLOGIA

4.1. DISENO DEL ESTUDIO

El disefio del presente estudio es del tipo descriptivo, observacional retrospectivo.
Es un estudio de analisis secundario de datos gendmicos y fenotipicos de pacientes
mujeres con cancer ginecologico. La informacion ha sido obtenida de la base de

datos del Atlas del Genoma del Céancer (TCGA).

4.2. POBLACION

Pacientes mujeres, mayores de 18 afios, diagnosticadas con un tipo de cancer
ginecoldgico incluido ovario, Utero y cérvix. La poblacion de estudio fue reclutada,
a nivel mundial, en los respectivos Proyectos de Genoma de Céancer y su
informacion esta disponible en la base de datos del Atlas del Genoma del Cancer
(TCGA).

Los sujetos control fueron los mismos que participaron en los proyectos TCGA,
debido a que de ellas se colecté muestras sanguineas y tejido normal como control.
Sin embargo, también se consideraron como controles a personas no enfermas que
donaron el tejido post mortem, esto para el caso del analisis de expresion diferencial

utilizando el recurso GEPIA.

43. CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusién
- Muijeres diagnosticadas con algln tipo de cancer ginecoldgico (cérvix, ovario y

endometrio).
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- Mujeres cuya informacién gendmicay clinica esta disponible en la base de datos
de TCGA.
Criterios de exclusion

- Mujeres que presenten informacion genémica y clinica incompleta.
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4.4. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Cuadro 1. Operacionalizacion de variables del estudio descriptivo

Variable

Tipo de Cancer
ginecoldgico

Mecanismo
epigenético

Polimorfismo de un
solo nucleétido SNPs

Sobrevida global a 5
afios

Sobrevida libre de
recurrencia

Definicion

Cancer que se origina en los
6rganos reproductores de la mujer.

Mecanismos capaces de modificar
la expresion de los genes.

Variacion en la secuencia de ADN
que afecta a una sola base (adenina
(A), timina (T), citosina (C) o
guanina (G) de una secuencia del
genoma.

Tiempo en el que el paciente estuvo
afectado por la enfermedad

Tiempo que se mide después del
tratamiento en el que un grupo de
personas en un ensayo clinico no ha
tenido recurrencia del cancer o este
no ha empeorado.

Tipo de variable segin su

naturaleza

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cuantitativa

Cuantitativa
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Tipo de
variable segun

su relacion

Dependiente

Independiente

Independiente

Co-variable

Co-variable

Escala de

medicion

Nominal

Nominal

Nominal

Razén

Razén

Indicador

C,OE

1,2

0,1

Tiempo en meses

Tiempo en meses

Definicion operacional

C: Cérvix
O: Ovario
E: Endometrio
1: Metilacion del ADN
2: Modificacién de
Histonas

0: Ausente
1: Presente

Meses

Meses



Variable

Estadio del tumor

Categoria de etnia

Tipo de virus del
papiloma humano

Edad al momento del
diagnostico

Peso del paciente

Definicion

Se refiere a la extension de su
cancer, es decir, qué tan grande es
el tumor y si se ha extendido.

Grupos humanos que se
subdividen sobre la base de
rasgos fenotipicos, a partir de una
serie de caracteristicas que se
transmiten por herencia genética.

Grupo de virus que en su mayoria
se transmiten sexualmente y que
pueden causar verrugas o cancer.

Afos cumplidos al momento del
diagnostico de cancer

Cantidad de masa corporal al
momento del diagndéstico de cancer

Tipo de variable segun su
naturaleza

Cualitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cuantitativa

Cuantitativa
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Tipo de
variable segin
su relacion

Co-variable

Confusor

Co-variable

Confusor

Confusor

Esca_la_ gle Indicador
medicion

Ordinal T,N, M
Nominal 1,234
Nominal 0,1,2
Razon

Edad en Afios

Razén Peso en Kg

Definicion operacional

T: tamafio y extensidn del
tumor principal. El tumor
principal se llama de
ordinario el tumor
primario.

N: se refiere a la extensién
de céncer que se ha
diseminado a los ganglios
(0 nddulos) linfaticos
cercanos.

M: se refiere a si el cancer
se ha metastatizado; es
decir, si ha tenido
metastasis. Esto significa

1: Blanco
2: Asiatico
3: Negro o
africanoamericano
4: Americano indio o
alaska nativo

1: VPH 16
2: VPH 18
0: Otros

Afos

Kilogramos


https://es.wikipedia.org/wiki/Fenotipo
https://es.wikipedia.org/wiki/Herencia_genética

4.5.

Los recursos bioinformaticos que fueron utilizados durante el estudio se describen en la Tabla 1.

INSTRUMENTOS

Tabla 1. Bases de datos y herramientas bioinformaticas especializadas

Recurso Descripcion Sitio Web Fecha de consulta

Base de datos

WERAM Base de datos de acetilacion y metilacion de histonas en 148 especies eucariotas. http://weram.biocuckoo.org/ 2 al 15 marzo 2018

Hlistome Base. Qe datos espet_:lallzada ep.protelnas h.'?“’“?‘s humanas y SUS variantes, enzimas http://www.actrec.gov.in/histome/ 16 al 20 marzo 2018
modificadoras de histonas y sitios de modificaciones postraduccionales.

CbioPortal Recgrs_o web para explorar, visualizar y analizar datos multidimensionales de http://www.cbioportal.org/ 17 gbrll al 30 mayo 2018y
gendmica del cancer. abril 2019

Catalogo GWAS Coleccion de asociaciones significativas entre loci genéticos y enfermedades o www.ebi.ac.uklgwas/ 13 al 26 junio 2018

Broad GDAC Firehose

UNIPROT

STRING

HGNC

GEPIA

XENA Browser

rasgos comunes a partir de estudios GWAS publicados.

Portal web para realizar analisis automatizados con datos TCGA, proporcionan datos
pre-procesados y andlisis de asociacion, incluidos los clinicos.

Repositorio universal de proteinas creado por la combinacién de Swiss-Prot,
TrEMBL y PIRt.

Base de datos biolégico y recurso web de interacciones proteina-proteina conocidas
y previstas para varios organismos.

Repositorio web de abreviaturas/simbolos de los genes aprobados por HGNC
(Comité de Nomenclatura de Genes de HUGO), ademés proporciona enlaces a
informacion genémica, proteébmica y fenotipica.

Servidor web para el cancer, el anélisis de perfiles de expresion génica normal y
analisis interactivos.

Herramienta de exploracion e integracion visual para datos multi-6micos,
anotaciones clinicas y fenotipicas asociadas.

http://gdac.broadinstitute.org/

https://www.uniprot.org/

http://string-db.org/

www.genenames.org

http://gepia.cancer-pku.cn/

https://xenabrowser.net/

Octubre a noviembre 2018
Marzo a noviembre 2018

Diciembre 2018

Abril y mayo 2018

Octubre 2018

Marzo y abril 2019

Recursos de andlisis epigendmico

MethHC

Base de datos de metilacion de ADN vy perfiles de expresion de ARNm/microARN
de TCGA

http://MethHC.mbc.nctu.edu.tw

16 julio al 30 agosto 2018
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http://www.actrec.gov.in/histome/
http://www.cbioportal.org/
http://www.ebi.ac.uk/gwas/
http://gdac.broadinstitute.org/
https://www.uniprot.org/
http://string-db.org/
https://www.genenames.org/tools/search
http://gepia.cancer-pku.cn/
https://xenabrowser.net/
http://methhc.mbc.nctu.edu.tw/

Recurso Descripcion

Sitio Web

Fecha de consulta

Recursos de andlisis epigenomico

Recurso web para la visualizacién de la expresion génica, metilacion del ADN y

MEXPRESS datos clinicos de TCGA

http://mexpress.be

27 julio al 30 agosto 2018

Recursos de analisis de estructura/funcion de proteinas.

Biomuta v4.0 Base de datos de variaciones de un solo nucle6tido (SNV) asociadas a cancer.

I-Mutant v3.0 Predictor de efectos de mutacidn proteica puntual
Herramienta web que predice la accesibilidad a la superficie y la estructura

NetSurfP-1.1 . S . . o
secundaria de los aminoacidos en una secuencia de aminoacidos.

https://hive.biochemistry.gwu.edu/
biomuta
http://gpcr2.biocomp.unibo.it/cgi/p
redictors/I-Mutant3.0/1-
Mutant3.0.cqi
http://www.cbs.dtu.dk/services/Net
SurfP/

6 al 19 setiembre 2018

Setiembre 2018

Setiembre 2018

Herramientas de enriquecimiento de anotaciones genéticas

Recurso web para el anélisis de enriquecimiento ontoldgico de una gran biblioteca

Enrichr .

de conjunto de genes curados.

Es una aplicacion web para el anlisis funcional de listas de genes que integra
GeneCodis diferentes fuentes de informacién y encuentra patrones modulares de anotaciones

interrelacionadas.

http://amp.pharm.mssm.edu/Enrich
r/

http://genecodis.cnb.csic.es/

Noviembre 2018

Diciembre 2018 y abril
2019

Herramientas de visualizacion

Visualizador 3D de estructuras de proteinas y anélisis de estructuras moleculares,

UCSF Chimera permite la visualizacion de simulaciones de dinamica molecular y docking https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/  Noviembre 2018
molecular, alineamientos estructurales, alineamientos secuenciales, entre otros.

VENNY 2.1 Herr_amlenta que representa las relaciones de interseccion, inclusion y disyuncion http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/v Abril 2019
mediante un diagrama de Venn. enny/

Programas bioinformaéticos para la visualizacién y analisis de redes de PPI
Programa de cddigo abierto para el analisis y visualizacion de redes de PPl ademas

Cytoscape 3.7.1 de integrar visualmente la red con perfiles de expresion, fenotipos y otros estados  https://cytoscape.org/ Mayo 2019
moleculares y vincular la red a bases de datos publicas.

CytoHubba 0.1 Aplicativo complementario de Cytoscape para explorar nodos importantes en redes  http://apps.cytoscape.org/apps/cyto Mayo 2019

biologicas mediante 12 métodos de analisis topoldgicos disponibles.

hubba
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http://apps.cytoscape.org/apps/cytohubba

PROCEDIMIENTO

OBJETIVO | OBJETIVO Il OBJETIVO I

l l Histome, WERAM i i
w
Caracterizacion de la Elaboraciéon de la 8 _— :
poblacion de estudio lista de genes i S IENEECEUE BN  KMT2C,KMT2D y ) Asociacion
TCGA or CREBBP fenotipo -genotipo
Uniprot , HGNC 5 '
Socio-demograficas 5 Expresion génica Vs
% Prediccion Funcional e
Clinico-patologicas o con GEPIA
== — - (%]
I Analisis ontologico y Vias Biomuta v4.0 Expresion génica Vs
KEGG variables clinicas
Enrichr I-Mutant v3.0 con UCSC Xena
Prediccion estructural
NetSurfP 1.1
Polimorfismo de Alteracion en el numero | Genes significativamente
Nucleodtido Simple (SNPs) de copias mutados » Visualizacion 3D L, Analisis ontologico y Vias
isualizacion KEGG
GWAS Firehose — Gistic 2.0 Firehose — Mutssig2CV
UCSF Chimera Genecodis
GDC
Metilacion del ADN a nivel Genes con expresion
del promotor del gen diferencial
MethHC GEPIA
MEXPRESS

Figura 5. Flujograma general del trabajo realizado
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4.6.1. Elaboracion de la lista de genes de estudio

La lista de genes de estudio, cuyos productos proteicos estan implicados en
mecanismos epigenéticos (modificacion de histonas y metilacién del ADN), se
elaboré consultando las bases de datos WERAM (80) e Histome (81), asi como
también articulos cientificos (82,83).

La base de datos WERAM fue utilizada para extraer informaciéon de enzimas
implicadas en la acetilacion y metilacion de histonas, mientras que la base de
datos Histome fue utilizado para obtener informacion de enzimas implicadas en
otras modificaciones de histonas (fosforilacion, ubiquitinacion, biotinilacion,
citrulinacion, ribosilacion, ademas de acetilacion y metilacion).

Una vez recopilada la informacion de interes, se reviso la clasificacion y la
nomenclatura de los genes de ambas fuentes, a fin tabular la informacion de
manera uniforme y ordenada. Finalmente, se obtuvo una lista de reguladores de
histonas, constituida por 152 genes.

Esta lista se amplié agregando ocho genes codificantes de enzimas metiladoras
de ADN, procedentes de la revision de Li & Zhang 2014, donde describe el
importante rol de las enzimas metiladoras de ADN en mamiferos (83) y de Lyko
F. 2018, donde describe a la familia de las enzimas ADN metiltransferasas (82).
Posteriormente, los nombres de los genes y sus productos proteicos se
obtuvieron de Uniprot (84) , la localizacion génica en los cromosomas se obtuvo
de la base de datos HIstome y el repositorio de nomenclatura de genes HGNC
(85) (Figura 5y 6) . A continuacion, se clasificaron los genes de estudio en dos

categorias:
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- Borradores: genes que codifican proteinas que eliminan modificaciones

quimicas tanto en el ADN como en las histonas (63).

- Escritores, genes que codifican proteinas que agregan grupos funcionales

tanto al ADN como a las histonas, es decir, poseen actividad opuesta a los

borradores (63).

Algunos de los genes borradores y escritores también fueron identificados

como lectores, genes que identifican e interpretan modificaciones quimicas

especificas tanto en el ADN como en las histonas (86). El proceso aplicado para

elaborar la lista de genes de estudio se detalla en la Figura 6.

L Busqueda de los genes ]

!—‘—\

[ Bibliografia ][ Base de datos ]

—| Ribosilacion de lisina

L Clasificacion de los genes 1
[ Escritores ] [ Borradores ]
—| Metilacion del ADN ‘—»[ Desmetilacion del ADN ]
—>[ Acetilacion de lisina ] —b[ Desacetilacion de lisina ]
—| Biotinilacion de lisina [ Desfosfor_ﬂacml_l de_semla ]

/ treonina / tirosina

— " e lacién de i
areining [ Desmetilacion de arginina ]

Fosforilacion de serina . .
| /treonina / tirosina [ Desmetilacién de lisina ]
—*| Metilacion de arginina —b[ Desribosilacion de lisina ]
—»|  Metilacion de lisina L;[ Des“blqlm?macmn de ]

isina

e B
lisina

Lista de genes de estudio

Figura 6. Flujograma del proceso aplicado para la elaboracién de la lista de genes de estudio.



4.6.2. Andlisis de anotacion funcional y andlisis de enriquecimiento de

rutas bioquimicas de los genes de interés

Para conocer las funciones bioldgicas asociadas con las proteinas de interés, se
condujo un analisis de enriquecimiento funcional. Para ello se utiliz6 la
herramienta Enrichr (87,88), que determing tanto la ontologia génica (GO) como
las vias de sefializacion KEGG en los 160 genes de estudio. Se ingreso la lista
de los 160 genes en la barra de basqueda de Enrichr y luego se procedio6 con el
andlisis en linea. Una vez finalizado el analisis, se obtuvieron los valores de p
mediante la prueba exacta de Fisher y los resultados con valor p <0.01 fueron
considerados significativos.

El andlisis de enriquecimiento funcional consideré soélo la categoria de proceso
bioldgico (BP), para su visualizacion, los 20 principales BPs fueron tabulados y
de éstos 10 BPs fueron representados en barras y clustergramas. Enrichr también
retornd los resultados de las rutas bioquimicas considerando la base de datos
KEGG (89). Los resultados con un valor p <0.01 fueron considerados

significativos.

4.6.3. Bases de datos de genomas y de la poblacion de estudio

Se recolectd informacion de genomas y fenotipos de cuatro tipos de cancer
ginecoldgico provenientes de El Atlas del Genoma del Cancer (TCGA) a través

del portal de datos CbioPortal (www.cbioportal.org) (90,91). Los nombres de los

proyectos incluyen “Cancer cervical de células escamosas y adenocarcinoma
endocervical (TCGA, provisional)”, “Cistoadenocarcinoma Seroso OVAarico

(TCGA, provisional)”, “Carcinoma de endometrio del cuerpo uterino (TCGA,
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provisional)”y “Carcinosarcoma uterino (TCGA, provisional)”; las abreviaturas
correspondientes para cada estudio fueron CESC, OV, UCEC y UCS,
respectivamente.

Las cohortes denominadas como “provisionales, TCGA” contienen datos
actualizados y depositados en fecha posterior a la publicacion. Estos conjuntos
de datos incluyen datos émicos, demogréaficos y clinicopatologicos de cada
participante. Los datos émicos disponibles incluyen mutaciones genéticas,
alteraciones del nimero de copias (CNA), expresion de ARNm y proteinas.

Los conjuntos de datos analizados durante el estudio se encuentran disponibles

en https://www.cbioportal.org/study/summary?id=cesc_tcga (para CESC),

https://www.cbioportal.org/study/summary?id=ov_tcga (para ov),

https://www.cbioportal.org/study/summary?id=ucec_tcga (para UCEC) vy

https://www.cbioportal.org/study/summary?id=ucs_tcga (para UCS).

El procedimiento y los pasos realizados para acceder y descargar los datos

Omicos, es descrito en la Figura 7.
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Figura 7. Pasos para realizar la consulta en Cbioportal. (1) Seleccionar un estudio de
cancer ginecolégico (CESC, OV, UCEC o UCS). (2) Seleccionar el perfil gendmico
(mutaciones somaticas, alteraciones en el nimero de copias de ADN, expresion de ARNm o
expresion de proteinas). (3) Definir el conjunto de pacientes / casos. (4) Ingresar la lista de
genes de interés (n=160). (5) Consultar y luego descargar los datos en formato de texto para
su debido almacenamiento.

Para obtener los datos clinico-patologicos, primero se seleccionaron los
proyectos provisionales TCGA y luego se selecciond la pestana “datos clinicos”
para finalmente proceder con la correspondiente descarga del archivo. Sobre los
datos demogréaficos (edad, raza y etnia) y clinico-patologicos (IMC, estadio del
tumor, menopausia, estado OS y DFS) descargados de Cbioportal, se aplicaron
la prueba de Dunnett, la prueba exacta de Fisher y la prueba de Chi2, con la

finalidad de describir el perfil general de los individuos de estudio para cada
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neoplasia ginecoldgica. La descripcidon de las variables cualitativas se realiz6 por
frecuencia y porcentaje. Los datos fueron analizados mediante el paquete
estadistico STATA version 15.

Por otro lado, para obtener informacion de las caracteristicas clinicas y
demograficas de mujeres con cancer ginecoldgico en el Per(, se buscaron
estudios y reportes procedentes del Instituto Nacional de Enfermedades
Neoplésicas (INEN), institucion peruana con méas produccion cientifica sobre
cancer en el Pert (92).

De esta manera, la busqueda se realizd en la plataforma web del INEN

(https://portal.inen.sld.pe/articulos-especializados/) asi como también en la barra

de busqueda de PUBMED con los siguientes términos MESH: «instituto
nacional de enfermedades neoplasicas » , « cancer cervical » ,« cancer de
cérvix», « cancer de cuello uterino », « cancer de ovario», « cancer de
endometrio », « cancer de Utero » y « Per( ». Solo fueron seleccionados aquellos
estudios relacionados con cancer ginecoldgico en los 6rganos mencionados.
Finalmente, los estudios que incluian informacién clinica-patoldgica o

demogréafica de pacientes con cancer ginecologico, fueron reportados.

4.6.4. ldentificacion de los genes significativamente mutados

Para identificar los genes significativamente mutados (SMGs) en cancer
ginecologico, se utilizd el portal web Broad GDAC Firehose, el cual contiene
herramientas de andlisis gendmico y clinico de los datos TCGA.

Se utiliz6 la herramienta MutSig2CV v3.1 implementada en Firehose para el

analisis individual de los cuatro tipos de cancer ginecoldgico. MutSig2CV es un
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algoritmo que analiza listas de mutaciones encontradas en la secuenciacion del
genoma e identifica genes que mutaron con mas frecuencia de lo esperado por
casualidad (93). Una vez obtenidos los resultados, estos fueron descargados y

almacenados.
Se utilizd la funcién merge () de Rstudio 1.1.463 para extraer los resultados

correspondientes a los 160 genes de estudio. La funcion merge () combiné la
informacion obtenida previamente con otro archivo que contenia la lista de los
genes de estudio , esta unidon devolvido un documento con resultados que
correspondia a los genes que fueron encontrados. Para la identificacion de los

SMGs, los valores p < 0.05 y g < 0.05 fueron considerados significativos.

4.6.5. Visualizacion 3D de las proteinas CREBBP, KMT2C y KMT2D

nativas y mutadas y construccion de red de PPI

Con la finalidad de reconocer visualmente las regiones afectadas por las
mutaciones puntuales, se utilizé UCSF Chimera
(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/). Las estructuras 3D de las proteinas
CREBBP, KMT2C y KMT2D fueron obtenidas del Banco de datos de proteinas
PDB-RCSB (http://www.rcsh.org/ ). Se eligio sélo una estructura por proteina
considerando dos criterios: i) resolucion del cristal inferior a 2 A (indicativo de
una buena calidad de la estructura resuelta) y ii) que la estructura completa del
dominio proteico de interés estuviese resuelta.

Una vez obtenidas las estructuras de las proteinas de interés, las mismas se

cargaron en el programa UCSF Chimera.
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Con ayuda de las herramientas presentes en el menud de UCSF Chimera, se
localizaron y etiquetaron las variantes aminoacidicas “con pérdida de sentido”
en las estructuras 3D de las proteinas. Para eso, se siguieron los pasos de la guia

del portal educativo de PDB (https://pdb101.rcsh.org/learn/videos/visualizing-

pdb-structures-with-ucsf-chimera-for-beginners). Finalmente, las imagenes

fueron almacenados en formato PNG.

Con la finalidad de reconstruir la red de PPl de las 3 proteinas estudiadas, se
utilizé la base de datos STRING v10.5 (The Search Tool for the Retrieval of
Interacting Genes) (86). Las interacciones de STRING incluyen asociaciones
fisicas (directas) y funcionales (indirectas) derivadas de distintas fuentes
incluidas experimentos de alto rendimiento, coexpresion y conocimientos
previos de la literatura (86).

Se ingresaron los nombres de cada proteina y se filtraron las asociaciones con
puntuacion de confianza mayor a 0.4. En la red de PPI, cada nodo representé a
un gen y los bordes representaron interacciones entre nodos, el grosor de cada
borde indicd la fuerza del soporte de datos. Ademas, se represent6 el término de
ontologia de genes (funcién molecular) significativamente enriquecidas en la red
de PPI, los 3 primeros términos de ontologia génica fueron empleados para fines

de visualizacién. Finalmente, los resultados fueron descargados y almacenados.

4.6.6. Prediccién del efecto de las sustituciones de aminoacidos en la

funcién de las proteinas

Con el fin de conocer el efecto funcional de las variaciones de aminoéacidos

provocadas por mutaciones sin sentido, se consult6 la base de datos Biomuta
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v4.0 (94). Este recurso valida informacion de variaciones de nucledtido Unico
(SNVs) de maltiples fuentes asociadas con el cancer para un gen consultado, y
a través de la herramienta Polyphen se predice el impacto de la funcion de una
proteina en funciéon del cambio en el aminoécido. La herramienta Polyphen
determina si una mutacion es benigna, posiblemente dafiina o probablemente
dafiina, segun el clasificador Bayesiano Ingenuo (clasificador probabilistico
fundamentado en el teorema de Bayes) (95).

La prediccion funcional determina si un cambio de aminodcido tiene un efecto
dafiino o no para la funcion proteica. En el presente estudio se eligieron tres
proteinas (CREBBP, KMT2C y KMT2D) para la prediccion funcional,
basdndonos en dos criterios: (i) los genes que codifican estas proteinas,
presentaron mayor frecuencia de mutaciones con perdida de sentido y (ii)
estuvieron presentes en méas de un tipo de cancer ginecolégico.

Se ingreso al portal BioMuta v4.0- HIVE y en la barra de blsqueda se ingresaron
los nombres CREBBP, KMT2C y KMT2D de manera individual. Después de
enviar el término de busqueda, se hizo clic en el acceso UniProtKB para navegar
a la pagina de resultados. Tras la busqueda, se descargaron todos los resultados
en formato CSV. Luego con lafuncion fi1ter () del programa Rstudio 1.1.463
se seleccionaron solo las variantes aminoacidicas presentes en los proyectos de
cancer ginecoldgico de TCGA. Las sustituciones predichas como “posiblemente
dafiina” o “probablemente dafiina” fueron seleccionadas para su posterior
andlisis. Las variantes predichas como “benignas” no fueron consideradas en la
prediccion de cambios en la estabilidad energética y la accesibilidad a los

solventes de las proteinas.
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4.6.7. Estimacion del cambio de la estabilidad energética tedrica de las

proteinas

Para conocer los cambios de estabilidad energética de las proteinas CREBBP,
KMT2C, KMT2D, se utiliz6 el programa I-Mutant v3.0. Esta herramienta
predice los cambios de la energia libre de Gibbs (AA G, en kcal / mol) tras una
mutacion puntual, y predice si la mutacion de la proteina afecta la estabilidad
energética de la proteina (96).

La prediccion tedrica que realiza I-Mutant se basa en un conjunto
de algoritmos de aprendizaje supervisado (maquinas de soporte vectorial).
Dicha prediccion se puede evaluar a partir de la estructura de la proteina o de la
secuencia de la proteina. Cuando se evalUa a partir de la informacion estructural
de la proteina, se alcanza una correlacion con los datos experimentales de 0.70
(error estandar de 1.32 Kcal / mol) y 0.62 cuando se evalua la secuencia de la
proteina (error estandar de 1.45 Kcal / mol) (97).

Se ingreso a la pagina web de I-Mutant v3.0 y se eligi6 la alternativa de predecir
los cambios en la estabilidad de la proteina considerando su secuencia de
aminoéacidos. Luego se introdujo la secuencia de la proteina (formato FASTA)
obtenida de Uniprot y se especifico la posicion del aminodcido mutado. Los
valores de T°y pH por defecto (25°C y 7, respectivamente) fueron empleados
para la prediccion. Finalmente se eligid la clasificacion ternaria la cual clasifica
las mutaciones en tres categorias: mutacion neutra (-0.5 < AA G<0.5), mutacion
estabilizadora (AA G <-0.5) y mutacion desestabilizadora (AA G > 0.5).
Finalmente, los resultados fueron tabulados y reportados para las tres proteinas

del estudio.
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4.6.8. Prediccion de la accesibilidad al solvente de las proteinas

Para estimar si el cambio aminoacidico afectaba la accesibilidad al solvente, de
los aminoacidos afectados en las proteinas CREBBP, KMT2C y KMT2D, se
utiliz6 el servidor NetSurfP 1.1 (98). Segun el acceso de los residuos de
aminoacidos al solvente, ellos pueden estar expuestos o enterrados. La
puntuacién Z que proporciona NetSurfP, resalta la confiabilidad de la prediccién
de superficie, este discrimina las buenas predicciones de las malas en todo el
rango de aminodcidos completamente enterrados a completamente expuestos.
NetsurfP utiliza un método que consta de dos conjuntos de redes neuronales
(redes primarias y redes secundarias). Las redes primarias enfocadas en el
entrenamiento del perfil de secuenciay estructura secundaria predichay las redes
secundarias entrenadas para predecir la exposicién relativa de un aminoacido a
la superficie. El rendimiento predictivo general de la red neuronal obtiene un
coeficiente general de correlacion de Pearson de 0,72 (98).

Antes de comenzar con el analisis, primero se prepararon las secuencias de cada
variante aminoacidica por cada proteina. Para esto, se utilizé la secuencia de las
proteinas nativas (descargadas anteriormente de Uniprot) sobre la cual se
introdujeron manualmente los reemplazos de aminoacidos, uno por vez, usando
el programa Microsoft Word. Las variantes aminoacidicas se obtuvieron del
portal de BioMuta v4.0- HIVE (véase Tablas 6 - 8).

Se generd un solo archivo por proteina conteniendo en la parte superior la
secuencia nativa seguida de cada una de las variantes. Una vez listo este archivo,

se introdujo al servidor NetSurfP 1.1 para su correspondiente analisis. Los
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resultados fueros tabulados usando el programa de hoja de calculo Microsoft

Excel de manera ordenada para su posterior comparacion.

4.6.9. Identificacion de las alteraciones en el nUmero de copias (CNA)

Para identificar las alteraciones en el numero de copias (amplificaciones y
deleciones), presentes en cada tipo de cancer ginecologico, se utilizé el portal
web Broad GDAC Firehose. Se utiliz6 la herramienta GISTIC 2.0 disponible en
Firehose y luego se descargaron y almacenaron los resultados. Los algoritmos
de la herramienta GISTIC 2.0 identificaron las regiones del genoma que se
amplifican o eliminan significativamente en las muestras normales como
tumorales. Ademas, GISTIC 2.0 informa las ubicaciones genémicas y los valores
g de la tasa de descubrimiento falso Benjamini-Hochberg calculados para las
regiones aberrantes (99).

Dado que los resultados contienen informacion de otros genes que no son de

interés para el estudio, se filtraron los datos correspondientes s6lo a los 160
genes de interés. Para ello se utilizd la funcion stri extract all() de

Rstudio 1.1.463 que reconocio los nombres de los 160 genes de interés. Se

consideraron s6lo los CNAs con valores g < 0.05.

4.6.10. Identificacion de Polimorfismo de Nucle6tido Simple (SNP)

Para identificar los SNPs vinculados con el riesgo de cancer ginecoldgico se
utiliz6 el Catalogo de Estudios de Asociacion de Genoma Completo (GWAS).
Estos estudios caracterizan los SNPs como unidad de variacién genética

asociada con un fenotipo normal o patoldgico, con un valor p <1 x 10 ~> (100).
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El proceso de seleccion de los genes y SNPs se describen a continuacion. En la
barra de basqueda del catdlogo de GWAS se introdujeron las siguientes palabras
clave: “Cervical”, “Ovarian”, “Endometrial” y “Uterine”. SoOlo fueron
seleccionados aquellos estudios relacionados con céncer en los 6rganos
mencionados. Se descargaron los archivos conteniendo todos los SNPs
asociados. Para extraer los resultados que correspondan solo a los 160 genes de
estudio, se utilizé la funcion stri extract all() de Rstudio 1.1.463 que
identifico solo los genes de interés.

A continuacion, se introdujeron los SNPs, por gen, en el repositorio de Datos
gendmicos comunes (GDC) del Instituto Nacional del Céancer (NCI)
(https://portal.gdc.cancer.gov/) con la finalidad de conocer si estaban presentes
en las participantes de los proyectos TCGA. Se empleé GDC pues contiene
datos de TCGA y la denominacién de SNPs presentes en la poblacién de estudio.

Finalmente, los datos fueron tabulados por gen, codigo de SNP y tipo de cancer.

4.6.11. Identificacion de genes con expresion diferencial

Para identificar aquellos genes con distinto patron de expresion (genes
diferencialmente expresados, DEG) entre tejidos normales y tumores, se utilizé
el recurso GEPIA (101). GEPIA es un servidor web que analiza los datos de
expresion de secuenciacion de ARN (ARN-Seq) de tumores y muestras normales
de los proyectos TCGA y GTEx (102).

Brevemente, se ingreso al portal GEPIA y en el menu principal se selecciono la
opcion “Analisis del tipo de cancer” seguido de la opcidon “Analisis de genes

diferenciales”, posteriormente se selecciond el proyecto TCGA de interés
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(CESC, OV, UCEC y UCS). Para determinar si los niveles de expresion estaban
alterados se considero el valor de Fold Change (FC) que representa el cambio
del nivel de expresion entre la muestra tumoral y normal. Los valores de FC
estuvieron transformados en la escala logaritmica log> para normalizar y
garantizar la comparacion de estas muestras. Se considero al log. FC < -1.5
como “subexpresado” y al logz FC >1.5 como “sobreexpresado”.

El método estadistico utilizado para el analisis diferencial de la expresion génica
fue ANOVA de cuatro vias. El recurso GEPIA realizé el andlisis de varianza de
cuatro vias (ANOVA), utilizando el sexo, la edad, el origen étnico y el estado de
la enfermedad (tumor o normal) como variables para calcular la expresion
diferencial. El método de tasa de descubrimiento falso (FDR) de Benjamini-
Hochberg se utiliz6 para obtener el valor p ajustado de prueba multiple, un valor
de g < 0.05 se consider6 como indicador de una diferencia estadisticamente
significativa (101).

Una vez realizado el analisis, se ingres6 el nombre de cada gen de estudio en la
barra de busqueda para obtener los correspondientes perfiles de expresién para
CESC, OV, UCEC y UCS, finalmente los resultados fueron tabulados.
Posteriormente, se elaboraron diagramas de Venn utilizando VENNY, un
servicio cientifico del Centro Nacional de Biotecnologia de Espafia (CNB), para

representar los conjuntos de DEGs identificados en cada neoplasia ginecoldgica.
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4.6.12. Anotacién funcional GO y andlisis de enriquecimiento de vias KEGG

de los DEGs

Una vez determinados los DEGs por cada tipo de cancer ginecoldgico, se
procedid a reconocer los procesos bioldgicos asociados con dichos genes. Para
ello primero se realizdé un andlisis de anotacion funcional u ontologia génica
(GO) usando el recurso Genecodis (103). El anélisis de GO determina las
funciones potenciales de una lista de genes incluyendo el proceso bioldgico
(BP), la funcion molecular (MF) y los componentes celulares (CC). Un valor de
p ajustado < 0,01 fue considerado para inferir una significancia estadistica.

En segundo lugar, se condujo un analisis de enriquecimiento de rutas KEGG
(The Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). KEGG es una base de datos
sintética que incluye una coleccion de rutas bioquimicas. El estudio de vias
enriquecidas en los DEGs se utiliza para mostrar las conexiones entre genes y
vias comunes entre ellos. Este andlisis se realizo utilizando el recurso Genecodis,
ingresando la lista de DEGs por tipo de cancer y, considerando un nivel de

significancia de p ajustado < 0,05.

4.6.13. Construccién de la red de interaccion proteina-proteina (PPI) de los

DEGs y la identificacion de proteinas centrales

Con la finalidad de reconstruir la red de PPI de los DEGs, se utilizd la base de
datos STRING v10.5 (The Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes)
(104). Las interacciones de STRING incluyen asociaciones fisicas (directas) y
funcionales (indirectas) derivadas de distintas fuentes incluidas experimentos

de alto rendimiento, coexpresion y conocimientos previos de la literatura (104).
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Se ingresaron los nombres de los DEGs y se filtraron las asociaciones con
puntuacion de confianza mayor a 0.4. En la red de PPI, cada nodo representd a
un gen y los bordes representaron interacciones entre nodos, los nodos aislados
fueron eliminados. Ademaés, se utilizo siete tipos de evidencias para predecir
asociaciones: la evidencia de fusion, evidencia de vecindad, evidencia de
coocurrencia, evidencia experimental, evidencia de mineria de texto, evidencia
de base de datos, evidencia de coexpresion y evidencia de homologia. A
continuacidn, los resultados fueron descargados y almacenados para su posterior
andlisis. Asimismo, se utiliz6 STRING para representar los términos de
ontologia de genes (proceso biolégico, funcion molecular y componente celular)
significativamente enriquecidas en la red de PPI, los 3 primeros términos de
ontologia génica fueron empleados para fines de visualizacion.

Con el fin de identificar los genes centrales (“central hub”) en la red de PPI, se
utilizo la aplicacion CytoHubba 0.1 (105) en Cytoscape 3.7.1 (106). Cytoscape
es un programa bioinformatico de cddigo abierto para el analisis y visualizacion
de redes de PPl ademas de integracidn con bases de datos publicos.

Los datos de PPI descargados de la base de datos STRING fueron importados al
programa Cytoscape 3.7.1. El analisis de centralidad se calcul6 con CytoHubba
mediante 12 métodos de analisis topoldgicos disponibles, que incluyen métodos
locales (grado, componente de vecindad maxima, densidad del componente de
vecindad méaxima, centralidad maxima de la camarilla y coeficiente de
agrupamiento) y métodos globales (cercania, excentricidad, radialidad, cuello de

botella, estrés, componente perimétrico del borde, intermediacion). Los 5
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primeros genes identificados por cada método y que se compartieron mas de dos

veces se definieron como genes centrales.

4.6.14. Estudio de asociacion genotipo-fenotipo

Se investigo la asociacion de la expresion de los genes de estudio con una serie

de rasgos fenotipicos de los sujetos de estudio. Las listas de estos caracteres se

muestran en la Tabla 2.

4.6.14.1.

Asociacion entre la expresion génica, la sobrevida global y

sobrevida libre de enfermedad

Mediante el uso de GEPIA, se investigd la asociacion entre la
expresion génica y la sobrevida de los pacientes TCGA con CESC,
OV, UCECy UCS.

GEPIA proporciona datos de expresion génica determinada por los
proyectos de consorcios como TCGA y Gtex (101), Gtex contiene
datos de RNA-Seq de tejidos "normales” provenientes de donantes
sanos, no relacionados con TCGA (107). Ademas, GEPIA permite
evaluar el prondstico de la enfermedad (sobrevida global, OS y
sobrevida libre de enfermedad, DFS) en funcion de la expresion
génica, mediante la prueba de rango logaritmico, también conocida
como prueba de Mantel-Cox.

El estudio de asociacion en GEPIA se realizé introduciendo
individualmente los nombres de los DEGs en la barra de busqueda,
luego se ingres6 a “sobrevida” y se eligieron por separado las

opciones “Sobrevida global (OS)”y “Sobrevida libre de enfermedad
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4.6.14.2.

(DFS)”. Posteriormente, se selecciond el indice de riesgo
proporcional de Cox (HR) y un intervalo de confianza del 95%.
Finalmente se selecciond el tipo de céncer para luego aplicar el
andlisis, los resultados obtenidos fueron descargados y almacenados

en formato PDF.

Asociaciones entre la expresion génica y variables fenotipicas

Con este fin se utilizé el recurso en linea UCSC Xena (108), para
visualizar y analizar los datos de expresion (ARN-seq) del conjunto
de DEGs y su correlacion con variables clinicas disponibles en
cada céancer ginecoldgico. El recurso UCSC Xena, alberga un
conjunto de datos émicos provenientes de diversas plataformas
publicas, incluyendo el proyecto TCGA (Atlas del Genoma del
Cancer) y permite a los usuarios explorar las correlaciones entre una
variable genémica con otra fenotipica. Asi, el recurso UCSC Xena
calcula de manera automatica los estadisticos como la correlacion de
Pearson y Spearman, el test de Welch y ANOVA para describir la
relacion entre las variables que el usuario selecciona (genémicas y
fenotipicas) (108). En este estudio se utilizd la correlacion de
Pearson para describir la relacion entre la expresion génica de los
DEGs con la edad al momento del diagndstico y el peso de las
pacientes con cancer ginecoldgico.

Brevemente, se ingresé al portal UCSC Xena y se selecciond el

proyecto TCGA a consultar (CESC, OV, UCEC y UQ),
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seguidamente, se selecciono la opcion “fenotipo” y se busco la
opcion de “sitio primario” para referirse al tumor primario, luego
en la siguiente columna se seleccioné la opcion “gendémica” y se
ingreso en la barra de basqueda los nombres de los DEGs (hasta
méaximo 10 por busqueda). Posteriormente, en otra columna, se
selecciono la opcidn “fenotipica” y se busco las variables clinicas
“edad al momento del diagndstico” y “peso” disponibles segln el
tipo de céncer consultado. Una vez introducido y aceptado esos
términos, se accedi6 a la visualizacion de los resultados del
andlisis de  correlacién.  Finalmente, los  resultados
estadisticamente significativos fueron obtenidos manualmente

para su tabulacion.

4.6.15. Metilacion del ADN a nivel del promotor del gen

Para conocer los patrones de metilacion en la region promotora de cada gen, se
utilizaron las herramientas web MethHC (109) y MEXPRESS (110). MethHC
evalla los metilomas de 18 canceres humanos, generados por la plataforma
Illumina HumanMethylation450K BeadChip, realiza la prueba t de Student para
probar la diferencia entre las muestras tumorales y normales acompafiado de un
valor p como la probabilidad de obtener un resultado estadistico de prueba (109).
Por otro lado, MEXPRESS permite la visualizacién gréafica de datos de
metilacién generados por Illumina Human Methylation 450K, de expresion
(IMuminaHiSeq_RNASeqV2) y datos clinicos de TCGA, a nivel de un solo gen.

El analisis estadistico que proporciona MEXPRESS es la correlacion de Pearson
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y la prueba no paramétrica de suma de rangos de Wilcoxon. EI primero se utiliza
para comparar dos tipos de datos que tienen méas de 2 niveles (por ejemplo, datos
de expresion y metilacion), mientras que el segundo se usa para calcular la
diferencia de una variable entre dos grupos (por ejemplo, la diferencia en la
expresion entre hombres y mujeres). Para corregir las comparaciones multiples,
MEXPRESS aplica la correccion de tasa de descubrimiento falso Benjamini-
Hochberg (110).

Se ingreso al portal METHHC y en la barra de busqueda se introdujo la lista de
160 genes de estudio. A continuacion, se selecciond el proyecto TCGA de interés
(UCEC, UCSy CESC), luego la opcion de metilacion de “promotor” y el método
de evaluacién del nivel de metilacién (promedio). Una vez realizada la busqueda,
se descargaron los datos de metilacion y de expresion génica correspondiente a
cada gen, de manera individual. Para compilar todos los archivos en uno solo,
se utilizé la funcion 1zpply de Rstudio 1.1.463. Finalmente, los resultados
fueron almacenados para su andlisis posterior.

Para determinar si la metilacion del promotor variaba entre las células cancerosas

y normales, se calculé la diferencia (2p) de las medianas del valor B de los
tumores menos la de los controles. Los valores de 23 > 0.15 se clasificaron como
promotores “hipermetilados" mientras que valores de 24 <—0.15 se agruparon

como promotores "hipometilados” (12) .

Debido a que los datos de metilacion de ADN de OV y UCS no estan disponibles
en MetHHC, se consultd MEXPRESS. Para la consulta, cada gen de estudio fue
introducido en la barra de busqueda de manera individual, luego se selecciono

TCGA OV y TCGA UCS, segun corresponda. A continuacion, se obtuvieron los
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valores del coeficiente de correlacion de Pearson entre los valores de expresion
génica y metilacion de promotor, en muestras normales y tumorales.
Seguidamente los resultados se agruparon segun tengan correlacion positiva y
negativa y posteriormente se aplicé la regla general para interpretar el tamafio
de un coeficiente de correlacién (12). Estos valores fueron tabulados de manera

manual para luego ser analizados.
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V. RESULTADOS
5.1.  Lista de genes implicados en mecanismos epigenéticos

Se identificaron en total 160 genes codificantes de proteinas involucradas en
mecanismos epigenéticos, incluyendo 152 enzimas modificadoras de histonas y
ocho enzimas de metilacion del ADN (Figura 8 y Tabla 1A en Anexo 1). En la
categoria de escritores epigenéticos, es decir, enzimas que afiaden grupos metilos y
otros sustituyentes al ADN e histonas, el grupo de estudio contiene 105 enzimas, la
mayoria de ellas corresponden a enzimas modificadoras de histonas (Figura 8). De
los 105 escritores epigenéticos, se identificaron que 19 cumplian ademas la funcién
de lectores epigenéticos (Tabla 1A en Anexo 1).

En la categoria de borradores epigenéticos, es decir, enzimas que eliminan grupos
metilos y otros sustituyentes del ADN e histonas, contamos con 55 enzimas, la
mayoria de ellas también enzimas modificadoras de histonas (Figura 8). De los 55
borradores epigenéticos, se identificaron que 8 cumplian ademas la funcion de
lectores epigenéticos (Tabla 1A en Anexo 1). No se incluyeron genes de miRNA

en este estudio.

Genes de estudio (160)

|
Enzimas de metilacién Enzimas modificadores Enzimas de metilacién Enzimas modificadores
del ADN (5) de histonas(100) del ADN (3) de histonas (52)

| l l

l Metilacién del ADN (5) ‘ Acetilacién de lisina (19) ‘ Desmetilacion del ADN (3) [ Desacetilacion de lisina (15)

Biotinilacion de lisina (1) Desfosforilacion de serma /
treonina / tirosina (10)

Citrulinizacién de arginina (1)

-, o Desmetilacion de arginina (1)
Fosforilacion de serina /

treonina / tirosina (29) Desmetilacion de lisina (20)

Metilacion de arginina (7) Desribosilacion de lisina (1)

Metilacion de lisina (30) Desubiquitinacion de lisina (5)

Ribosilacion de lisina (1)

Ubiquitinacién de lisina (12)

Figura 8. Esquema que muestra la clasificacion y nimero de los genes de estudio
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5.2.  Anotacidon funcional y andlisis de enriquecimiento de rutas bioquimicas

de los genes de interés

Con el fin de determinar las funciones y vias metabodlicas asociados con los 160
genes de estudio, se condujo un andlisis de ontologia genética (GO) y
enriquecimiento de rutas KEGG, utilizando Enrichr.

Los resultados de GO mostraron los procesos bioldgicos significativamente
enriquecidos en el grupo de estudio (Figura 9A). Estos incluyeron la regulacion de
la transcripcion a nivel del ADN molde (66 genes), regulacion de la transcripcion
por el promotor del ARN polimerasa Il (51 genes), regulaciéon positiva de la
transcripcion a nivel del ADN molde (47 genes), modificacion de histonas (44
genes), regulacion negativa de la transcripcion a nivel del ADN molde (42
genes),regulacion negativa de la expresion génica (36 genes),regulacion negativa
del proceso biosintético de macromoléculas celulares (34 genes)regulacion
negativa de la transcripcion con molde de acido nucleico (31 genes),desmetilacion
de lisina de histona (18 genes) y metilacion de histonas(12 genes). La Tabla 2A
(Anexo 2) detalla los 20 primeros términos GO de enriquecimiento para la categoria
de proceso bioldgico.

El anélisis de las vias KEGG mostrd que los genes de estudio estaban enriquecidos
significativamente en la degradacion de lisina (19 genes), carcinogénesis viral (15
genes), alcoholismo (13 genes), microRNAs en cancer (12 genes), via de
sefializacion de la hormona tiroidea (11 genes), ciclo celular (10 genes), via de
sefializacion MAPK (9 genes), via de sefializacion de FoxO (9 genes), infeccion por
el virus de Epstein-Barr (8 genes) y via de sefializacién Notch (7genes) (Figura 9

B).
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A Regulacion de la transcripeion a nivel del ADN molde (GO: 0006355). 66 (41.25%)
Regulacion de la transcripeion por el promotor del ARN polimerasa IT (GO: 0006357) 51 (31.88%)
Regulacion positiva de la transcripeion a nivel del ADN molde (GO: 0045893) 47 (29.38%)
Modificacion de histonas (GO: 0016570) 44 (27.50%

Regulacion negativa de la transcripeion a nivel del ADN molde(GO: 0045892)

-
's)
—~
(%)
)
e
n
$
-

Regulacion negativa de la expresion génica (GO: 0010629) 36 (22.50%

Regulacion negativa del proceso biosintético de macromoléculas celulares (GO: 2000113) 34 (21.25%)
Regulacion negativa de la transcripeion con molde de acido nucleico (GO: 1903507) 31 (19.38 %)
] Numero y
orcentaje de
Desmetilacion de lisina de histona (GO: 0070076) 18 (11.25%) R J
genes
Metilacion de histonas (GO: 0016571) BS¥A (S
0 10 20 30 40 50 60 70
B Degradacion de lisina_ Homo sapiens _hsa00310 19 (11.88%

Carcinogénesis viral Homo sapiens_hsa05203 15 (9.38 %

Alcoholismo Homo sapiens hsa05034 13 (8.13%

MicroRNAs en cancer Homo sapiens_hsa05206 12 (7.50%

Via de sefializacion de la hormona tiroidea Homo sapiens hsa04919 11 (6.88%

Ciclo celular Homo sapiens_hsa04110 10 (6.25 %

Via de sefalizacion MAPK_Homo sapiens_hsa04010 9 (5.63%

Via de sefalizacion de FoxO_Homo sapiens_hsa04068 9 (5.63%

Infeccion por el virus de Epstein-Barr_ Homo sapiens_hsa05169 8 (5.00 % m Numero y porcentaje
de genes
Via de senalizacion de Notch_ Homo sapiens_hsa04330
0 2 B 6 8 10 12 14 16 18 20

Figura 9. Anotacion funcional GO y enriquecimiento de vias KEGG segun Enrichr en los 160 genes de
interés. (A) 10 principales términos del proceso bioldgico GO y el nimero de genes involucrados. (B) 10
principales vias KEGG y el nimero de genes involucrados
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En laTabla 3A (Anexo 2) se muestran los resultados del anlisis de enriquecimiento
de vias KEGG de todos los genes de estudio.

En la Figura 10 se muestra un clustergrama detallando los 10 primeros términos
enriquecidos y sus genes involucrados. El proceso més enriquecido fue el de
transcripcion a nivel del ADN molde con 66 factores involucrados. Observamos
también una participacion mayoritaria de los genes de la familia HDACs (HDACL1,
HDAC2, HDAC3, HDAC4, HDACS5, HDAC6, HDAC9 y HDAC10) y de la familia
KAT (KAT6B, KAT6A, KAT5y KAT8) implicados en 7 de 10 procesos biologicos
incluyendo la modificacion de histonas, regulacion de la transcripcion a nivel del
ADN molde, regulacion negativa de la transcripcion a nivel del ADN molde,
regulacion negativa del proceso biosintético de macromoléculas celulares,
regulacion positiva de la transcripcion a nivel del ADN molde, regulacion negativa
de la expresion génica, regulacién negativa de la transcripcién con molde de acido
nucleico y la regulacion de la transcripcién por el promotor del ARN polimerasa
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Figura 10. Clustergrama del conjunto de genes de
estudio asociados a los 10 principales procesos
biolégicos, mediante Enrichr.

Las filas y columnas representan los genes de entrada y los
PBs, respectivamente. Los genes en la fila estan agrupados
por la similitud de los contenidos de los PBs. Los términos
enriquecidos en las columnas se clasifican segun el orden
descendente de las puntuaciones de enriquecimiento
(valores de P), de izquierda a derecha.

Los 10 principales procesos bioldgicos asociados son: (1)
Modificacion de histonas, (2) Desmetilacion de lisina de
histona, (3) Regulacion de la transcripcion a nivel del
ADN molde, (4) Regulacidn negativa de la transcripcion a
nivel del ADN molde, (5) Regulacidn negativa del proceso
biosintético de macromoléculas celulares, (6) Regulacion
positiva de la transcripcion a nivel del ADN molde, (7)
Regulacidn negativa de la expresion génica, (8) Metilacion
de histonas , (9) Regulacion negativa de la transcripcion
con molde de acido nucleico y (10) Regulacién de la
transcripcion por el promotor del ARN polimerasa Il .

En la parte inferior se muestra el nimero de genes
involucrados en los PBs.

N°genes = 44 18 66 42 34 47 36 12 31 51
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En la Figura 11 se muestra un clustergrama detallando los 10 primeros términos
enriquecidos KEGG y sus genes involucrados. El proceso mas enriquecido fue
degradacion de lisina con 19 factores involucrados. Se observé que HDACL,
HDAC2, EP300 y CREBBP estaban implicados en varias vias metabolicas
incluyendo la carcinogénesis viral, alcoholismo, microRNAs en céncer, via de
sefializacion de la hormona tiroidea, ciclo celular, via de sefializacion MAPK, via
de sefializacion de FoxO y la via de sefializacion de Notch (Figura 11).

Ademas, los genes de la familia HDACs (HDAC3, HDAC4, HDACS5, HDACS,
HDAC7, HDACS8, HDAC9, HDA10 y HDAC11) estuvieron involucrados en
mayor frecuencia en la carcinogénesis viral y el alcoholismo (Figura 11). En tanto,
los genes de las familias KMTs (DOT1L, ASH1L, EHMT1, EHMT2, KMT2A,
KMT2B, KMT2C, KMT2D, KMT2E, NSD1, SETD1A, SETD1B, SETDB1,
SETDB2, SUV39H1 y SUV39H2) solo estuvieron implicados en la via de la

degradacion de lisina (Figura 11).
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PRMT1
SETD7 1l
SIRT1
ATM
RPS6KAS
PRKCB
DNMT3A
DNMT!1
DNMT3B
EZH2
STK4
CHUK
MAP3KS
DUSP1
PAK2
PPP5C
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DOTIL
ASHIL
EHMT1
EHMT2
KMT2A
KMT2B
EKMT2C
KMT2D
KMTE
NSD1
SETD1A
SETDIB
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SETDBI1
SETDB2
SETMAR
SUV3%H1
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HDAC2
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CREEEP
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KAT2B
KAT2A
NCOA3
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HDACI11
HDAC10
HDAC6
HDACT
HDACS
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HDAC3
HDACS
HDAC4
PPPICC
HAT1

Figura 11. Clustergrama del conjunto de genes de
estudio involucrados en las 10 principales vias
KEGG, mediante Enrichr.

Las filas y columnas representan los genes de entrada
y las Vias KEGG, respectivamente. Los genes en la
fila estan agrupados por la similitud de los contenidos
de los KEGG. Los términos enriquecidos en las
columnas se clasifican segln el orden descendente de
las puntuaciones de enriquecimiento (valores de P),
de izquierda a derecha.

Las 10 principales vias KEGG asociadas son: (1)
Degradacion de lisina, (2) Carcinogénesis viral, (3)
Alcoholismo, (4) MicroRNAs en céancer, (5) Via de
sefializacion de la hormona tiroidea, (6) Ciclo celular,
(7) Via de sefalizacion MAPK, (8) Via de
sefializacion de FoxO, (9) Infeccion por el virus de
Epstein-Barr y (10) Via de sefializacion de Notch.

En la parte inferior se muestra el nimero de genes
involucrados de forma significativa en las vias
KEGG.

DTX3L [
BUB! 1

PRKDC -
R =

ATR
N°genes= 19 15 13 11 10 7 9 12 9 8§
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5.3. Caracteristicas de la poblacion de estudio

Se identificaron un total de 1499 pacientes diagnosticadas con cancer ginecoldgico,
quienes participaron en los estudios TCGA y cuya informacién esta disponible al
publico. Asi mismo, un total de 1533 muestras bioldgicas fueron colectadas en los
cuatro proyectos TCGA analizados, incluyendo los estudios “Cancer cervical de
celulas escamosas y adenocarcinoma endocervical (CESC TCGA, provisional)”,
“Cistoadenocarcinoma seroso ovarico (OV TCGA, provisional)”, “Carcinoma de
endometrio del cuerpo uterino (UCEC TCGA, provisional)” y “Carcinosarcoma
Uterino (UCS TCGA, provisional)”. Las caracteristicas demograficas y clinico-

patoldgicas de la poblacion se detallan a continuacion.

5.3.1. Caracteristicas demogréficas en pacientes con cancer ginecolégico

De los cuatro estudios analizados, las pacientes con CESC tenian una mediana
de la edad al momento del diagnéstico significativamente menor (46 afios) que
las pacientes con OV (59 afios), sequido de UCEC (64 afios) y finalmente UCS
(68 afios). El grupo etario mas frecuente en pacientes con CESC fue el de
mujeres menores a 50 afos (59.3%), mientras que en el grupo de OV fue el de
mujeres de entre 50 y 60 afios (35.6%), y en el grupo de UCEC y UCS fueron
mujeres de entre 60 y 70 afios, (34.5% en UCEC 47.4% en UCS) (Tabla 2).

De la poblacion de estudio, los individuos de raza blanca fueron mayoritarios
(80.6%), con menor presencia de razas afroamericana (13%) y asiaticas (4.5%).
Se observo mayor frecuencia de pacientes no latinos que latinos en los cuatro
canceres ginecologicos. Asi, la frecuencia de mujeres no latinas fue de 97.7% en

el grupo de UCS, 96.9% en OV, 96.2% en UCEC y 87.7% en CESC (Tabla 2).
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La informacion correspondiente al habito del consumo de tabaco so6lo estuvo
disponible para 263 pacientes con CESC. De acuerdo a la cantidad de tabaco y
tiempo consumido, el 55.5 % habian fumado menos de 100 cigarrillos en su vida,
24.3 % eran fumadoras ocasionales, 15.2 % habian fumado al menos 100
cigarrillos por un periodo < o = a 15 afios, 3.4% habian fumado al menos 100
cigarrillos por més de 15 afios y 1.5% habian fumado al menos 100 cigarrillos

en su vida (duracion no especificada).
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Tabla 2. Caracteristicas generales de los pacientes con cancer ginecoldgico

Tipos de cancer ginecolégico

Caracteristicas Total p valor*
CESC oV UCEC ucs
g‘;cr;;‘“;rt‘ésdﬁ %) 1499 (100) 307 (205)  587(39.2)  548(36.6) 57 (3.8)
mr:s‘i:gsdﬁ %) 1533(100)  310(20.2)  617(40.3)  549(35.8) 57(3.7)
Edad (afios) n (%0)
media(sd) 50.3(13.3)  48.3(13.8)  59.7(115)  63.9(11.1)  69.7(9.3)
mediana (igr) 60 (50.5-69) 46(38-57) 59(51-68) 64(57-71) 68(62-76) <0.001
< 50 345(231)  182(59.3)  117(19.9)  46(8.4) 0 (0.0)
50-60 445(29.7)  66(215)  209(356)  163(29.9) 7 (12.3)
60-70 381(255)  34(11.1)  132(225)  188(345) 27 (47.4)
>70 325 (21.7) 25(8.1)  129(220)  148(27.2)  23(40.4)
Raza n (%) 1399 (100)  271(19.4) 556 (39.7)  516(369) 56 (4.0) <0.001
Nativo americano 15 (1.0) 8(2.9) 3(0.5) 4(0.8) 0(0.0)
Hawaiano 12 (0.9) 2(0.7) 1(0.2) 9(17) 0(0.0)
Blanco 1127 (80.6)  211(77.9) 498 (89.6) 374 (725) 44 (78.6)
Africano 182 (13.0) 30 (11.1) 34(6.1)  109(21.1) 9 (16.0)
Asiatico 63 (4.5) 20 (7.4) 20 (3.6) 20 (3.9) 3(5.4)
Etnia n (%) 981(100) 195(19.9)  350(35.7) 392 (40.0) 44 (4.5) <0.001
Latino o Hispano 51 (5.2) 24 (12.3) 11 (3.1) 15 (3.8) 1(2.3)
Noﬂi‘;‘;’ng no 930 (94.8)  171(87.7)  339(96.9)  377(96.2)  43(97.7)

* Nota: el valor de p se calculé utilizando la prueba exacta de Fisher y la prueba de Chi2 en las variables
categoricas; en las variables discretas se utiliz6 la prueba de Kruskal Wallis.
CESC: Cancer cervical de células escamosas y adenocarcinoma endocervical, OV: Cistoadenocarcinoma seroso
ovarico, UCEC: Carcinoma de endometrio del cuerpo uterino, UC: Carcinosarcoma Uterino.

60



5.3.2. Caracteristicas clinico-patologicas en pacientes con cancer

ginecoldgico

La mayoria de las pacientes con CESC eran pre menopausicas (52.7%), mientras
que 35.4% eran postmenopausicas, 10.6% eran perimenopausica y el 1.3%
carecia de dicha informacion. En UCEC, la mayoria de pacientes eran
postmenopausicas (86.6%), seguido de pacientes premenopausicas (6.8%), 3.3%
pacientes perimenopausica e indeterminados. Con respecto a UCS, el 98.2%
eran pacientes postmenopausicas y el 1.8% pacientes perimenopausica (Tabla
3). No se obtuvo informacién del estado de menopausia en pacientes con OV.
En relacion al indice de masa corporal (IMC, kg/m?), la mediana del IMC fue
mayor en pacientes con UCEC (32.3 kg/m?), seguido de pacientes con UCS (28.2
kg/m?) y pacientes con CESC (26.7 kg/m?), segtin muestra la Tabla 3. No se tuvo
informacion del IMC para OV. Considerando los criterios y rangos de la
Organizacion mundial de la Salud (OMS), las mujeres con UCEC presentaron
"obesidad clase I" al tener IMCs de entre 30 — 34.99 kg/m? mientras que las
mujeres con CESC y UCS tuvieron “pre-obesidad” con IMCs de entre 25-29.99
kg/m? (111).

Se evalud la frecuencia de pacientes por estadio del tumor, considerando las
pautas del Comité Conjunto Americano sobre el Cancer (AJCC), que clasifica al
tumor en cinco estadios (0-1V). El estadio 0 se refiere a la presencia de células
anormales en el tejido y que no se han diseminado al tejido cercano; los estadios
I, 11y 11, se refieren a la presencia de un cancer y cuanto mas aumenta el nimero,
mayor es la extension del tumor en los tejidos cercanos; el estadio 1V se refiere

a que el cancer se ha diseminado a otras partes distantes del cuerpo (112).

61



Los estadios clinicos mas frecuentes en la poblacion de estudio fueron el il
(45.7%) y | (36.6%). Asi, los sujetos con cancer en estadio | fueron mas
frecuentes en los proyectos CESC, UCEC y UC. Al contrario, los sujetos con
OV tuvieron predominantemente la enfermedad en estadio 111 (Tabla 3).

El 59.9% de los individuos con cancer ginecologico estuvieron libre de
enfermedad desde el tratamiento inicial al momento del muestreo, mientras que
el 40.1% presento el estado recurrente/progresado. Todos los individuos con el
estado libre de enfermedad se presentaron en la cohorte UCS, mientras que la
mayoria de los individuos en estado recurrente/progresado fueron del grupo de
OV (72.6%) (Tabla 3).

El estado de infeccion por el virus del papiloma humano (VPH) estuvo reportado
s6lo en una minoria de la cohorte CESC incluyendo a 2.9% de los sujetos con

VPH subtipo 16 y 0.9% con VPH subtipo 18.
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Tabla 3. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes con céncer
ginecoldgico

Tipos de cancer ginecolégico
Caracteristicas Total p valor *
CESC ov UCEC ucC

Numero de
pacientes n (%)

Edad (afios)

1499 (100) 307 (20.5) 587 (39.2) 548 (36.6) 57 (3.8)

mediana (iqr) 60 (50.5 - 69) 46 (38 - 57) 59 (51 - 68) 64 (57 - 71) 68 (62 - 76) <0.001
IMC kg/m?
Mediana (iqr) 30.1(24.9-365)  26.7(22.7 - 32.5) - 32.3(264-39.0)  28.2(24.0-32.9)
Menopausia n (%) 809 (100) 237 (29.3) - 517 (63.9) 55 (6.8) <0.001
premenopausica 160 (19.8) 125 (52.7) - 35(6.8) -
postmenopausica 586 (72.4) 84 (35.4) - 448 (86.6) 54 (98.2)
perimenopausica 43 (5.3) 25 (10.6) - 17 (3.3) 1(1.8)
indeterminada 20 (2.5) 3(1.3) - 17 (3.3) -
(F;j:)adio clinico n 1487 (100) 300 (20.2) 582 (39.1) 548 (36.8) 57 (3.8) <0.001
Etapa | 544 (36.6) 163 (54.3) 17 (2.9) 342 (62.4) 22 (38.6)
Etapa Il 113 (7.6) 26 (8.7) 30 (5.2) 52 (9.5) 5(8.8)
Etapa Il 680 (45.7) 90 (30.0) 446 (76.6) 124 (22.6) 20 (35.1)
Etapa IV 150 (10.1) 21(7.0) 89 (15.3) 30 (5.5) 10 (17.5)
Estado OS n (%) 1497 (100) 307 (20.5) 585 (39.1) 548 (36.6) 57 (3.8) <0.001
Vivo 950 (63.5) 235 (76.6) 236 (40.3) 457 (83.4) 22 (38.6)
Muerto 547 (36.5) 72 (23.4) 349 (59.7) 91 (16.6) 35 (61.4)
Estado DFS n (%) 1295 (100) 267 (20.6) 499 (38.5) 507 (39.2) 22 (1.7) <0.001
en';;?;fe‘ijz ] 776 (59.9) 219 (82.0) 137 (27.4) 398 (78.5) 22 (100)
F;fg::reesggeo’ 519 (40.1) 48 (18.0) 362 (72.6) 109 (21.5) 0(0.0)

* Nota: el valor de p se calcul6 utilizando la prueba exacta de Fisher y la prueba de Chi2 en las variables categoricas;
en las variables discretas se utilizd la prueba de Kruskal Wallis.

CESC: Cancer cervical de células escamosas y adenocarcinoma endocervical, OV: Cistoadenocarcinoma seroso
ovarico, UCEC: Carcinoma de endometrio del cuerpo uterino, UC: Carcinosarcoma Uterino.

(-) Sin datos
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5.3.3. Caracteristicas generales de los pacientes con céncer ginecolégico

admitidos en el INEN, Peru

Se realiz6 una basqueda electronica en las bases de datos del Instituto Nacional
de Enfermedades Neoplasicas (INEN) y PUBMED para obtener informacion
clinicopatoldgica y demogréfica de pacientes con cancer ginecologico en Perd.

Se escogieron tres estudios que consideraban la informacion clinicopatoldgica
(estadio FIGO, tipo histolégico y sobrevida global) y demografica (edad) de
pacientes con cancer ginecoldgico (Tabla 4). Estos estudios fueron de analisis
observacional y consideraron a 335 participantes con cancer de ovario y 8217
participantes con céancer cervical, también se describié las principales
caracteristicas metodoldgicas de cada estudio (Tabla 4).

El estudio de Alcarraz C, et al., incluyd pacientes peruanas tratadas con
quimioterapia neoadyuvante con carboplatino (AUC 6 mg/ml/min) y paclitaxel
(80 mg/m2semanal) seguido de citorreduccion de intervalo (CCI), durante el
periodo 2010-2014. Se observé que las mujeres que alcanzaron la CCl, tuvieron
una mediana de edad de 59 afios, con estadio FIGO mas frecuentes de 111C
(63.4%). Se reportd que el tipo histoldégico mas frecuente fue el adenocarcinoma
seroso de alto grado (90.2%) y la sobrevida global a los 12, 24 y 36 meses fue
en 91,1 %, 80,8 % y 75,0 %, respectivamente (Tabla 4).

Por otro lado, el estudio de Urritia C, et al., evalud la frecuencia y factores
asociados al compromiso parametrial (CP) en pacientes con cancer de cérvix de
estadio 1B-1, sometidas a histerectomia radical (HR) durante septiembre del
2007 y agosto del 2012. El estudio mostrd que las pacientes sometidas a HR

tuvieron una edad media de 44.3 afios, ademas, el tipo histolégico con mayor
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frecuencia fue el epidermoide (carcinoma de células escamosas) (74.3%). No se
evaluo anélisis de sobrevida global en el estudio (Tabla 4).

Finalmente, el estudio de Ruiz R, et al, determind las caracteristicas clinicas,
histoldgicas y los factores pronosticos del cancer cervical (CC) en pacientes de
35 afios de edad 0 menos, entre el 2008 y el 2012. Se observo que 449 pacientes
tenian una edad media de 32 afios, siendo el grupo etario de 30-35 afios el mas
frecuente (78,9%). El estadio FIGO mas frecuente fue el estadio Il (48.7%) y el
tipo histoldgico con mayor frecuencia fue el carcinoma de células escamosas
(84. 9%). En relacién a la sobrevida global a 5 afios por estadio fue del 90,9%,
57,5%, 42,7% y 13,3% para los estadios I, I, 11l y 1V, respectivamente (Tabla

4).
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Tabla 4. Caracteristicas generales de los pacientes con cancer ginecoldgico admitidos en el INEN, Pera.

Estudio observacional de una serie de casos retrospectivo

Periodo de

Caracteristicas identificadas en la poblacion

Clinico-patolégicas

Estudio estudio Numero de Edades  Tipode Elegibilidad del Demograficas
(afios) PRI (afios) cancer [REMEEICEm Edad (afios) Estadio FIGO  Tipo histolégico Sobrevida
frecuencia (%) frecuencia (%) global (OS)
Inclusion:
14 afios a mas, histologia de
cancer de ovario epitelial
avanzado, estadio Il y IV, La OS con
quimioterapia neoadyuvante a n =41 citorreduccion
base de paclitaxel a dosis densa y n =41 n =41 Adenocarcinoma Optima a los 12,
Alcarraz , . carboplatino. . - Seroso: 24y 36 meses
Cotal, W4 3 l4amis  Owrio  g,en 27 e MOXEO 50y fueen 91,1 %
(113) Cirugia de  citorreduccion ' ' ' Otros: 80,8%y 75,0
primaria 0 con tratamiento con 4 (9.6) %,
quimioterapia neoadyuvante a respectivamente
dosis convencionales o aquellas
que recibieron quimioterapia en
otra institucion
Estudio observacional transversal analitico
Caracteristicas identificadas en la poblacion
o mod9de Nimerode  Edades  Tipode Elegibilidad del Demogréficas Clinico-patoldgicas
(afios) participantes (afios) e participante Edad (afios) Estadio FIGO  Tipo histolégico ~ Sobrevida
frecuencia (%) frecuencia (%) global (OS)
Inclusion: Epidermoide:
Informacién clinico - patolégica Spidermolde.
" . _ 159 (74.3)
Urritia C, completa, sometidas a HR (clase n=214 IB-1: Adenocarcinoma:
etal. 2007-2012 214 NR Cervical Il 'y IllI) y linfadenectomia 21-69 ; YT NR
o’ . 214 (100) 49 (22.9)
(114) pélvica (media:44.3) Ad .
Exclusién: ACEN0escamoso.
6(2.8)

No cumple lo anterior
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Estudio de andlisis retrospectivo

Caracteristicas identificadas

Estudio Pig&%?ode Numero de Edades Tipo de Elegibilidad del Demograficas Clinico-patolégicas
~ articipantes afios cancer articipante - - PR .
(afios) P P ( ) P P Edad (afios) Estadio FIGO  Tipo histoldgico Sobrevida
frecuencia (%) frecuencia (%0) global (OS)
n =457
Carcinoma de
células escamosas:
388 (84.9)
Inclusion: n= 449 n= 449 Adenocarcinoma:
Pacientes con cancer cervical, Media: 32+ 3.4 |'_9 4.(20.9) 50 (11.0) 0S a5 afios:
Ruiz R 35 0 menor a (Ee)c(iglt:j;gn\"%) ggésf)?gn;’z) II: 219 (48.7) g:daerri:)nezg:mso 1:90,9%
’ B H . 1 . . . 0,
et al.(115) 2008-2012 8003 35 Cervical Historia clinica no disponible, 25-29 afios: :{}ZES(:E)Z?S.Z) 11 (2.4) II II|547257$
pacientes sin confirmacion de 72(16%) De-scono.ci do: 3 Tumores IV:13 ‘3%0
diagndstico y con lesiones 20-24 afios: 0.7) ) mesenquimales: e
preinvasivas del cuello uterino 24(5.3%) ' 5(1.1)
Neuroendocrino:
2 (0.4)
Miscel&neo:
1(0.2)

NR: No reportado, HR: histerectomia radical, FIGO: Sistema de clasificacion de la Federacién Internacional de Ginecologia y Obstetricia
La tabla muestra las principales caracteristicas clinico patoldgicas y demograficas de pacientes con cancer ginecoldgico en Pert (INEN).
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5.4.  Genes frecuentemente mutados y significativamente mutados

Con el interés de identificar genes mutados con altas frecuencias (FMGs, genes
frecuentemente mutados) y los genes significativamente mutados (SMGs, mutacion
puntual solamente) en cada tipo de cancer ginecoldgico, se condujo un anélisis de
MutSig 2CV v3.1 a través del portal web Broad GDAC Firehose. Este recurso
considera los genomas completos de las muestras de tejido canceroso comparadas
con el tejido normal, informacion que es tomada de los proyectos TCGA.

Se observé que el nimero de pacientes (n) por estudio y el nimero de muestras
difiere de los valores reportados en CBioPortal (Tabla 2). El tamafio de muestra
utilizado para el anélisis de genes significativamente mutados (SMGs) fue el
siguiente: 194 pacientes analizados para CESC, 466 para OV, 248 para UCEC y 57
para UCS (Tabla 5). La razon es que no todas las muestras biol6gicas de los sujetos
participantes fueron utilizadas para la investigacion de genoma completo.

Los SMGs presentaron un valor g < 0.05 (resaltados en negrita en la Tabla 5).
Asi, en CESC se identificaron 3 SMGs incluyendo KMT2C, KMT2D y EP300
mientras que en UCEC se encontraron 3 SMGs (ATM, EP300 y CDK17). Todos
los SMGs identificados codifican a proteinas modificadoras de histonas. No se
identificaron SMGs en OV y UCS debido a que presentaron valores g > 0.05.
Por otro lado, basandonos en el analisis de Mutsig2CV y considerando valores de
p < 0.05, se identificaron en total 44 FMGs en las neoplasias ginecoldgicas. Asi,
identificamos 26 genes con 748 mutaciones puntuales en UCEC, seguido de 8 genes
con 145 mutaciones puntuales en CESC, 8 genes con 58 mutaciones puntuales en

OV y finalmente 2 genes con 4 mutaciones puntuales en UCS (Figura 12 y 13). Del
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total de FMGs en los cuatro canceres ginecoldgicos, 30 genes se identificaron como
modificadores de histonas, presentes en CESC, OV, UCS y UCEC (Figura 13),
mientras que solo dos genes se identificaron como reguladores de la metilacion del
ADN (DNMT1y DNMT3B), ambos presentes en UCEC.

En total, para CESC, OV, UCEC y UCS, se identificaron 955 mutaciones
puntuales, siendo la mayoria de ellas alteraciones con pérdida de sentido (n=562).
En menor cantidad se identificaron otros tipos de mutaciones incluyendo de cambio
de marco de lectura (n=155), silenciosas (n=145), sitio de empalme (n=48),
inserciones-deleciones, indels (n=37) y no codificantes (n=8) (Figura 12 y Tabla 5).
Cabe destacar que 3 genes codificantes para enzimas implicadas en la metilacion
y acetilacion de lisina (KMT2D, KMT2C y EP300) y fosforilacion de serina /
treonina (ATM), fueron cominmente mutados en CESC y UCEC. Mientras que
2 genes codificantes de enzimas implicadas en la acetilacion de lisina y
fosforilacion de serina / treonina (CREBBP y CDK17), fueron cominmente

mutados en OV y UCEC (Tabla 5).
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Figura 12. Recuento de mutaciones puntuales y genes frecuentemente mutados seguin el tipo de cancer
ginecoldgico. El gréafico de barras detalla el nimero de mutaciones puntuales y el nimero de genes frecuentemente

mutados (N) en CESC, OV, UCS y UCEC. n: nimero de pacientes analizados.

" CESC (n=8 genes) " OV (n=8 genes) " UCS (n=2 genes) * UCEC (n=26 genes)

Figura 13. Mapa de arbol de los genes frecuentemente mutados segun el tipo de cancer ginecolégico. Cada
rectangulo contiene el nombre de los genes afectados y el nimero de mutaciones totales de manera proporcional

a su area.
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Tabla 5. Genes frecuentemente mutados en canceres ginecoldgicos evaluados
por MutSig 2CV

Tipo de mutaciones =2 g 2
. 55 o5
@ No silenciosas z § 5 88 5
Tipo de Simbolo del S 8 £28|5 ‘g o
(&} < L n
Cancer Gen = 2 S 3 s 3o So5| S
5] c == 2 o £ @ 85%| 55%
3 2 S5 3 23 3 ® 2 - =
o | » S o © 3 £ £ 122 |28
z 8=° a o° z g zg
KMT2D* 0 8 16 14 3 2 22 35
EP300* 0 1 12 11 3 0 21 22
KMT2C* 0 1 11 23 1 2 29 35
CESC (n=194) BAP1 0 0 0 4 0 0 4 3
KDM6A 0 0 8 2 2 0 6 12
ATM 0 0 9 1 0 1 11 10
DOTIL 0 1 4 1 1 0 6 6
PRMT7 0 0 2 0 1 0 2 3
CREBBP 0 1 5 1 2 3 11 11
NCOA3 0 1 3 0 0 2 5 5
KDM5C 0 1 5 0 0 3 8 8
KDM2A 0 0 5 0 0 0 5 5
DY (=43 CDK17 0 0 3 0 0 1 4 4
SETD2 0 0 4 2 1 0 7 7
SETDIA 0 2 4 2 1 0 7 7
RNF20 0 1 3 1 1 0 5 5
KDM4B 0 0 2 0 0 1 3 3
LES () HAT1 0 0 0 0 0 1 1 1
ATM* 0 9 37 13 4 3 29 54
KMT2D 0 11 49 4 1 3 33 57
KMT2C 0 16 44 9 3 1 26 55
KMT2B 0 12 42 7 1 3 30 51
ASH1L 0 11 34 5 2 1 23 38
ATR 0 6 29 5 1 4 23 39
CREBBP 0 8 28 3 0 2 22 30
EP300* 0 5 21 7 2 2 21 31
KMT2E 0 6 18 5 0 1 17 23
NAT10 0 2 16 3 0 0 16 19
CDK17* 0 2 12 3 1 0 14 16
USP16 2 3 13 1 1 0 13 13
UCEC (n=248) DNMT3B 0 5 10 3 2 0 13 15
EZH2 0 3 10 3 2 0 12 14
DNMT1 0 7 14 0 0 0 9 12
MAP3K20 2 4 12 1 1 0 12 14
PPM1D 0 3 8 5 0 0 11 11
LIMK2 2 1 9 3 1 0 12 11
GSK3B 0 3 9 3 1 0 9 13
KAT2B 0 0 9 2 1 0 10 11
KDM1B 1 3 10 1 1 0 12 10
PKN1 0 3 8 0 2 1 9 9
PARG 1 1 7 2 1 0 9 9
EZH1 0 4 5 4 1 0 7 9
BRCC3 0 0 7 1 1 0 8 9
SETD? 0 0 5 0 2 0 7 6

*Genes significativamente mutados (SMGs) con g < 0.05, n: nUmero de pacientes analizados en
la cohorte TCGA.
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5.5. Prediccion de los cambios en la estructura, estabilidad y funcion

proteica

Con el interés conocer el efecto dafiino o no de las variaciones de aminoacidos, se
analiz6 el cambio en la estructura tridimensional (3D) y funcién ocasionado por
mutaciones puntuales, en algunas proteinas, aplicando métodos computacionales.
Se eligieron tres proteinas incluyendo KMT2C, KMT2D y CREBBP. La eleccion
de las dos primeras considerd que ambas son codificadas por SMGs y con presencia
de gran numero de mutaciones con pérdida de sentido, en pacientes afectados en
cancer ginecolégico. En total, 55 mutaciones con pérdida de sentido fueron
observadas en KMT2C y 65 en KMT2D, ambos genes presentes en CESC y UCEC.
En tanto la eleccion de CREBBP se basé en que es una diana epigenética
accionable, cuya estructura 3D ha sido determinada con el fin de disefiar inhibidores
especificos (116). Un total, 33 mutaciones con pérdida de sentido fueron observadas
en CREBBP, presentes en OV y UCEC. A pesar de no ser codificada por un SMG,
CREBBP ha sido reconocido como un posible objetivo farmacolégico contra el
cancer debido a su participacion crucial en la activacion eficiente de la
transcripcion génica (116).

Biomuta predijo el impacto funcional de las sustituciones de aminoacidos, en cada
una de las tres proteinas elegidas. Para KMT2D, se obtuvo un total de 71 variantes
de aminoacidos en los tipos de cancer cervical y uterino. De estos, el 80. 3% (57)
de sustituciones de aminoacidos fueron predichas como “dafinas”, de los cuales el
63.2 % (36) afectaron familias o dominios proteicos (Figura 14 Ay B).
Similarmente, para KMT2C, se obtuvo un total de 70 variantes de aminoacidos en

los tipos de cancer cervical, ovarico y uterino. De estos, el 65.7 % (46) sustituciones
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de aminoécidos fueron predichas como “dafiinas”, de los cuales el 50 % (23)
afectaron familias o dominios proteicos (Figura 14 Ay B).

Finalmente, para CREBBP, se obtuvo un total de 44 variantes de aminoacidos en
los tipos de cancer cervical, ovérico y uterino. De estos, el 88.6 % (39) sustituciones
de aminoacidos fueron predichas como “daifiinas”, de los cuales el 49.6 % (17)

afectaron familias o dominios proteicos (Figura 14 Ay B).

A 80
2 71 (100 %) 70 (100 %)
14(19.7 %)
60
50
40
30
46
20 (65.7 %)
10
0
KMT2D KMT2C CREBBP
m# Dafiinos m™# Benignos
B KMT2D  [EECICERD 57(100%)
KMT2C 23(50%) 46(100%)
CREBBP 17(43.6%) 39 (100%)

0 10 20 30 40 50 60 70

® Familia y dominio  m Otra region

Figura 14. Porcentaje de mutaciones con pérdida de sentido en
KMT2C, KMT2D y CREBBP predichas por Biomuta. (A) Nimero
y porcentaje total de mutaciones con pérdida de sentido “dafiinas” y
“benignas” para cada proteina. (B) NUmero y porcentaje de mutaciones
con pérdida de sentido “dafiinas” segun su localizacion en la proteina.
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Las mutaciones predichas como dafiinas son aquellas que, debido al cambio en un
Unico nucledtido, provoca también un cambio de coddén que codifica para un
amino&cido diferente, afectando asi la funcion molecular de la proteina.

Para conocer si las mutaciones predichas como dafiinas presentaban también
cambios en la estabilidad energética de las proteinas, se estimo el cambio tedrico
de energia libre de Gibbs (AA G). De acuerdo al algoritmo de I-Mutant, si AAG<-
0.5 Kcal/mol, la mutacion se predice como desestabilizante para la proteina. Si -
0.5<=AAG<=0.5 Kcal/mol, la mutacion tendréa un efecto débil sobre la estabilidad
energética. Mientras que AAG>0.5 Kcal/mol sugieren mutaciones estabilizadoras.
De las 36 sustituciones de aminoacidos “dafiinas” para KMT2D, el 61.1% (22) se
predijeron como desestabilizadoras, mientras que el 38.9% (14) fueron predichas
como neutras (Figura 15 y Tabla 6). Asi mismo, de las 23 sustituciones de
aminoacidos ‘“dafiinas” para KMT2C, el 47.8 % (11) se predijeron como
desestabilizadoras, mientras que el 52.2% (12) fueron predichas como neutras
(Figura 15y Tabla 7). Finalmente, de las 17 sustituciones de aminoacidos “dafiinas”
para CREBBP, el 82.4 % (14) se predijeron como desestabilizadora mientras que
el 17.6% (3) fueron predichas como neutras (Figura 15 y Tabla 8). Ninguna
sustitucion fue predicha como estabilizadora en las mutaciones evaluadas para las

tres proteinas.
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40 36 (100%)
14 (38.9%)
75 23 (100%)

20 17 (100%)

15 3(17.6% Uzlez2)

CREBBP KMT2C KMT2D

B AA G desestabilizadora AA G neutra

Figura 15. Nimero y porcentaje de mutaciones con pérdida de sentido “daiiinas” que mostraron
cambios en la estabilidad energética de las proteinas KMT2C, KMT2D y CREBBP, predichas por
I-Mutant 3.0.

Con el interés de conocer si las mutaciones predichas como “dafiinas”, cambiaban
la exposicion al solvente en los aminoacidos afectados, se utiliz6 NetSurfp v10.1
(Tablas 6-8). La mayoria de las mutaciones predichas como dafiinas en KMT2D no
variaron la exposicion al solvente del residuo alterado, excepto en las mutantes
G1387A, L3591F y L4222P (Tabla 6). La mutacion G1387A modifico la
exposicion al solvente del residuo enterrado G1387 volviéndolo un residuo
expuesto al solvente (A1387), afectando al dominio Dedo Zinc (PHD-tipo 4) (Tabla
6). Igualmente, la mutacion L3591F modifico la exposicion al solvente del residuo
expuesto L3591 volviéndolo un residuo enterrado (F3591), afectando el dominio
de la region espiral (Tabla 6). Por su parte, la mutacion L4222P  modifico la
exposicion al solvente del residuo expuesto L4222 volviéndolo un residuo
enterrado (P4222), afectando el motivo 3 LXXLL (Tabla 6). Cabe mencionar que

las mutaciones G1387A y L3591F ademas de presentar cambios en la exposicién
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al solvente, también fueron predichas como desestabilizadoras a nivel energético.
Solo la mutacion L4222P predicha como neutra a nivel energético no presentd
cambios en la exposicion al solvente.

Ninguna de las sustituciones predichas como dafiinas en KMT2C vari6 la
exposicion al solvente del residuo alterado (Tabla 7). Una de las variantes predicha
como dafiina (S4850L) involucrd un residuo en el dominio funcional SET (Tabla 7
Figura 17). Este dominio es responsable de la actividad de metilacion especifica de
lisina en la histona H3 (117) .Sin embargo, la mutacion S4850L fue predicha como
“neutra” en términos energeéticos.

Ninguna de las sustituciones en CREBBP vario la exposicion al solvente del residuo
alterado (Tabla 8). Por otro lado, algunas variantes predichas como dafiinas en
CREBBP involucraron residuos en dominios funcionales. Asi, las mutaciones
L1338S, F1345C, R1392Q, G1404V, 11437M, F1439L, 11471M, P1488R, 11515M,
D1543H, V1634A y R1682C afectaron el dominio HAT-KAT11 en CREBBP
(Tabla 8 y Figura 18). Este dominio cumple un rol importante en la acetilacion de
histonas y estd asociado con la union del cofactor acetil-coenzima A (Ac-CoA)
(118). De estas mutaciones, L1338S, F1345C, R1392Q, 11437M, F1439L,, 11471M,
P1488R, 11515M, D1543H, V1634A y R1682C fueron desestabilizadoras, mientras
que G1404V fue predicha neutra.

Las mutaciones dafiinas en las 3 proteinas incluidas en el estudio estructural pueden
afectar a la red de contactos de dichos factores. Para investigar ello, se determin6
el interactoma de las 3 proteinas por separado, usando STRING v10.5. Se observd
que KMT2D y KMT2C formaron una red funcional significativa con 21 genes (p-

valor < 1.0e-16) (Figura 16A & 17A, respectivamente). La red PPI, revel6 que
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KMT2D estd relacionado con proteinas con actividad histona-lisina N-
metiltransferasa, transcripcion de la region reguladora de union al ADN y unién a
factores de transcripcion (CREB1, EP300, HIF1A, MEF2A, NCOA6, NCOR1,
RARA, SETD1A, SIN3A y TP53) (Figura 16A).

El interactoma de KMT2C mostrd que formaba una red funcional significativa con
21 genes (p-valor < 1.0e-16), incluido KMT2D (Figura 17A). La red PPI reveld
que KMT2C esta relacionada con proteinas con actividad histona-lisina N-
metiltransferasa, transcripcion de la region reguladora de union al ADN y actividad
histona metiltransferasa, especifica de H3K4 (Figura 17A).

Finalmente, para CREBBP se observo que formaban una red funcional significativa
con 21 genes (p-valor = 5.75e-14) (Figura 18A). Los resultados obtenidos
mostraron que CREBBP esté relacionada con proteinas involucrados en funciones
moleculares como la unién a factores de la transcripcion y union a proteinas

incluida la proteina supresora de tumores p53 (Figura 18A).
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Tabla 6. Mutaciones puntuales predichas “dafiinas” en KMT2D, incluyendo el cambio de estabilidad de cada mutante y cambio de
accesibilidad al solvente.

L PolyPhen NetSurP-1.1 . i
Mutacion - | Mutant 3.0 Familia y Dominio
(Biomuta 4.0) AA Naturaleza RSA ASA Puntuacion Z  Asignacion
L2051 0.912 Desestabilizadora L No polar 0.138 25.231 0.384 Enterrado - -
[ No Solar 0.142 26.27 0.332 Enterrado Dedo Zinc (PHD-tipo 1)
R466C 0.925 Desestabilizadora R Bésicos 0.594 135.957 -1.369 Expuesto Region15 X 5 AA
C Polar (sin carga) 0.457 64.163 -0.973 Expuesto repeticiones de S/P-P-P-E/P-E/A [/
P496L 0.48 Neutro P No polar 0.52 73.816 -0.976 Expuesto Regionl15 X 5 AA
L No polar 0.53 97.135 -0.793 Expuesto repeticiones de S/P-P-P-E/P-E/A [/
E568G 0.963 Desestabilizadora E Acidos 0.604 105.554 -0.636 Expuesto Region15 X 5 AA
G Polar (sin carga) 0.587 46.228 -0.676 Expuesto repeticiones de S/P-P-P-E/P-E/A [/
P1093L 1 Neutro P No polar 0.544 77.137 -1.089 Expuesto Rico Pro
L No polar 0.457 83.64 -1.357 Expuesto
P1309L 1 Neutro P No polar 0.502 71.22 -1.588 Expuesto Rico Arg
L No polar 0.551 100.815 -1.462 Expuesto
R1312H 1 Desestabilizadora R Bésicos 0.557 127.53 -0.879 Expuesto Rico Arg
H Basicos 0.596 108.376 -1.151 Expuesto
E1355K 0.457 Desestabilizadora E Acidos 0.726 126.832 -0.484 Expuesto Rico Poly
K Baésicos 0.585 120.376 -1.229 Expuesto
G1387A 1 Desestabilizadora G Polar (sin carga) 0.298 23.413 -2.133 Enterrado . .
A No polar 0.34 37.457 -2.157 Expuesto Dedo Zinc (PHD-tipo 4)
L2113P 0.911 Desestabilizadora L No polar 0.647 118.447 -2.416 Expuesto Rico Pro
P No polar 0.469 66.579 -1.863 Expuesto
A2329T 0.993 Desestabilizadora A No polar 0.528 58.164 -1.362 Expuesto Rico Pro
T Polar (sin carga) 0.51 70.751 -1.672 Expuesto
Q2337E 0.996 Neutro Q Polar (sin carga) 0.495 88.496 -1.337 Expuesto Rico Pro
E Acidos 0.545 95.229 -1.227 Expuesto
P2340S 0.982 Desestabilizadora P No polar 0.449 63.77 -1 Expuesto Rico Pro
S Polar (sin carga) 0.512 59.96 -1.522 Expuesto
R2692W 1 Neutro R Baésicos 0.518 118.576 -0.908 Expuesto L .
W No polar 0.486 116007 -1.314 Expuesto Region Espiral
R2975H 0.999 Desestabilizadora R Basicos 0.615 140.766 -0.533 Expuesto Rico Pro
H Bésicos 0.622 113.087 -0.291 Expuesto
P3381T 0.787 Desestabilizadora P No polar 0.401 56.859 -2.231 Expuesto Rico GIn
T Polar (sin carga) 0.43 59.599 -2.901 Expuesto
L3591F 1 Desestabilizadora L No polar 0.287 52.586 -0.735 Expuesto L .
F No polar 0.266 53.366 -0.787 Enterrado ___~c9ion Espiral
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L PolyPhen NetSurP-1.1 - -
Mutacion (Biomuta 4.0) By AA Naturaleza RSA ASA Puntuacién Z Asignacion Familia y Dominio
L4222P 0.998 Neutro L No polar 0.33 60.405 -1.605 Expuesto . .

P No polar 0.228 32.41 -2.378 Enterradg _ -XXLL motivo 3/Rico Gln
R4229W 1 Neutro R Basicos 0.39 89.196 -1.817 Expuesto .
W No polar 0.374 89.851 -1.613 Expuesto LXXLL motivo 3
T4570A 0.682 Desestabilizadora T Polar (sin carga) 0.39 54.024 -0.932 Expuesto -
A No polar 0.417 45.942 -1.332 Expuesto LXXLL motivo 6
K4810T 0.999 Desestabilizadora K Bésicos 0.541 111.325 0.068 Expuesto .
T Polar (sin carga) 0.547 75.924 0.035 Expuesto LXXLL motivo 6
D4973H 0.976 Neutro D Acidos 0.631 90.927 -0.464 Expuesto - -
H Basicos 0.567 103.192 -0.238 Expuesto LXXLL motivo 6 / Rico Pro
R5030H 1 Desestabilizadora R Bésicos 0.173 39.709 0.434 Enterrado . .
H Bésicos 0.221 40.254 0.162 Enterrado Dedo Zinc (C2HC pre-PHD-tipo 2)
D5044N 1 Desestabilizadora D Acidos 0.561 80.84 -0.707 Expuesto . -
N Polar (sin carga) 0.558 81.691 -0.851 Expuesto Dedo Zinc (CZHC pre-PHD-tipo 2)
R5106C 1 Desestabilizadora R Basicos 0.331 75.707 0.111 Expuesto . g
C Polar (sin carga) 0.331 46.458 -0.104 Expuesto Dedo Zinc (PHD-tipo 7)
F5125L 0.999 Desestabilizadora F No polar 0.091 18.244 -0.155 Enterrado . .
L No polar 0.081 14.831 0.06 Enterrado Dedo Zinc (PHD-tipo 7)
D5279Y 0.996 Neutro D Acidos 0.373 53.807 -0.016 Expuesto - tarmmi
Y Polar (sin carga) 0.415 88.707 0.162 Expuesto Dominio FYR C-terminal
G5428D 1 Desestabilizadora G Polar (sin carga) 0.107 8.445 -0.328 Enterrado Dominio SET
D Acidos 0.113 16.24 -0.444 Enterrado
E5434K 1 Neutro E Acidos 0.313 54.751 0.427 Expuesto -
K Bésicos 0.32 65.721 0.566 Expuesto Dominio SET
D5462H 1 Neutro D Acidos 0.089 12.81 -0.406 Enterrado .
H Basicos 0.096 17.481 -0.178 Enterrado Dominio SET
T5464M 1 Neutro T Polar (sin carga) 0.124 17.143 0.203 Enterrado -
M No polar 0.111 22.151 0.061 Enterrado Dominio SET
K5493N 1 Desestabilizadora K Basicos 0.149 30.567 1.493 Enterrado Dominio SET
N Polar (sin carga) 0.169 24.698 1.257 Enterrado
R5501Q 1 Desestabilizadora R Basicos 0.459 105.134 0.412 Expuesto Dominio SET
Q Polar (sin carga) 0.468 83.585 0.403 Expuesto
D5511A 1 Neutro D Acidos 0.248 35.78 -0.992 Enterrado -
A No polar 0.233 25.71 -1.025 Enterrado Dominio SET
H55210 0.999 Neutro H Bésicos 0.424 77.071 0.784 Expuesto - -~
Q Polar (sin carga) 0.439 78.405 0.811 Expuesto Dominio Post-SET
M5536T 0.998 Desestabilizadora M No polar 0.214 42.841 -0.961 Enterrado . ~
T Polar (sin carga) 0.231 32.012 -1.219 Enterrado Dominio Post-SET

RSA: Area de superficie relativa, ASA: Area de superficie accesible por solvente.
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Figura 16. Localizacion de variantes “con pérdida de sentido" en KMT2D y su red de PPI. (A) Red de interaccién proteina-proteina de KMT2D mediante STRING,
se analizaron 21 nodos con 135 aristas y 12.9 como grado promedio de nodos, p-valor < 1.0e-16. (B) Estructura 3D de la proteina KMT2D mostrando 7 mutaciones en los
dominios SET y 2 mutaciones en el dominio Post-SET. C) Localizacién de los dominios proteicos de KMT2D detallado por color.
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Tabla 7. Mutaciones puntuales predichas “dafiinas” en KMT2C, incluyendo el cambio de estabilidad de cada mutante y cambio de
accesibilidad al solvente.

PolyPhen NetSurP-1.1
Mutacion (B'ZE)Uta | Mutant 3.0 AA  Naturaleza del AA RSA ASA Puntaje Z Asignacion Rl el
E300D 0.998 Neutro E  Acidos 0.497 86.739 -0.907 Expuesto . .
D Acidos 0431  62.064 -0.813 Exguesto Dedo Zinc PHD-tipol
Y366S 0.999 Desestabilizadora Y  Polar (sin carga) 0.229 48.937 -0.14 Enterrado . . .
S Polar (sin carga) 0.278 32.546 0.293 Enterrado Dedo Zinc PHD-tipo 2/tipo RING
K431R 0.543 Neutro K  Basicos 0.364 74.813 0.866 Expuesto . .
R Baésicos 0.374  85.623 0.878 Expuesto Dedo Zinc PHD-tipo 3
D1732G 1 Desestabilizadora D  Acidos 0.473 68.217 -1.867 Expuesto rico en GIn
G Polar (sin carga) 0.501 39.468 -1.908 Expuesto
Q1782P 0.999 Neutro Q  Polar (sin carga) 0.458 81.71 -1.614 Expuesto L . .
P Nopolar (hidrofébico) 0512  72.653 -1.462 Expuesto Region Espiral /rico en Gln
R1906Q 1 Desestabilizadora R Bésicos 0.486 111.271 -1.386 Expuesto Rico en Pro
Q  Polar (sin carga) 0.467 83.442 -1.355 Expuesto
P2101A 0.91 Desestabilizadora P No polar (hidrofébico) 0.325 46.089 -2.58 Expuesto Rico en Pro
A No polar (hidrofébico) 0.368 40.543 -1.901 Expuesto
S2146Y 0.828 Neutro S Polar (sin carga) 0.472 55.272 -1.806 Expuesto Rico en Pro
Y  Polar (sin carga) 0.437 93.301 -1.992 Expuesto
R2454K 0.994 Desestabilizadora R Bésicos 0.47 107.653 -2.031 Expuesto Rico en Pro
K  Basicos 0.591 121.589 -2.055 Expuesto
R2524K 0.816 Desestabilizadora R Basicos 0.517 118.485 -1.397 Expuesto Rico en Pro
K Bésicos 0.494 101.513 -1.479 Expuesto
H2590R 0.454 Neutro H Basicos 0.351 63.901 -1.649 Expuesto Rico en Pro
R  Baésicos 0.43 98.378 -1.601 Expuesto
L3053l 0.999 Desestabilizadora L No polar (hidrofébico) 0.243 44.475 -0.587 Enterrado Rico en GIn
| No polar (hidrofébico) 0.261 48.322 -0.476 Enterrado
L3058l 0.999 Neutro L No polar (hidrofébico) 0.229 42.021 -1.421 Enterrado Regi6n Espiral / rico en GIn
| No polar (hidrofébico) 0.225 41.625 -0.627 Enterrado
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PolyPhen NetSurP-1.1
Rt e (Blgrg)uta HLaBIE s AA  Naturaleza del AA RSA ASA Puntaje Z  Asignacion FErmIEy D
Q3147H 0.992 Desestabilizadora Q  Polar (sin carga) 0.458 81.781 -1.832 Expuesto Rico en Gin
H Bésicos 0.342 62.228 -1.874 Expuesto
D3152Y 1 Neutro D  Acidos 0.713  102.686 -1.97 Expuesto Rico en Gin
Y  Polar (sin carga) 0.668  142.858 -2.085 Expuesto
V3307M 0.991 Neutro V  No polar (hidrofébico) 0.396 60.881 -2.196 Expuesto Rico en GIn v Pro
M No polar (hidrofébico) 0.437 87.484 -1.916 Expuesto y
P3473Q 0.992 Neutro P No polar (hidrofébico) 0.355 50.318 -1.977 Expuesto Rico en Gln
Q  Polar (sin carga) 0.446 79.656 -2.444 Expuesto
D4423Y 1 Neutro D  Acidos 0.592 85.35 -1.799 Expuesto . .
Y  Polar (sin carga) 0.536  114.522 -1.829 Expuesto Dedo Zinc C2HC pre-PHD-tipo 2
A4488T 1 Desestabilizadora A No polar (hidrofébico) 0.035 3.857 -1.275 Enterrado . L
T Polar (sin carga) 0.046 6.352 -0.297 Enterrado Dedo Zine PHD-tipo 8
A4488V 1 Neutro A No polar (hidrofébico) 0.035 3.857 -1.275 Enterrado . L
V  No polar (hidrofébico) 0.034 5.303 -1.052 Enterrado Dedo Zinc PHD-tipo 9
R4584Q 1 Desestabilizadora R Basicos 0.094 21.618 0.082 Enterrado - .
Q  Polar (sin carga) 0.093  16.592 0.129 Enterrado Dominio FYR N-terminal
R4584W 1 Desestabilizadora R  Baésicos 0.094 21.618 0.082 Enterrado - .
W No polar (hidrofébico) 0.086  20.635 -0.299 Enterrado Dominio FYR N-terminal
S4850L 1 Neutro S Polar (sin carga) 0.119 13.97 -0.583 Enterrado Dominio SET
L No polar (hidrofébico) 0.117 21.478 -0.505 Enterrado

RSA: Area de superficie relativa, ASA: Area de superficie accesible por solvente.
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Figura 17. Localizacion de variantes “con pérdida de sentido" en KMT2C y su red de PPI (A) Red de interaccion proteina-proteina de KMT2C mediante STRING, se analizaron 21 nodos
con 133 aristas y 12.7 como grado promedio de nodos, p-valor < 1.0e-16. (B) Estructura 3D de la proteina KMT2C mostrando la mutacion S4850L en el dominio SET.(C) Localizacién de los

dominios proteicos de KMT2C detallado por color.
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Tabla 8. Mutaciones puntuales predichas “daiiinas” en CREBBP, incluyendo el cambio de estabilidad de cada mutante y cambio de
accesibilidad al solvente

. - NetSurP-1.1 . .
Mutacion PolyPhen (Biomuta 4.0) | Mutant 3.0 AA  Naturaleza del AA RSA ASA BT e i eion Familia y Dominio
A259T 0.998 Neutro A No polar (hidrofébico) 0.139 15.318 -2.153 Enterrado Interaccion con SRCAP
T Polar (sin carga) 0.136 18.863 -1.566 Enterrado
R625H 1 Desestabilizadora R Bésicos 0.372 85.234 -1.341 Expuesto Dominio KIX
H Bésicos 0.454 82.601 -1.091 Expuesto
G1246D 1 Desestabilizadora G Pplar (sin carga) 0.552 43.474 -1.446 Expuesto rico en Cys/His
D Acidos 0.565 81.373 -1.352 Expuesto
R1319Q 0.997 Desestabilizadora R Bésicos 0.38 86.928 -0.065 Expuesto rico en Cys/His
Q Polar (sin carga) 0.377 67.404 0.093 Expuesto
L1338S 0.996 Desestabilizadora L No polar (hidrofébico) 0.033 6.042 0.086 Enterrado Dominio CBP/p300-type HAT / rico en
S Polar (sin carga) 0.034 3.985 -0.045 Enterrado Cys/His
F1345C 1 Desestabilizadora F No polar (hidrofébico) 0.142 28.459 0.871 Enterrado Dominio CBP/p300-type HAT / rico en
C Polar (sin carga) 0.159 22.338 0.59 Enterrado Cys/His
R1392Q 0.999 Desestabilizadora R Bésicos 0.216 49.487 0.189 Enterrado . .
Q Polar (sin carga) 0.217 38.685 0.179 Enterrado CBP/p300-type HAT / rico en Cys/His
G1404V 1 Neutro G Polar (sin carga) 0.47 36.965 -0.278 Expuesto Dominio CBP/p300-tipo HAT / rico en
\ No polar (hidrofébico) 0.498 76.619 -0.1 Expuesto Cys/His
11437M 0.986 Desestabilizadora | No polar (hidrofébico) 0.091 16.909 0.237 Enterrado Dominio CBP/p300- tipo HAT /  rico en
M No polar (hidrofébico) 0.091 18.189 0.22 Enterrado Cys/His
F1439L 0.996 Desestabilizadora F No polar (hidrofébico) 0.201 40.361 -0.284 Enterrado Dominio CBP/p300- tipo HAT / rico en
L No polar (hidrofébico) 0.199 36.51 -0.361 Enterrado Cys/His
11471M 0.997 Desestabilizadora | No polar (hidrofébico) 0.018 3.293 1.065 Enterrado Dominio CBP/p300- tipo HAT/
M No polar (hidroféhico) 0.018 3.542 1.063 Enterrado Interaccion con TRERF1 /rico en
P1488R 1 Desestabilizadora P No polar (hidrofébico) 0.094 13.282 -0.086 Enterrado Dominio CBP /p300- tipo HAT /
R Bésicos 0.102 23.312 -0.1 Enterrado Interaccion con TRERF1
11515M 0.997 Desestabilizadora | No polar (hidrofébico) 0.083 15.392 0.803 Enterrado Dominio CBP/p300- tipo HAT /
M No polar (hidrofébico) 0.084 16.788 0.779 Enterrado Interaccién con TRERF1
D1543H 1 Desestabilizadora D Acidos 0.375 54.023 -1.374 Expuesto Dominio CBP/p300- tipo HAT /
H Bésicos 0.379 68.867 -1.384 Expuesto Interaccion con TRERF1
V1634A 0.997 Desestabilizadora \Y No polar (hidrofébico) 0.142 21.779 0.633 Enterrado Dominio CBP/p300- tipo HAT /
A No polar (hidrofébico) 0.126 13.896 0.331 Enterrado Interaccién con TRERF1
R1682C 1 Desestabilizadora R Bésicos 0.247 56.471 -0.232 Enterrado Dominio CBP/p300- tipo HAT /
C Polar (sin carga) 0.25 35.03 -0.273 Enterrado Interaccién con TRERF1
AL1782T 0.999 Neutro A No polar (hidrofébico) 0.027 2.931 -0.354 Enterrado Dedo de Zinc TAZ-tipo2 / Interaccion
T Polar (sin carga) 0.026 3.676 -0.386 Enterrado con TRERF1

RSA: Area de superficie relativa, ASA: Area de superficie accesible por solvente.
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Funcién Molecular(GO):

. Union al factor de transcripeion

. Unién a enzimas

Figura 18. Localizacion de variantes “con pérdida de sentido" en
CREBBP (proteina de unién a CREB) y su red de PPI. (A) Red de
interaccion proteina-proteina de CREBBP mediante STRING, se
analizaron 21 nodos con 102 aristas y 9.71 como grado promedio de
nodos, p-valor = 5.75e-14 (B) Estructura 3D de la proteina KMT2C
mostrando 12 mutaciones en el dominio HAT_KAT11 (C) Estructura
del dominio proteico de CREBBP indicada por color.

. Unién al factor de transcripeion unido al ADN
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5.6.  Alteraciones en el nUmero de copias (CNASs)

Las CNAs presentes en cada cancer ginecologico fueron identificadas aplicando un

andlisis GISTIC 2.0. En conjunto, para CESC, OV, UCS y UCEC, identificamos

un total de 86 genes que presentaron amplificaciones y/o deleciones, de manera

significativa (valor Q < 0.05). Las CNAs afectaron a 26 genes en UCEC ,25 genes

en CESC, 22 genes en OV y 13 genes en UCS (Tabla 9).

Las deleciones estuvieron presentes con mas frecuencia en pacientes con UCS

(85%), seguido de CESC (80%), UCEC (73%) y finalmente OV (59%). Por otro

lado, las amplificaciones estuvieron presentes con mayor frecuencia en OV (41%),

seguido de UCEC (27%), CESC (20%) y finalmente UCS (15%) (Figura 19).

CESC(n=295)

UCEC(n=539)

= Deleciones

OV(n=579)

e

UCS(n=56)

@0

= Amplificaciones

86

Figura 19. Porcentaje de genes que
presentaron CNAs segun el tipo de cancer
ginecoldgico. Los genes presentaron
amplificaciones y deleciones identificadas por
GISTIC 2.0 (valor Q <0.05). CESC: Carcinoma
de  células escamosas  cervicales Yy
adenocarcinoma endocervical, ov:
Cistadenocarcinoma seroso ovarico, UCS:
Carcinosarcoma uterino, UCEC: Carcinoma
Endometrial del Cuerpo Uterino, n= NUmero
total de pacientes analizados.



Se identificaron genes compartidos con CNAs entre 3 tipos de cancer ginecolégico,
mostrando distinta alteracién entre un tipo de cancer y otro. Asi, los genes CDKS5,
EZH2, HDAC4 y KMT2C presentes en CESC, OV y UCEC (Figura 20A),
mostraron deleciones en CESC y UCEC mientras que tres de ellos (CDK5, EZH2
y KMT2C) mostraron amplificaciones en OV (Tabla 9). Por otro lado, los genes
PRDM2 y HDAC10 presentaron deleciones entre los grupos de CESC, UCEC y
UCS (Figura 20 Ay Tabla 9).

Se encontraron 17 genes con amplificacion exclusiva de cada cancer ginecolégico.
Asi, 7 genes fueron exclusivos de OV, 5 genes de UCEC ,3 genes de CESC y
finalmente, 2 genes de UCS (Figura 20 B). Ademas, al evaluar las similitudes entre
las neoplasias, se encontr6 que los genes KAT6A, BRCC3 y SETDB1 estuvieron
comunmente amplificados en los grupos de UCEC y OV; CESCy OV, y CESCy
UCEC, respectivamente (Figura 20 B). No se evidenciaron genes cominmente
alterados por amplificacion entre 3 tipos de cancer ginecoldgico.

Por otro lado, se encontr6 26 genes con delecion exclusiva de cada cancer
ginecologico. Asi, 11 genes fueron exclusivos de CESC, 8 genes de OV ,4 genes de
UCEC y 3 genes de UCS (Figura 20 C). Ademas, al evaluar las similitudes entre
las neoplasias, se encontré que los genes PRDM2 y HDAC10 estuvieron
comunmente delecionados en los grupos de CESC, UCEC y UCS (Figura 20 C),
mientras que el gen HDAC4 estuvo cominmente delecionado en los grupos de
CESC, OV y UCEC (Figura 20 C).

De los genes con CNAs comunes entre las 4 neoplasias ginecologicas (Figura 20 B
y C) , cuatro fueron identificados en la literatura como oncogenes (genes que

inducen a la formacion de cancer en una célula), incluyendo EZH2 (119), KAT6A
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(120) y SETDB1 (121) y USP22 (122). Mientras que CREBBP se considera como
un gen supresor de tumores (genes inhiben la proliferacion celular y el desarrollo

de tumores)(123).
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Genes que presentaron CNAs exclusivas en cada cancer ginecologico:

"CESC™ ASHIL, PRMT6, EYA3, KDMIA, CDYL, KDMIB,
RAG1, ATM, KMT2A, SETDB2, RPS6KAS, CDK3, PRMTI,
KDMS6A

"OV" SETMAR, KDM4C, JAK2, CHUK, MGEAS, KDMSA,
PRMTS, SIRT2, DNMT3L, PRMT2, HDC10, HDAC6

"UCEC': PARP1, SMYD3, PARG, HDAC7, SETDIA, NEK9,
HDACS, EZH1, KAT2A

"UCS"PRECD, PRKDC, KAT6B, DOTIL, SIRT6

Genes que presentaron CNAs comunes entre los canceres ginecologicos,
pudiendo ser distinta la alteracién entre un tipo de cincer y otro:

"CESC" v "OV": PPPSC,BRCC3

"OV" y"UCEC": KAT6A GTF3C4,CREBBP,PRMT7
"UCEC" v "UCS": ELP3,KDM2B SETD1B USP22 DAPK3
"CESC" y "UCEC": SETDBI, SIRT3

"CESC" y"UCS": PADI4

"CESC", "OV" y "UCEC": HDAC4, CDK5, EZH2, KMT2C
"CESC", "UCEC" y "UCS": PRDM2, HDAC10

CESC

Genes que presentaron amplificaciones exclusivas em cada cancer
ginecologico:

- "OV'. EZH2, CDKS5, KMT2C, KDMS5A, PRMTS, SIRT2,
HDACS

- "UCEC" PARPI,SMYD3, HDAC7, SETDIA, NEK9

- 'CESC': ASHIL, RAG1, CDK3

«  "JCS": PRKDC, KAT6B

Genes comunes entre los canceres ginecologicos que presentaron
amplificaciones:

+ "CESC" y"OV™: BRCC3
+  "OV" y'"UCEC™ KAT6A
+ "CESC" y"UCEC”: SETDB1

Genes que presentaron delecioness exclusivas en cada cancer
ginecologico:

- '"CESC": PRMT6, EYA3, KDMIA, CDYL, KDMIB, ATM,
KMT24, SETDB2, RPS6KAS, PRMT1, KDM6A

- "OV"SETMAR, KDMA4C, JAK2, CHUK, MGEAS, DNMT3L,
PRMT2, HDC10

«  '"UCEC': PARG, HDACS, EZH1, KAT2A

-« "UCS': PRKCD, DOTIL, SIRT6

Genes comunes enire los canceres ginecologicos que presentaron
delecioness:

+ "CESC", "UCEC" v "UCS": PRDM2Z, HDAC10

+ "CESC", "OV" y "UCEC": HDAC4

* '"UCEC" y"UCS": ELP3 KDM2B SETD1B,USP22 DAPK3
* "CESC" y"UCEC": CDKS5,EZH2 KMT2C, SIRT3

* "CESC" y'"UCS': PADI4

+ "CESC" y"OV": PPP5SC

+  "OV" y"UCEC": GTF3C4, CREBBP, PRMT7

Figura 20. Diagrama de Venn que muestra el nimero de genes comunes entre CESC, OV, UCEC y UCS, localizados en regiones con CNA significativas. (A) Numero de genes
ubicados en regiones gendémicas que se amplificaron y delecionaron, segin el tipo de cancer ginecolégico, (B) Numero de genes ubicados en regiones genémicas que se amplificaron, segun
el tipo de cancer ginecoldgico (C) Numero de genes ubicados en regiones genémicas que se delecionaron, segun el tipo de cancer ginecoldgico. CESC: Cancer cervical de células escamosas
y adenocarcinoma endocervical, OV: Cistoadenocarcinoma seroso ovarico, UCEC: Carcinoma de endometrio del cuerpo uterino, UCS: Carcinosarcoma Uterino.
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En CESC, 20 genes presentaron deleciones y se localizaron en los cromosomas
1,2,6,7,11,13,14,19,22 y X (Tabla 9) mientras que 5 genes presentaron
amplificaciones, estando localizados en los cromosomas 1,11,17 y X (Tabla 9).
Con respecto a UCEC, 19 genes presentaron deleciones y se localizaron en los
cromosomas 1,2,7,8,10,11,12,16,17,19,22 (Tabla 9) mientras que 7 genes
presentaron amplificaciones, afectando a los cromosomas 1,8,12,16,17 (Tabla 9).
En UCS, 11 genes presentaron deleciones y se localizaban en los cromosomas
1,3,8,10,12,17,19 y 22 (Tabla 9); mientras que dos genes presentaron
amplificaciones y se localizaron en los cromosomas 8 y 10 (Tabla 9).

Finalmente, para OV, 13 genes presentaron deleciones en los cromosomas
2,3,9,10,16,19,21 y 22, mientras que 9 genes presentaron amplificaciones en los
cromosomas 7,8,12,19 y X (Tabla 9).

Ademas, del total de 86 genes con CNAs, presentes en cancer ginecologico, 85
fueron identificados como modificadores de histonas, mientras que s6lo uno
(DNMT3L) estuvo involucrado en la metilacién del ADN (Tabla 9).

El tamafio de la muestra de la Tabla 9 difiere de la cohorte inicial disponible en
CBioportal (Tabla 2) porque no todas las muestras colectadas en TCGA fueron

analizadas para determinar CNAs.
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Tabla 9. Genes que presentan alteracion en el nimero de copias (CNA),
presente en cancer ginecoldgico, determinados por GISTIC 2.0

CESC(n=295) OV(n=579) UCEC (n=539) UCS (n=56)
32““2%‘;? Citobanda 32}]?;%'2 Citobanda Simg%'f? it Citobanda 32?2%'? Citobanda
ASH1L 10213 HDAC4  2q37.3 PRDM?2 1p36.21 PADI4  1p36.21

SETDB1 1g21.3 | SETMAR sp262 | SETDB1 19213 | PRDM2 1p36.21
PRMT6 1p13.2 EZH2 7036.3 PARP1 1g42.3 PRKCD 3p14.2
EYA3 1p36.23 CDK5  7g36.3 SMYD3 142.3 ELP3 8p21.3
PRDM?2 1p36.23 KMT2C 70936.3 HDACA4 2937.3 PRKDC 8g11.23
PADI4  1p36.23 | KAT6A 8pl1.21 CDK5 7936.1 KAT6B 10022.2
KDM1A 1p36.23 KDMm4C 9p24.3 EZH2 7936.1 | SETD1B 12¢24.31
HDAC4  2g37.1 JAK2 9p24.3 KMT2C  7q36.1 | KDM2B 12q24.31
CDYL 6p24.2 GTF3C4 9g34.13 | KAT6A  8pll.2l UsP22  17pi13.1
KDM1B 6p24.2 CHUK 10925.1 ELP3 8p21.2 DOTIL 19p13.3
CDKS5 7934 MGEAS o251 | GTF3C4  9g34.2 | DAPK3  19p13.3
EZH2 7034 KDM5A 12p13.33 PARG 10921.1 SIRT6 19p13.3
KMT2C 7034 PRMT8 12p13.33 SIRT3 11p15.5 | HDAC10 22¢13.31
RAGL 11p12 CREBBP  16p13.3 HDAC7 12q13.11
ATM 11q233 | PRMT7 16¢g22.1 | KDM2B 12024.33
KMT2A 119233 SIRT2 19q13.2 SETD1B 12024.33
SIRT3  11p15.1 | PPP5C ‘ 19913.33 | SETDIA 16p11.2
SETDB2 13q14.2 DNMT3L* 21223 | CREBBP  16p13.3
RPS6KAS 1443231 PRMT?2 21g22.3 PRMT7 16921
CDK3 1725.1 HDC10 22q13.32 Usp22  17pll.2
PRMT1 1913.33 HDAC6 Xp11.23 NEK9 17q11.2
PPP5C  19¢g13.33 | BRCC3 XQg28 HDACS5 17921.31
HDAC10  22q13.32 EZH1 17g21.31
BRCC3 X028 KAT2A 17q21.31
KDM6A Xpl1.3 DAPK3  19p13.3

HDAC10 22g13.32

Total: 25 genes

Total: 22 genes

Total: 26 genes

Total: 13 genes

Genes que presentaron amplificaciones significativas (rojo), deleciones significativas (azul) (valor Q <0.05).
n= ndmero total de muestras de tumores considerados en el analisis GISTIC 2.0.

Los genes resaltados en negrita son cominmente compartidos en al menos dos tipos de cancer ginecoldgico.

(*): Gen implicado en la metilacion del ADN, los restantes son modificadores de histonas.
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5.7. Identificacion de Polimorfismo de Nucleotido Simple (SNPs)

Como resultado de la basqueda de SNPs en el catdlogo GWAS, se identificaron un
total de 500 SNPs asociados al cancer ginecoldgico (p < 1 x 10 ), entre ellos,
cancer cervical y cancer endometrial. De ellos, s6lo tres SNPs se encontraron en 3
de los 160 genes de estudio (Tabla 10). Los genes en cuestion fueron RPS6KAS5,
TET2 y EZH2, localizados en los cromosomas 14, 4 'y 7, respectivamente (Tabla
10). Ningun SNP fue de pérdida de sentido. Un SNP (RPS6KADS) ha sido descrito
en pacientes con carcinoma cervical respondedores a la quimioterapia
neoadyuvante (ascendencia china Han). Los otros dos SNPs (TET2 y EZH2) han
sido descrito en pacientes con carcinoma endometrial (ascendencia europea). No se
identificaron SNP asociado con céncer de ovario en los genes de estudio. La
busqueda de dichas variantes genéticas en la poblacion de estudio (TCGA) resulto
nula indicando que ningln SNPs estuvo presente en los pacientes con cancer

ginecoldgico TCGA (CESC, OC, UCEC y UC) de los proyectos TCGA.

Tabla 10. SNPs asociados a cancer ginecoldgico identificados por estudios
GWAS

Simbolo HEE Clase
SNP ID Localizacion de RAF OR (95% CI) - Neoplasia
del Gen . funcional
Riesgo
Ex6n de Carcinoma
rs1742101  14:90698719 RPS6KA5 G 0.5 1.92 (1.45-2.56) transcripcion -
i Cervical
no codificadora
rs17035310  4:105143597  TET2 C 0876 113(L08-11g)  Ocnaguas Carcinoma
arriba Endometrial
. Carcinoma
rs4727012  7:149043401 EZH2 C 0.891 1.18(1.10-1.26) Intergénica Endometrial

RAF: Frecuencia de alelos de riesgo. OR: Odds ratios (razén de probabilidades).
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5.8. Identificacién de genes con expresion diferencial

Los perfiles de expresion génica para cada tipo de neoplasia y tejido normal fueron
obtenidos de GEPIA y fueron empleados para la identificacion de genes
diferencialmente expresados (DEGS).

De los 160 genes de estudio evaluados, se determiné que 101 reguladores
epigenéticos estuvieron diferencialmente expresados en neoplasias ginecoldgicas
incluyendo 33 DEGs en UCS, 29 DEGs en UCEC, 23 DEGs en OV y 16 DEGs en
CESC (Figura 21). Ademés, los mecanismos epigenéticos afectados por los
cambios de expresion génica variaron por tipo de cancer. Asi, la mayoria de DEGs
fueron modificadores de histonas incluyendo 32 genes en UCS, 29 genes en UCEC,
26 genes en OV y 16 genes en CESC (Figura 21). Por otro lado, s6lo en UCS se
identific6 un DEG responsable de la metilacién del ADN, DNMT3B, codificante
de una enzima ADN-metiltransferasa (Figura 21, Tabla 4A en Anexo 3). No se
encontraron DEGs implicados en la metilacién del ADN en CESC, OV y UCEC.
De los datos transcriptomicos de UCS, se reconocieron 33 DEGs incluidos 10 genes
sobreexpresados y 23 genes subexpresados, mientras que 127 genes no mostraron
diferencias en expresion con relacién a muestras normales (Figura 21). Genes como
BUB1, AURKB, UHRF1, PPP1CA, SMYD3, EZH2, CDK5, EYAl y EYAZ2,
codantes para enzimas modificadoras de histonas y DNMT3B, codante para
enzimas metiladoras del ADN, estuvieron sobreexpresados. A diferencia de los
genes EZH1, JAK2, KAT2B, SETD1B, MYSM1, CDK17, KMT2C, MAP3K20,
KMT2A, SETMAR, HDAC10, MGEA5, CREBBP, KMT2E, NEK9, KMT2D,

ATM, KAT2A, RPS6KA5, HDAC6, SETD7, MAP3K8 y DUSP1, codantes para
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enzimas modificadoras de histonas que estuvieron subexpresados (Tabla 4A en
Anexo 3).

De las muestras de OV se reconocieron 26 DEGs incluidos 9 genes sobreexpresados
y 17 genes subexpresados, mientras que 134 genes no mostraron diferencias en
expresion con relacion a muestras normales (Figura 21). Genes como AURKB,
BUBL, CDKS5, EYA2, PPPAC, UHRF1, NEK6, PRKCD y HDACY, codantes para
enzimas modificadoras de histonas, estuvieron sobreexpresados. A diferencia de los
genes EZH1, KAT2A, JAK2, SETDB2, ATM, MYSM1, MGEAS5, NEK9, KAT2B,
HDACS5, MAP3K20, HDAC6, KDM6A, HDAC10, CDK3, SETD7, DUSP1,
codantes para enzimas modificadoras de histonas, que estuvieron subexpresados
(Tabla 5A en Anexo 3).

En CESC, se identificaron 16 DEGs, incluidos 6 genes sobreexpresados y 10 genes
subexpresados, mientras que 144 no mostraron diferencias en la expresiéon con
relacién a muestras normales (Figura 21). Genes como AURKB, UHRF1, BUB1,
EZH2, HASPIN y SMYD?2, codantes para enzimas modificadoras de histonas,
estuvieron sobreexpresados. A diferencia de los genes EZH1, MGEAS, NEKO,
KDM4B, MAP3K20, KAT2B, KMT2A, ATM, DUSP1 y EYA1, codantes para
enzimas modificadoras de histonas, que estuvieron subexpresados (Tabla 6A en
Anexo 3).

En UCEC se identificaron 29 DEGs incluidos 8 genes sobreexpresados y 21 genes
subexpresados, mientras que 131 no mostraron diferencias en su expresion con
relacion a muestras normales. Genes como AURKB, UHRF1, BUB1, CDKS5,
EZH2, SMYD2, NEK6 y EYA2, codantes enzimas modificadoras de histonas

estuvieron sobreexpresados. A diferencia de los genes EZH1, JAK2, MAP3K20,
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CDK17, SETD7, KAT2B, KMT2A, SETD1B, NCOA1, NEK9, HDACS5, PRDM2,
CREBBP, ATM, HDAC4, MGEA5, DUSP1, MYSM1, KAT2A, HDACG6 y
KMT2D, codantes para tal enzima que estuvieron subexpresados (Tabla 7A en
Anexo 3).

Con el fin de determinar si existian genes cominmente afectados en los 4 tipos de
cancer ginecologicos, a nivel de su expresion génica, se aplicO Venny 2.1,
herramienta que representa las relaciones de interseccion, inclusion y disyuncion
mediante un diagrama de Venn.

Se observaron DEGs comunes a los 4 tipos de cancer ginecoldgico (resaltados en
negrita en la Figura 22). Asi, los genes BUB1, AURKB y UHRF1 estuvieron
comUnmente sobreexpresados en los 4 tipos de cancer investigados (Figura 22A),
siendo los dos primeros genes codantes para enzimas implicadas en la fosforilacion
de serina/ treonina/ tirosina y el tercero en la ubiquitinacion de lisina (Tabla 1A en
Anexo 1). Estos genes estan involucrados en procesos biologicos esenciales como
proliferacion celular, ciclo celular y regulacion de la segregacion cromosémica
(Tabla8 A ,10 A, 12 A & 14 A en Anexo 4).

Por el contrario, los genes ATM, MAP3K20, NEK9, DUSP1, KAT2B, MGEA5 y
EZH1 estuvieron cominmente subexpresados en los 4 tipos de cancer investigados
(Figura 22B). ATM, MAP3K20 y NEK9 codifican enzimas implicadas en la
fosforilacion de serina / treonina / tirosina, mientras que DUSP1 esta involucrado
en la desfosforilacion de serina / treonina / tirosina. Asi mismo, KAT2B y MGEA5
participan en la acetilacion de lisina y EZH1 en la metilacién de lisina (Tabla 1A
en Anexo 1). Estos genes estan involucrados en procesos bioldgicos esenciales

como modificacion de la cromatina, detencién del ciclo celular, ciclo celular,
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regulacion positiva del proceso apopt6tico y regulacion negativa de la transcripcion

del promotor de la ARN polimerasa Il (Tabla9 A ;11 A, 13 A & 15 A en Anexo 4).

Otros DEGs también fueron comunmente reconocidos en CESC, UCEC y UCS
(Figura 22 Ay 22 B). Asi, EZH2, codante para la histona-lisina N-metiltransferasa
estuvo sobreexpresado. A diferencia del gen KMT2A, codante para la histona-lisina
N-metiltransferasa 2A que estuvo subexpresado, siendo ambos genes que codifican
enzimas implicadas en la metilacion de lisina (Tabla 1A en Anexo 1). Estos genes
estdn involucrados en procesos bioldgicos esenciales como fosforilacion de
proteinas, modificacién de la cromatina y metilacion de lisina K4 en la histona H3
(Tabla8-9 A & 12 -15 A en Anexo 4).

Otros siete DEGs fueron comunes entre OV, UCEC y UCS. Asi, CDK5y EYA2,
genes codantes para la quinasa dependiente de ciclina 5 y la enzima ojos ausentes
homologo 2, respectivamente, estuvieron sobreexpresados. A diferencia de los
genes KAT2A, HDAC6, JAK2, MYSMI1 y SETD7 codantes para enzimas
modificadoras de histonas que estuvieron subexpresados. CDK5 y EYA2 estan
implicados en la fosforilacion y desfosforilacion de serina / treonina / tirosina,
respectivamente. KAT2A y HDACS participan en la acetilacion y desacetilacion
de lisina, respectivamente; JAK2 en la fosforilacion de serina / treonina / tirosina,
MY SML1 en la desubiquitinacion de lisinay SETD7 en la metilacion de lisina (Tabla
1A en Anexo 1). Estos genes estan involucrados en procesos bioldgicos esenciales
como proliferacion celular, proceso apoptotico, fosforilacion de proteinas y
regulacion positiva de la transcripcion del promotor del ARN polimerasa Il (Tabla

10 -15 A en Anexo 4).
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Figura 21. Genes con expresion diferencial (DEGs) segun el tipo de cancer ginecélogico. Las barras rojas representan los genes sobreexpresados, en azul
los genes subexpresados; con significancia estadistica (q < 0.05). EI nombre del gen que aparece con el simbolo (*) es un metilador del ADN, los demas son
reguladores de histonas. Un total de 160 genes fueron analizados con GEPIA.
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e "OV", "UCEC"y"UCS":CDK5y EYA2
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e "OV"y"UCEC": NEK6

Genes subexpresados Unicamente en un tipo de
cancer ginecolégico:

e "OV": CDK3, KDM6Ay SETDB2
e "UCEC™": HDAC4, NCOAly PRDM?2
e "UCS"™: KMT2C, KMT2E, MAP3KS,
RPS6KA5 y SETMAR
e "CESC":EYAlyKDM4B
Genes subexpresados comunes entre los canceres
ginecologicos:

e "CESC""OV" "UCEC"y"UCS": ATM,
DUSP1, EZH1, KAT2B, MAP3K20,
MGEAS5 y NEK9

e "CESC","UCEC"y"UCS": KMT2A

e "OV", "UCEC" y "UCS": HDACS,
JAK2, KAT2A,MYSM1y SETD7

e "OV"y"UCS": HDAC10

e "OV"y"UCEC": HDACS

e "UCEC" y "UCS": CDK17, CREBBP,
KMT2D y SETD1B

Figura 22. Diagrama de Venn que muestra los DEGs Unicos de cada neoplasia, asi como aquellos comunes a CESC, OV,
UCEC y UCS. (A) Genes sobreexpresados en los canceres ginecoldgicos (B) Genes subexpresados en los canceres ginecol6gicos.
DEGs, genes expresados diferencialmente; CESC: Cancer cervical de células escamosas y adenocarcinoma endocervical, OV:
Cistoadenocarcinoma seroso ovarico, UCEC: Carcinoma de endometrio del cuerpo uterino, UCS: Carcinosarcoma Uterino.
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5.9. Red de interaccion proteina-proteina (PP1) y caracterizacion funcional

GO y analisis de enriquecimiento de vias KEGG de los DEGs

Empleando STRING, se reveld la red de PPl de los DEGs reconocidos por cada
tipo de cancer ginecoldgico. Ademads, para comprender las caracteristicas
funcionales de los DEGs se realiz6 un analisis de enriquecimiento de ontologia
génica (GO) y vias KEGG. La anotacion funcional y enriquecimiento por GO
permite identificar los procesos funcionales en los que estan implicados un grupo
de genes, mientras que el andlisis de enriquecimiento de vias KEGG permite
vincular las funciones de diferentes genes que participan en una determinada via
metabdlica. Ambas pruebas fueron aplicadas a los DEGs reconocidos por tipo de

tumor ginecoldgico utilizando el recurso Genecodis.

En la red de PPI de los 16 DEGs presentes en CESC, se graficaron a 13 proteinas
conectadas, mientras que tres (MAP3K20, DUSP1 y NEK9) no aparecieron debido
a que no participaban en el interactoma. Se destacaron cinco proteinas centrales
(“central hubs”), incluidas BUBI, AURKB, EZH2 y UHRF1, todas ellas

sobreexpresadas y ATM, subexpresado en CESC (Figura 23).

El anélisis de enriquecimiento de ontologia de genes GO proporcionada por
STRING, reveld que los DEGs de CESC estaban implicados en los procesos
bioldgicos de modificacion de histonas, modificacion de proteinas celulares y

organizacion cromosomica (Figura 23).
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Figura 23. Red de interaccion proteina-proteina (PPI) mediante STRING en CESC. Se muestra los resultados obtenidos al ingresar un conjunto de 16 genes expresados
diferencialmente (DEG) en CESC. En total, se analizaron 16 nodos con 23 aristas y 2.88 como grado promedio de nodos, p-valor :8.06e-10. El grosor de las interacciones indica
la evidencia en cada asociacién. Se muestran los 3 primeros términos GO enriquecidos en cada categoria, tasa de descubrimiento falso (FDR) < 0.05. Las categorias de proceso
bioldgico (PB), funcién molecular (FM) y componente celular (CC) son diferenciados por colores. Los nodos sombreados en rojo se refieren a genes sobreexpresados, los nodos
en azul a los genes subexpresados, los nodos desconectados en la red fueron ocultados (3 en total).
(*): “Central hubs”.

100



Por su parte, al evaluarse el enriquecimiento por GO de los 16 DEGs presentes en
CESC por Genecodis, mostro que los genes sobreexpresados estaban implicados en
los procesos biologicos como la regulacion de la transcripcion a nivel del ADN
molde, la fosforilacion de proteinas, proliferacion celular, desarrollo embrionario y
regulacién negativa de la transcripcion del promotor de la ARN polimerasa Il
(Tabla 8A en Anexo 4 y Figura 24). Cabe destacar que las proteinas centrales
BUBL1, AURKB, EZH2 y UHRF1 estuvieron involucradas en todos los procesos
bioldgicos mencionados anteriormente (Tabla 8 A). Por otro lado, los genes
subexpresados estuvieron involucrados en la modificacion de la cromatina, ciclo
celular, detencion del ciclo celular, regulacion positiva del proceso apoptético v el
punto de control de dafios en el ADN (Tabla 9A en Anexo 4 y Figura 24). En
particular, la proteina central ATM estuvo involucrada en la detencion del ciclo
celular, regulacién positiva del proceso apoptético y el punto de control de dafios
enel ADN (Tabla9 A).

En cuanto al analisis de funcion molecular de los 16 DEGs presentes en CESC, los
genes sobreexpresados estaban implicados en la actividad de la proteina quinasa, la
actividad de proteina serina / treonina quinasa, la actividad metiltransferasa, union
a proteinas y la union a la ARN polimerasa Il (Tabla 8A en Anexo 4 y Figura 24).
Cabe mencionar que las proteinas centrales AURKB, BUB1, EZH2 y UHRF1
estuvieron involucradas la actividad de la proteina quinasa, la actividad de proteina
serina / treonina quinasa, la actividad metiltransferasa y union a proteinas (Tabla 8
A). En tanto, los genes subexpresados se asociaron con la actividad de histona
acetiltransferasa, la actividad de proteina serina / treonina quinasa, la actividad de

histonas serina quinasa, la actividad de histona metiltransferasa (H3-K27
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especifica) y la actividad metiltransferasa (Tabla 9A en Anexo 4 y Figura 24). En

particular, la proteina central ATM estuvo involucrado en la actividad de proteina

serina / treonina quinasa y la actividad de histonas serina quinasa (Tabla 9 A).
Proceso Biolégico GO

Regulacion de la transcripcion a nivel del ADN molde IEEE———————— 2
Fosforilacion de proteinas — IEEEEEEEG—G—G———— 3

Proliferacién celular 3
Desarrollo embrionario I 3
Regulacion negativa de la transcripcion del promotor de la ARN polimerasa IT  INEEES———————l 2

Modificacién de la cromatina G

Detencion del ciclo celular 3
Ciclo celular G |

Regulacion positiva del proceso apoptotico  IEEEEEEEEEEEEGEG—_———

Punto de confrol de daflos en el ADN I
Funciéon molecular GO

Actividad de la proteina quinasa  IEEEG—_———— 3

Actividad de proteina serina / treonina quinasa G 3
Actividad metiltransferasa  IEEEEEEEG——— 2

Union a proteinas 5
Uni6n a la ARN polimerasa IT IS |

Actividad de histona acetiltransferasa  EEEEGEGGEG—
Actividad de proteina serina / treonina quinasa  IEEG———
Actividad de histona metiltransferasa (H3-K27 especifica) I 1
Actividad de histonas serina quinasa I |
Actividad metiltransferasa  INEEEEG—_———
Componente celular GO
Cromosoma nuclear condensado. region centromérica  INEEEEEG—E 2
Cromosoma G 3
Niicleo 6
Huso I

Cromosoma condensado, region centromérica I 1

Nucleo | | O

Parte nuclear IE—— ]

Actomiosina I |
Complgjo ESC/E (z) | B Nimero de genes sobreexpresados
Banda] EEm— ] B Numero de genes subreexpresados

Figura 24. Anélisis de enriquecimiento GO de los DEGs en CESC segun el anélisis Genecodis. Se
muestran los cinco primeros términos enriquecidos en cada categoria (p ajustado< 0.01). Se ingreso 6 genes
sobreexpresados y 10 genes subexpresados.

Al investigarse las vias KEGG enriquecidas, vinculadas a los DEGs en CESC, se
aprecié que los genes sobreexpresados estuvieron involucrados en las vias de la
meiosis ovocitaria, en la maduracién de ovocitos mediada por progesteronay en el
ciclo celular (Tabla 11). Mientras que los genes subexpresados estuvieron

significativamente involucrados en las vias de sefializacion MAPK, degradacion de
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la lisina, via de sefializacion p53, apoptosis, uniones estrechas entre células, ciclo

celular y en la via de sefializacién Notch (Tabla 11).

Tabla 11. Analisis de enriquecimiento de las vias KEGG en DEGs presentes en
CESC.

Via KEGG Clase NUmero \(alor p _ Genes
de genes (ajustado) involucrados
Kegg:04114 Meiosis ovocitaria 1 0.0213824 BUB1
Kegg:04914 Maduracion de ovocitos 1 0.028711 BUBL
mediada por progesterona

Kegg:04110 Ciclo celular 1 0.0449724 BUB1
Kegg:04010 Via de sefializacion MAPK 2 0.0176765 MSB?;I;%O
Kegg:00310 Degradacion de lisina 1 0.0332127 KMT2A
Kegg:04115 Via de sefializacién p53 1 0.0339795 ATM
Kegg:04210 Apoptosis 1 0.0348054 ATM
Kegg:04530 Uniones estrechas 1 0.0373643 MAP3K20
Kegg:04110 Ciclo celular 1 0.0412823 ATM
Kegg:04330 Via de sefializacién Notch 1 0.0467874 KAT2B

KEGG: Enciclopedia Kyoto de genes y genomas, (p ajustado< 0.05). Genes sobreexpresados (rojo),
genes subexpresados (azul)

En la red de PPI de los 23 DEGs presentes en OV, se graficaron a 21 proteinas
conectadas, mientras que dos (MAP3K20 y DUSP1) no aparecieron debido a que
no presentaron evidencias de asociacion. Se destacan cinco proteinas centrales
(“central hubs”), incluidas KAT2A, HDAC6, KDM6A, ATM y KAT2B, todas ellas
subexpresadas en OV (Figura 25).

El anélisis de enriquecimiento de ontologia de genes GO proporcionada por
STRING, revel6 que los DEGs consultados estaban implicados en los procesos
biolégicos de modificacion de histonas, modificacion de proteinas celulares y

organizacion cromosomica (Figura 25).
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Figura 25. Red de interaccién proteina-proteina (PP1) mediante STRING en OV. Se muestra los resultados obtenidos al ingresar un conjunto de 23 genes expresados diferencialmente
(DEG) en CESC. En total, se analizaron 26 nodos con 56 aristas y 4.31 como grado promedio de nodos, p-valor<1.0e-16. El grosor de las interacciones indica la evidencia en cada
asociacion. Se muestran los 3 primeros términos GO enriquecidos en cada categoria, tasa de descubrimiento falso (FDR) < 0.05. Las categorias de proceso bioldgico (PB), funcion
molecular (FM) y componente celular (CC) son diferenciados por colores. Los nodos sombreados en rojo se refieren a genes sobreexpresados, los nodos en azul a los genes subexpresados,
los nodos desconectados en la red fueron ocultados (2 en total).

(*): “Central hubs”.

104



Por su parte, al evaluarse el enriquecimiento por GO de los 23 DEGs presentes en
OV por Genecodis, se observd que los genes sobreexpresados estaban
significativamente enriquecidos en los procesos biolégicos incluyendo la
proliferacion celular, regulacion de la segregacién cromosomica, fosforilacion de
proteinas, ciclo celular y autofosforilacion de proteinas (Tabla 10A en Anexo 4 y
Figura 26). Los genes subexpresados se enriquecieron significativamente en los
procesos bioldgicos de fosforilacion de proteinas, respuesta a la radiacion,
proliferacion celular, interaccién con otras especies y regulacion positiva de la
transcripcion del promotor del ARN polimerasa Il (Tabla 11A en Anexo 4 y Figura
26). Cabe destacar que las proteinas centrales KAT2B, KAT2A, HDAC6, ATM y
KDMBG6A estuvieron involucradas en todos los procesos biolégicos mencionados
anteriormente (Tabla 11 A).

En cuanto anélisis de funcion molecular de los 23 DEGs presentes en OV, se
encontrd que los genes sobreexpresados se enriquecieron significativamente en la
actividad de la proteina guinasa, union a proteinas, actividad de proteina serina /
treonina quinasa, union a ATP y union de nucledtidos (Tabla 10A en Anexo 4y
Figura 26). Mientras que los genes subexpresados se enriquecieron en la actividad
de histona deacetilasa (especifica para H3-K16), la actividad de histona deacetilasa
dependiente de NAD (especifica de H3-K14), la actividad de histona deacetilasa
dependiente de NAD (especifica de H4-K16), la actividad de histona deacetilasa
dependiente de NAD (especifica de H3-K9) y en la actividad de histona deacetilasa
(Tabla 11A en Anexo 4y Figura 26). Cabe destacar que la proteina central, HDAC6
estuvo involucrada en todos los procesos mencionados anteriormente, mientras que

las proteinas centrales KAT2B, KAT2A ATM y KDM6A estuvieron involucrados
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en la unidn a proteinas, unién de histona deacetilasa y union a la cromatina (Tabla

5AyTablall A).

Proceso Biologico GO

Proliferacion celular

Regulacion de la segregacion cromosomica
Fosforilacion de proteinas

Ciclo celular

Autofosforilacion de proteinas

Fosforilacion de proteinas
Respuesta a la radiacidn
Proliferacién celular

Interaccién interespecies entre organismos

Regulacion positiva de la franzcripeion del promotor del ARN polimeraza IT
Funcién molecular GO
Actividad de la proteina quinasa
Unidn a proteinas
Actividad de proteina serina / trecnina quinasa
Uniona ATP

Union de noclectidos

Actividad de histona desacetilaza dependiente de NAD (especifica de H4K16)
Actividad de histona desacetilasa dependiente de NAD (especifica de H3-K 14)
Actividad de histona desacetilaza (especifica para H3-K16)
Actividad de histona desacetilasa dependiente de NAD (especifica de H3-K9)
Actividad de histona desacetilasa

Componente celular GO
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Cromoszoma muclear condensado, regién centromérica
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-
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Figura 26. Analisis de enriquecimiento GO de los genes expresados diferencialmente en OV segun el andlisis del recurso
Genecodis. Se muestra los cinco primeros términos enriquecidos en cada categoria (p ajustado < 0.01), se ingresd 9 genes

sobreexpresados y 17 genes subexpresados.

Al investigarse las vias KEGG enriquecidas, vinculadas a los DEGs en OV, se

aprecié que los genes sobreexpresados estuvieron involucrados en la via de

sefializacion de la neurotrofina, enfermedad de Alzheimer, guia de axones para la

formacion de la red neuronal, via de sefializacién de quimiocinas y uniones

estrechas entre células (Tabla 12). Mientras que los genes subexpresados estuvieron
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significativamente involucrados en la via de degradacion de lisina, via de

sefializacion Notch y via de sefializacion MAPK (Tabla 12).

Tabla 12. Analisis de enriquecimiento de las vias de KEGG en genes
expresados diferencialmente en OV.

ViaKEGG  Clase Namero  Valorp — Genes
de genes (ajustado) involucrados
Kegg:04722 V12 de sefializacion de la 1 0.0398167 PRKCD

neurotrofina

Kegg:05010 Enfermedad de Alzheimer

Kegg:04360  Guia de axones 0.0455879  CDK5

Kegg:04062 12 de sefializacion de 0.0464513 PRKCD
quimiocinas

1 0.0431346  CDK5

1

1
Kegg:04530  Uniones estrechas 1 0.0478905 PRKCD

2

2

Kegg:00310  Degradacion de lisina 0.00188741 SETDB2, SETD7

Kegg:04330 Via de sefializaciéon Notch 0.00332513 KAT2B, KAT2A

Kegg:04010 Via de sefializacion MAPK 2 0.034379 MAP3K?20, DUSP1
KEGG: Enciclopedia Kyoto de genes y genomas, (p ajustado< 0.05). Genes sobreexpresados (rojo),
genes subexpresados (azul)

En la red de PPI de los 29 DEGs presentes en UCEC, se graficaron a 27 proteinas
conectadas, mientras que dos (MAP3K20 y DUSP1) no aparecieron debido a que
no presentaron evidencias de asociacion. Se destacan cinco proteinas centrales
(“central hubs”), incluidas CREBBP, ATM, KAT2B y KAT2A, todas ellas
subexpresadas y EZH2 (sobreexpresado) en UCEC (Figura 27).

Por otro lado, el andlisis de enriquecimiento de ontologia de genes GO
proporcionada por STRING, revel6 que los DEGs consultados estaban implicados
en los procesos biologicos de modificacion de histonas, modificacion de proteinas

celulares y organizacion cromosomica (Figura 27).
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Proceso biolégico GO:

@ Modificacion de histonas
. Proceso de modificacion de proteinas celulares
() Organizacién cromosémica

Funcién molecular GO:

() Actividad catalitica para modificar una proteina
Actividad enzimatica

. Actividad transferasa

Componente celular GO:

() Nucleo
() Nucleoplasma
® Luznuclear

Extraccién de texto
Co-expresion
2 Homologia

Figura 27. Red de interaccion proteina-proteina (PPI) mediante STRING en UCEC. Se muestra los resultados obtenidos al ingresar un conjunto de 29 genes expresados
diferencialmente (DEG) en CESC. En total, se analizaron 29 nodos con 94 aristas y 6.48 como grado promedio de nodos, p-valor<1.0e-16. El grosor de las interacciones indica la
evidencia en cada asociacion. Se muestran los 3 primeros términos GO enriquecidos en cada categoria, tasa de descubrimiento falso (FDR) < 0.05. Las categorias de proceso
bioldgico (PB), funcion molecular (FM) y componente celular (CC) son diferenciados por colores. Los nodos sombreados en rojo se refieren a genes sobreexpresados, los nodos
en azul a los genes subexpresados, los nodos desconectados en la red fueron ocultados (2 en total).
(*): “Central hubs”.
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Por su parte, al evaluarse el enriquecimiento por GO de los 29 DEGs presentes en
UCEC por Genecodis, se hallo6 que los genes sobreexpresados estaban
significativamente enriquecidos en los procesos biolégicos incluyendo la
regulacion de la segregacion cromosomica, proliferacion celular, ciclo celular,
autofosforilacion de proteinas y modificacion de la cromatina (Tabla 12A en Anexo
4 y Figura 28). En particular, la proteina central EZH2 estuvo involucrado en la
modificacion de la cromatina y regulacion de la transcripcion a nivel del ADN
molde (Tabla 12 A). Los genes subexpresados se enriquecieron significativamente
en los procesos biolégicos incluyendo modificacion de la cromatina, remodelacion
de la cromatina, metilacion de lisina K4 en la histona H3, regulacién positiva del
proceso apoptotico y desacetilacion de histonas (Tabla 13A en Anexo 4 y Figura
28). Cabe destacar que las proteinas centrales KAT2A, KAT2B, CREBBP y ATM
estuvieron involucradas en la remodelacion de la cromatina, acetilacion de peptidil-

lisina N-terminal y la regulacion positiva del proceso apoptético (Tabla 13 A).

El andlisis de funcién molecular de los 29 DEGs presentes en UCEC mostré que
los genes sobreexpresados se enriquecieron significativamente en la unién a
proteinas, actividad de la proteina quinasa, actividad de proteina serina / treonina
quinasa, union a p53 y en la activacion del receptor de acetilcolina (Tabla 12A en
Anexo 4 y Figura 28). En particular, la proteina central EZH2 estuvo involucrado
en la unién a proteinas (Tabla 12 A). Mientras que los genes subexpresados se
enriquecieron en la actividad de histona acetiltransferasa, actividad
metiltransferasa, actividad transferasa, union a proteinasy en la actividad de histona

desacetilasa (especifica para H3-K16) (Tabla 13A en Anexo 4 y Figura 28). Cabe
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destacar que las proteinas centrales KAT2A,

KAT2B, CREBBP y ATM estuvieron

involucradas en actividad de histona acetiltransferasa, actividad transferasa

y union a proteinas (Tabla 13 A).

Proceso Biolégico GO
Regulacién de la segregacién cromosomica
Proliferacion celular
Ciclo celular
Autofosforilacion de proteinas
Modificacion de la cromatma

Modificacion de la cromatna
Remodelacién de la cromatina

Metilacion de lisina K4 en la histona H3
Regulacién positiva del proceso apoptético
Desacetilacion de histonas

Funcion molecular GO

Unién a proteinas

Actividad de la proteina quinasa

Actividad de proteina serina / treonina quinasa

Unidn a p53

Activacién del receptor de acetileolina

Actividad de histona acetiltransferasa
Actividad metiltransferasa
Actividad fransferasa
Uniodn a proteinas
Actividad de histona desacetilasa (especifica para H3-K16)
Componente celular GO
Nicleo
Cromosoma nuclear condensado, region cenfromérica
Complejo pasajero de cromosomas
Cromosoma condensado, region centromérica
Citosol

Nicleo

Citoplasma
Nucleolo

Complejo de represion transeripeional
Nucleoplasma

10

_— D M Niimero de genes sobreexpresados
B Nimero de genes subreexpresados

Figura 28. Analisis de enriquecimiento GO de los genes expresados diferencialmente en UCEC segln
el andlisis del recurso Genecodis. Se muestra los cinco primeros términos enriquecidos en cada categoria
(p ajustado < 0.01), se ingreso6 8 genes sobreexpresados y 21 genes subexpresados.

Al investigarse las vias KEGG enriquecidas,

vinculadas a los DEGs en UCEC, se

aprecio que los genes sobreexpresados estuvieron involucrados en la guia de axones

para la formacion de la red neuronal, enfermedad de Alzheimer y el ciclo celular

(Tabla 13). Mientras que los genes subexpresados estuvieron significativamente

involucrados en las vias de la degradacion de lisina, via de sefializacion Notch, ciclo
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celular, via de sefalizacion Jak-STAT, tuberculosis y via de sefializacion MAPK

(Tabla 13).

Tabla 13. Analisis de enriquecimiento de las vias de KEGG en genes
expresados diferencialmente en UCEC.

NUmero Valor p

Via KEGG Clase - Genes involucrados
de genes  (ajustado)
Kegg:04360 Guia de axones 1 0.0369355 CDK5
Kegg:05010 Enfermedad de Alzheimer 1 0.0374938 CDK5
Kegg:04110 Ciclo celular 1 0.0473478 BUBI1
. L - KMT2A, SETD1B,
Kegg:00310 Degradacion de lisina 4 5.02E-07 KMT2D. SETD7
Kegg:04330 Via de sefializacion Notch 3.42E-05 KAT2B, KAT2A,

CREBBP
Kegg:04110 Ciclo celular 0.019743 CREBBP, ATM
Kegg:04630 Via de sefializacion Jak-STAT 0.0226953 CREBBP, JAK2
Kegg:05152 Tuberculosis 0.0228019 CREBBP, JAK2

Kegg:04010 Via de sefializacion MAPK 2 0.0427375 MAP3K20, DUSP1

3
2
2
2

KEGG: Enciclopedia Kyoto de genes y genomas, (p ajustado< 0.05). Genes sobreexpresados (rojo),
genes subexpresados (azul)

Finalmente, en la red de PPI de los 33 DEGs presentes en UCS, se graficaron a 31
proteinas conectadas, mientras que dos (MAP3K20 y NEK9) no fueron graficadas
en el interactoma. Se destacan cinco proteinas centrales (“central hubs”), incluidas
CREBBP, ATM, SETD7 y KAT2B, todas ellas subexpresadas y EZH2
(sobreexpresado) en UCS (Figura 29).

Por otro lado, el andlisis de enriquecimiento de ontologia de genes GO
proporcionada por STRING, revel6 que los DEGs consultados estaban implicados
en los procesos bioldgicos de modificacion de histonas, modificacion de

macromoléculas y modificacion de proteinas celulares (Figura 29).
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Proceso biolégico GO:

Modificacion de histonas
Modificacion de la macromolécula
S Proceso de modificacion de proteinas celulares

Funcién molecular GO:

() Actividad catalitica para modificar una proteina
Actividad de histona lisina N metiltransferasa
. Actividad enzimatica

Componente celular GO:

@ Luz nuclear
) Nucleo
 Nucleoplasma

Extraccién de texto

Homologia

DUSP1

Figura 29. Red de interaccion proteina-proteina (PP1) mediante STRING en UCS. Se muestra los resultados obtenidos al ingresar un conjunto de 33 genes expresados diferencialmente
(DEG) en UCS. En total, se analizaron 33 nodos con 109 aristas y 6.61 como grado promedio de nodos, p-valor < 1.0e-16. El grosor de las interacciones indica la evidencia en cada asociacion.
Se muestran los 3 primeros términos GO enriquecidos en cada categoria, tasa de descubrimiento falso (FDR) < 0.05. Las categorias de proceso biolégico (PB), funcién molecular (FM) y
componente celular (CC) son diferenciados por colores. Los nodos sombreados en rojo se refieren a genes sobreexpresados, el nodo azul a los genes subexpresados, los nodos desconectados
en la red fueron ocultados (2 en total).

(*): “Central hubs”.
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Al evaluarse el enriquecimiento por GO en los 33 DEGs presentes en UCS se
observa que los genes sobreexpresados estaban significativamente enriquecidos en
los procesos bioldgicos incluyendo modificacion de la cromatina, desfosforilacion
de histonas, regulacion de la segregacion cromosomica, proliferacion celular y ciclo
celular (Tabla 14A en Anexo 4y Figura 30). En particular, la proteina central EZH2
estuvo involucrado en la modificacion de la cromatina (Tabla 14 A). Los genes
subexpresados se enriquecieron significativamente en los procesos bioldgicos
incluyendo la regulacion de la transcripcion a nivel del ADN molde, transduccién
de sefales, fosforilacion de proteinas, respuesta a la radiacion y la proliferacion
celular (Tabla 15A en Anexo 4 y Figura 30). Cabe destacar que las proteinas
centrales ATM, CREBBP, KAT2B y SETD7 estuvieron involucradas en la
fosforilacion de proteinas, respuesta a la radiacion y proliferacion celular (Tabla 15
A).

El anélisis de funcion molecular de los 33 DEGs presentes en UCS mostré que los
genes sobreexpresados se enriquecieron significativamente en la union de iones
metalicos, unién al ADN, actividad transferasa, union a ATP y unién a proteinas
(Tabla 14A en Anexo 4 y Figura 30). En particular, la proteina central EZH2 estuvo
involucrado en la unién de iones metalicos (Tabla 14 A). Mientras que los genes
subexpresados se enriquecieron en la actividad metiltransferasa, unién a proteinas,
actividad transferasa, actividad de histona metiltransferasa (H3-K4 especifica) y la
actividad de histona acetiltransferasa (Tabla 15A en Anexo 4 y Figura 30). Cabe
destacar que las proteinas centrales ATM, CREBBP, KAT2B y SETD?7 estuvieron
involucradas en la actividad metiltransferasa, union a proteinas y actividad de

histona acetiltransferasa (Tabla 15 A).
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Proceso Biologico GO
Modificacion de la cromatina
Desfosforilacion de histonas

Regulacion de la segregacion cromosomica
Proliferacion celular

Ciclo celular

Regulacion de la transcripeion a nivel del ADN molde
Transduccion de senales
Fosforilacion de proteinas
Respuesta a la radiacion
Proliferacion celular
Funciéon molecular GO
Union de iones metalicos
Union al ADN
Actividad transferasa
Union a ATP

Union a proteinas

Actividad metiltransferasa

Union a proteinas

Actividad transferasa

Actividad de histona metiltransferasa (H3-K4 especifica)

Actividad de histona acetiltransferasa
Componente celular GO

Niicleo

Citoplasma
Proyeccion de células neuronales
Citoesqueleto

Citosol

Nicleo
Complejo de histona metiltransferasa
Nucleoplasma
Complejo de remodelacion de cromatina
Complejo activador de la transcripcion Ada2 / GenS / Ada3

|
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B Nimero de genes sobreexpresados
B Nimero de genes subreexpresados

Figura 30. Analisis de enriquecimiento GO de los genes expresados diferencialmente en UCS segun
el andlisis del recurso Genecodis. Se muestra los cinco primeros términos enriquecidos en cada categoria
(p ajustado< 0.01), se ingresé 10 genes sobreexpresados y 23 genes subexpresados.

Jak-STAT y en la tuberculosis (Tabla 14).
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Al investigarse las vias KEGG enriquecidas, vinculadas a los DEGs en UCS, se
aprecié que los genes sobreexpresados estuvieron involucrados en la meiosis
ovocitaria (Tabla 14). Mientras que los genes subexpresados estuvieron
significativamente involucrados en las vias de degradacion de lisina, via de

sefializacion Notch, via de sefializacion MAPK, ciclo celular, via de sefalizacién



Tabla 14. Anélisis de enriquecimiento de las vias de KEGG en genes
expresados diferencialmente en UCS.

Via KEGG Clase Ntmero \_/alor P Genes involucrados
de genes (ajustado)
Kegg:04114  Meiosis ovocitaria 2 0.00498732  PPP1CA, BUB1
5.14E-14 KMT2E, KMT2A, SETD1B,

Degradacion de KMT2C, KMT2D, SETMAR,
Kegg:00310 lisina 7 SETD7

Via de sefializacion 5.34E-05 KAT2B, KAT2A, CREBBP
Kegg:04330  Notch 3

Via de sefializacion 0.000238985 RPS6KAS5, MP3K20, DUSP1,
Kegg:04010 MAPK 4 MAP3KS8
Kegg:04110  Ciclo celular 2 0.0208436 CREBBP, ATM

Via de sefializacion 0.0255282 CREBBP, JAK2
Kegg:04630  Jak-STAT 2
Kegg:05152  Tuberculosis 2 0.0266973 CREBBP, JAK2

KEGG: Enciclopedia Kyoto de genes y genomas, (p ajustado< 0.05). Genes sobreexpresados
(rojo), genes subexpresados (azul)
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5.10. Estudio de asociacion genotipo-fenotipo

Con el fin de determinar si la expresion diferencial se correlaciona con ciertos
caracteres fenotipicos, se condujo un estudio genotipo-fenotipo, por tipo de tumor.
Utilizando los datos transcriptomicos y fenotipicos disponibles en las bases de
datos, se examinaron las asociaciones entre la expresion genica de los DEGs con
una serie de caracteres fenotipicos. Analizamos dos tipos de variables fenotipicas:
datos demograficos (edad y peso) y clinico-patoldgicos (sobrevida global y
sobrevida libre de enfermedad). Se analiz6 la variable peso en vez de IMC, debido

a que este ultimo no estuvo disponible en el recurso UCSC Xena.

5.10.1. Asociaciones entre la expresion génica y variables demograficas

Con el recurso UCSC Xena, se exploraron las correlaciones entre expresion de los
DEGsy las variables de edad y peso, disponibles para las cuatro neoplasias (CESC,
OV, UCEC y UCS). La herramienta UCSC Xena normaliza los valores de FC
usando log2 para representar el cambio del nivel de expresion entre las muestras
tumorales y las normales. Luego de ello asocia el log> (conteo normalizado + 1) con
algunas variables fenotipicas disponibles. De un total de 101 DEGs identificados
en las neoplasias ginecoldgicas, se encontro que la expresion de 19 genes estuvo
correlacionada con la edad al momento del diagnoéstico (p < 0.05). Los coeficientes
de correlacion de Pearson presentaron tanto valores débiles (0 <r<0.360<r<-
0.3) como bajos (0.3<r < 0.5 6 -0.3<r <-0.5) en el andlisis (Tabla 15).

Dichos resultados mostraron que, la subexpresion de EZH1 y KDM4B se asocia
directamente con la edad en las participantes con diagndstico de CESC (Tabla 15).

Asi, las participantes méas jovenes tuvieron menor nivel de expresion de dichos
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genes en comparacién con las participantes de avanzada edad. Las pacientes mas
jévenes constituyen aquellas con edad menor que la medianay los de edad avanzada
constituyen aquellas con edad mayor a la mediana.

Para OV, se determiné que la sobreexpresién de EYA2 y PRKCD se asocia
inversamente con la edad mientras que la sobreexpresion de AURKB se asocia
directamente con la edad. Asi, las participantes mas jovenes tuvieron mayor nivel
de expresion en EYA2 y PRKCD, mientras que las participantes mayores tuvieron
mayor nivel de expresién en AURKB. Al contrario, la subexpresion de JAK2,
KAT2B y HDAC10 se asocia inversamente con la edad mientras que la
subexpresion de EZH1 y SETDB2 se asocia directamente con la edad (Tabla 15).
De esa forma, pacientes con OV que tuvieron menores niveles de expresion en
JAK2, KAT2B y HDAC10, fueron sujetos mayores, mientras que las participantes

mas jovenes tuvieron menor nivel de expresion de EZH1 y SETDB2.

Con respecto a UCEC, se determind que la subexpresion de JAK2, MAP3K20,
CDK17, SETD7, KMT2A, NEK9 y ATM se asocia inversamente con la edad
(Tabla 15). Asi, las pacientes con UCEC que tuvieron menor nivel de expresién en
dichos genes, fueron sujetos mayores.

Mientras que en UCS, la subexpresion de KMT2D y MAP3K8 se asocia
directamente con la edad (Tabla 15). Asi, las participantes mas jovenes tuvieron
menor nivel de expresion de dichos genes.

No se encontraron correlaciones significativas entre la expresion génicay edad para

82 DEGs.
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Tabla 15. Correlacion entre la expresion de los DEGs y la edad al momento del

diagndstico de las pacientes con cancer ginecoldgico

Tipo de cancer Gen Coeficiente de correlacién Pearson r (p-valor) *
_ EZH1 r=0.1281 (p = 0.02482)
CESC (n=307) KDM4B r = 0.1448 (p = 0.01108)
AURKB r=0.1158 (p = 0.04229)
EYA2 r=-0.1631 (p = 0.004109)
PRKCD r =-0.1603 (p = 0.004799)
_ EZH1 r=0.1368 (p = 0.01625)
OV (n=308) JAK2 r=-0.1648 (p = 0.003722)
SETDB2 r=0.1287 (p = 0.02392)
KAT2B r =-0.1140 (p = 0.04553)
HDAC10 r =-0.1223 (p = 0.03194)
JAK?2 r =-0.2814 (p = 0.00009595)
MAP3K20 r =-0.1604 (p = 0.02837)
CDK17 r =-0.1640 (p = 0.02490)
UCEC (n=187) SETD7 r=-0.1975 (p = 0.006730)
KMT2A r =-0.2016 (p = 0.005661)
NEK9 r =-0.2422 (p = 0.0008408)
ATM r =-0.1602 (p = 0.02849)
_ KMT2D r=0.2726 (p = 0.04029)
UCS(n=57) MAP3KS r = 0.3275 (p = 0.01294)

Genes sobreexpresados (rojo), genes subexpresados (azul), n=nimero de pacientes analizados,
CESC: Céncer cervical de células escamosas y adenocarcinoma endocervical, OV:
Cistoadenocarcinoma seroso ovarico, UCEC: Carcinoma de endometrio del cuerpo uterino, UCS:
Carcinosarcoma Uterino.

De un total de 101 DEGs identificados en las neoplasias ginecoldgicas, la expresion
de s6lo 5 DEGs estuvo correlacionada con el peso de las pacientes (p < 0.05). Todos
los coeficientes de correlacion de Pearson presentaron valores débiles en el analisis
(0<r<0.300<r<-0.3) (Tabla 16).

Dichos resultados mostraron que, la subexpresion de EZH1 se asocia directamente
con el peso de las participantes con diagndstico de CESC, mientras que la
subexpresion de MAP3K20 se asocia inversamente con el peso de las participantes
con CESC (Tabla 16). Asi, las participantes con menor peso tuvieron menor nivel
de expresion de EZH1, mientras que las participantes con mayor peso tuvieron

menor nivel de expresion de MAP3K20.
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Para UCEC, se determind que la sobreexpresion de EYA2 se asocia directamente
con el peso de las pacientes (Tabla 16). Asi, las participantes con mayor peso
tuvieron mayor nivel de expresion en EYA2. Al contrario, la subexpresion de ATM
y MGEAS se asocia directamente con el peso de las pacientes con UCEC (Tabla
16). Asi, las participantes con menor peso tuvieron menor nivel de expresion de
ATM y MGEAS.

No se encontraron correlaciones significativas entre la expresion génica y el peso
para 73 DEGs. Los 23 DEGs identificados en OV no disponian de informacién para

el peso del paciente por lo que no se pudo determinar su correlacion.

Tabla 16. Correlacion entre la expresion de genes y el peso de pacientes con

cancer ginecoldgico

Tipo de cancer Gen Coeficiente de correlacion Pearson r (p-valor) *
_ EZH1 r = 0.1404 (p = 0.01898)
CESC (n=279) MAP3K20 r =-0.1598 (p = 0.007485)
EYA2 r =0.1649 (p = 0.03070)
UCEC (n=172) ATM r =0.1587 (p = 0.03759)
MGEAS5 r=0.1710 (p = 0.02491)

Genes sobreexpresados (rojo), genes subexpresados (azul), n=nimero de pacientes analizados,
CESC: Cancer cervical de células escamosas y adenocarcinoma endocervical, OV:
Cistoadenocarcinoma seroso ovarico, UCEC: Carcinoma de endometrio del cuerpo uterino, UCS:
Carcinosarcoma Uterino.

5.10.2. Asociaciones entre la expresion génica y la sobrevida global

Utilizando GEPIA, se investigo la asociacion de la expresion génica (tumoral /
normal) con la sobrevida de las pacientes del estudio. Las graficas de Kaplan Meier
mostraron que, del conjunto de 101 DEGs identificados en CESC, OV, UCS y

UCEC, la expresion de 5 DEGs estuvo asociada con la sobrevida global (OS)
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mientras que la expresion de 2 DEGs se correlacion6 con la sobrevida libre de

enfermedad (DFS) (p-valor < 0.05, Figura 31). Los deméas genes no mostraron

asociacion significativa.

4 DEGs
g 3
= SETDB2
g 5 2 DEGs ® DFS
- MGEAS5 Os
. 1 DEG
’ CESC ov UuCsS

Tipo de cancer

Figura 31. DEGs identificados en los canceres ginecoldgicos asociados con el prondstico
de la enfermedad. Se representan a los DEGs cuya expresion génica esti asociada con la
sobrevida global (OS) y la sobrevida libre de enfermedad (DFS) en 3 tipos de cancer

ginecoldgico. Los genes en rojo se encuentran sobreexpresados, en azul subexpresados. Todos
los DEGs fueron modificadores de histonas

A. Asociaciones entre la expresion génicay OS en CESC:

De acuerdo a las graficas de Kaplan Meier, el nivel de expresion de SMYD2
se asocio con la OS de pacientes con CESC. Asi, la sobreexpresion del gen
SMYD2 se correlaciond con un prondéstico desfavorable en las pacientes con
CESC (Figura 32). ElI gen SMYD2 codifica para la proteina N-lisina
metiltransferasa SMYD2 que regula positivamente la citocinesis del ciclo

celular y la fosforilacion de proteinas (Tablas 6A & 8A en Anexo 3y 4).
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Figura 32. Gréafica de Kaplan Meier
representando la OS en funcion de la expresion
génica de SMYD2 en pacientes con CESC. El
nivel de expresion de SMYD2 se relaciond
significativamente con la sobrevida global de los
pacientes (p <0.05). La prueba de log-rank (Mantel-
Cox) indicé diferencias significativas en las curvas
de sobrevida global con p = 0.00045. Cociente de
riesgo (HR) se muestra con su respectivo p valor p
(HR).

Asociaciones entre la expresiéon génica y DES en CESC:

Asi mismo, las gréaficas de Kaplan Meier mostraron que la subexpresion del

gen KAT2B se correlacion6 con una menor DFS en las pacientes con CESC

(Figura 33). El

gen KAT2B codifica para

la proteina histona

acetiltransferasa, la cual regula la detencion del ciclo celular acetilando

histonas (Tablas 6A & 9A en Anexo 3y 4).
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Figura 33. Gréfica de Kaplan Meier
representando la DFS en funcién de la
expresion génica de KAT2B en pacientes con
CESC. El nivel de expresion de KAT2B se
relaciond significativamente con la sobrevida
libre de enfermedad de los pacientes (p <0.05).
La prueba de log-rank (Mantel-Cox) indic6
diferencias significativas en las curvas de
sobrevida libre de enfermedad con p = 0.041.
Cociente de riesgo (HR) se muestra con su
respectivo p valor p(HR).



C. Asociaciones entre la expresion génicay OS en OV:

Se evidencid que la expresion de los genes SETDB2 (p = 0.025), MGEA5S
(p =0.027) y HDAC10 (p = 0.014) estaba asociada con el prondstico de las
pacientes con OV. Segun las graficas de Kaplan Meier, la subexpresion de
los genes SETDB2, MGEAS y HDAC10 se correlaciona con un mejor
pronostico (Figuras 34 - 36). Los genes SETDB2 y HDAC10 codifican para
la proteina histona-lisina N-metiltransferasa SETDB2 y la histona
desacetilasa 10, respectivamente; ambas participan en la fosforilacién de
proteinas y regulan positivamente el proceso apoptético (Tabla 5A & 11A
en Anexo 3y 4).

SETDB2 también esta implicada en la diferenciacion celular y en la
actividad de histona metiltransferasa H3-K9 especifica (Tabla 11A). Por su
lado HDAC10 es una enzima desacetilasa de histona (especifica de H3-KO9,
H3-K14 y H4-K16), mecanismo que tipicamente silencia genes (Tabla
11A). Por otro lado, el gen MGEAGS codifica para la proteina O-GlcNAcasa
que participa en la regulacion negativa de la transcripcion y de la

proliferacion celular (Tablas 5A & 11A en Anexo 3y 4).
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Figura 34. Grafica de Kaplan Meier
representando la OS en funcion de la
expresion génica de SETDB2 en pacientes con
OV. El nivel de expresion de SETDB2 se
relaciond significativamente con la sobrevida
global de los pacientes (p <0.05). La prueba de
log-rank  (Mantel-Cox) indicé diferencias
significativas en las curvas de sobrevida global
con p = 0.025. Cociente de riesgo (HR) se
muestra con su respectivo p valor p(HR).

Figura 35. Gréfica de Kaplan Meier
representando la OS en funcién de la
expresion génica de MGEAGS en pacientes
con OV. El nivel de expresion de MGEAS se
relacion6 significativamente con la sobrevida
global de los pacientes (p <0.05). La prueba de
log-rank (Mantel-Cox) indic6 diferencias
significativas en las curvas de sobrevida global
con p = 0.027. Cociente de riesgo (HR) se
muestra con su respectivo p valor p(HR).
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Figura 36. Gréafica de Kaplan Meier
representando la OS en funcién de la expresion
génica de HDAC10 en pacientes con OV. El
nivel de expresion de HDAC10 se relacion6
significativamente con la sobrevida global de los
pacientes (p <0.05). La prueba de log-rank
(Mantel-Cox) indico diferencias significativas en
las curvas de sobrevida global con p = 0.014.
Cociente de riesgo (HR) se muestra con su
respectivo p valor p(HR).

. Asociaciones entre la expresion génica y DFS en OV:

De acuerdo a las graficas de Kaplan Meier, el nivel de expresion de NEK6

influy6 en la sobrevida libre de enfermedad (DFS) de pacientes con OV.

Asi, la sobreexpresion del gen NEKG6 se correlacioné con un mejor

prondstico (Figura 37). ElI gen NEK6 codifica para la proteina Serina /

treonina-proteina quinasa NEKG6, con fosforilacion de proteinas diana

mediando la citocinesis y formacién del huso mitético. NEK6 es un punto

de control de la transicidén de G2 a Mitosis cuando existe dafio en el ADN y

también regula la senescencia (Tabla 5 A & 10A en Anexo 3y 4).
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Figura 37. Grafica de Kaplan Meier
representando la DFS en funcion de la
expresion génica de NEK6 en pacientes con
OV. El nivel de expresion de NEK®6 se relacion6
significativamente con la sobrevida libre de
enfermedad de los pacientes (p <0.05).

La prueba de log-rank (Mantel-Cox) indico
diferencias significativas en las curvas de
sobrevida libre de enfermedad con p = 0.012.
Cociente de riesgo (HR) se muestra con su
respectivo p valor p (HR).

E. Asociaciones entre la expresion génicay OS en UCS

Probabilidad de sobrevida

La grafica de Kaplan Meier mostré que la sobreexpresion del gen CDK5

estuvo asociado con un pobre pronostico de los pacientes con UCS (Figura

38). El gen CDKS5 codifica para la proteina quinasa dependiente de ciclina

5, que regula la detencion de la proliferacion y ciclo celular (Tabla 4 A en

Anexo 3).
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Figura 38. Grafica de Kaplan Meier
representando la OS en funcion de la
expresion génica de CDK5 en pacientes
con UCS. El nivel de expresion de CDKS5 se
relaciond  significativamente con la
sobrevida global de los pacientes (p <0.05).
La prueba de log-rank (Mantel-Cox) indicé
diferencias significativas en las curvas de
sobrevida global con p = 0.049. Cociente de
riesgo (HR) se muestra con su respectivo p
valor p(HR).



Cabe precisar, que no se encontro asociacion entre la expresion génica de los DEGs
con la sobrevida global en pacientes con UCEC. Tampoco se observaron

asociaciones entre la expresion génica de los DEGs y la DFS en UCEC y UCS.
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5.11. Estado de metilacién del ADN en promotores de genes de estudio

Empleando MethHC, se investigo la variacion de los niveles de metilacion en el
promotor de 160 genes de interés, en mujeres con cancer ginecologico, en
comparacién con muestras no cancerosas. Los genes con metilacién diferencial y

los valores 2B para CESC y UCEC, se muestran en la Tabla 16A y 17A,
respectivamente (Anexo 5). Los valores de 2 son considerados para determinar si

un promotor esta hiper- o hipo-metilado.

Los resultados mostraron que, en mujeres con CESC, 19 de 160 genes de estudio
tuvieron genes ya sea hiper- o hipo-metilados en comparacion con muestras
normales. De ellos, 16 presentaron promotores hipermetilados incluyendo a 2
modificadores del ADN (DNMT3B y TRDMT1) y 14 modificadores de histonas
(Figura 39). Al contrario, los genes HLCS, KAT2A y LIMK2 (modificadores de
histonas) tuvieron promotores hipometilados (Figura 39). Contrastamos los datos
de metilacion de promotores con los resultados de expresion génica obtenidos en la
seccion 5.8 e identificamos que un DEG (EY A1) presentd metilacion diferencial en
CESC (Tabla 16A en Anexo 5). Asi la subexpresion del gen EYAl y la
hipermetilacion del promotor, indicaria que la metilacion del ADN del promotor

controla la expresion de EYAL.
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2/160  2/160 genes
u Hipometilado

UCEC ® Hipermetilado

3/160 genes 16/160 genes

CESC

Figura 39. Metilacion diferencial a nivel del promotor de los genes de interés. Las barras
rojas contienen a los genes que se encuentran hipermetilados, en azul a los genes
hipometilados. Tamafio muestral CESC (n = 212) / Tejido normal (n = 19), tamafio muestral
UCEC (n = 424) / Tejido normal (n = 67). Significancia estadistica p-valor < 0.05, calculado
mediante T-Test. CESC: Cancer cervical de células escamosas y adenocarcinoma
endocervical, UCEC: Carcinoma de endometrio del cuerpo uterino.

(*): Gen implicado en la metilacion del ADN.

Los niveles de metilacion del promotor (promedio del valor beta) de los 19 genes
en cuestion fueron representados en diagrama de cajas observandose diferencias

significativas entre el tejido normal y el tejido con CESC (p <0.005) (Figura 40).
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Figura 40. Niveles de metilacion a nivel del promotor de 19 genes
con metilacion diferencial en CESC. (A) Hipometilacion de
promotor de HLCS, KAT2A y LIMK2. (B) Hipermetilacion de
promotor en 16 genes. Tamafio muestral CESC (n = 212) / Tejido
normal (n = 19).

(**): valor p < 0.005
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Por otro lado, en UCEC, los genes PRKCB y PRMT8 presentaron hipermetilacion
de promotor y los genes HDAC9 y NEKG6 resultaron tener el promotor hipometilado
(Figura 41). Los cuatro genes estuvieron involucrados en modificacion de histonas
y solo NEKG®6 fue identificado como DEG. Asi la sobreexpresion del gen NEK6 y la
hipometilacion del promotor, sugiere que la expresion de NEKG6 estaria controlada
por la metilacién del ADN.

Los niveles de metilacion del promotor (promedio del valor beta) de los 4 genes
mencionados anteriormente fueron representados en diagrama de cajas
observandose diferencias significativas entre el tejido normal y el tejido con UCEC

(p <0.005) (Figura 41).
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Figura 41. Niveles de metilacion a nivel del promotor de 4 genes con metilacion diferencial
en UCEC. (A) Hipometilacion de promotor de HDAC9 y NEKS6. (B) Hipermetilacion de promotor
de PRKCB y PRMTS8. Tamafio muestral UCEC (n = 424) / Tejido normal (n = 67).

(**): valor p < 0.005
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Los cambios de metilacion de promotores genicos en OV y UCS se investigaron
utilizando MEXPRESS ya que MethHC no contenia datos de dichas neoplasias. Se
obtuvo la correlacion entre la metilacion a nivel del promotor y la expresion génica,
en los 160 genes de estudio. Para ello se estimaron los valores de correlacion de
Pearson y significancia estadistica. Las correlaciones entre la expresion y
metilacion de los promotores se muestran segun la sonda especifica dirigida a la
region promotora del gen (5'UTR, TSS + 1500 y TSS + 200), donde TSS se refiere
al sitio de inicio de la transcripcion y UTR a la region no traducida (Tabla 18 Ay

19 A en Anexo 5).

Para OV, un total de 34 genes presentaron correlacion negativa entre las variables
estudiadas (Figura 42 y Tabla 18 A). Por lo tanto, la sobreexpresién de algunos de
esos genes se correlaciond con la hipometilacién de sus promotores mientras que,
en otros, la subexpresion génica se correspondié con hipermetilacion del promotor.
La correlacion mas fuerte entre la expresion y la metilacion fue observada en el gen
NCOAZ3, con una correlacion moderada negativa (-0.5 < r < -0,7) (Figura 42 y
Tabla 18 A). Interesantemente, NCOAS3 no se reconocié como DEG en OV.

Por otro lado, se observd que la expresion y la metilacion de ATM, KAT2B y
TRDMT1 presentaron correlaciones negativas bajas (-0.3 <r < -0.5) (Figura 42 y
Tabla 18 A). Al ser contrastada con los resultados de expresion génica, los genes
ATM y KAT2B fueron identificados como DEGs y estuvieron subexpresados en
OV, lo que sugiere que la hipermetilacion del promotor estaria suprimiendo la

expresion de estos 2 genes. No se reconocié a TRDM1 como DEG en OV.
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Al contrario, cuatro genes mostraron una correlacion positiva débil (0 <r <0.3) de
las variables estudiadas, es decir, que su sobreexpresion se correspondié con
hipermetilacion de sus promotores. La asociacion més fuerte se observo en el gen
RAG1(r =0.294), el cual no fue identificado como un DEG (Figura 42 y Tabla 18

A).
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Figura 42. Correlacion entre la expresion del ARNm y la metilacién del promotor en los
tumores de pacientes con OV (n=299) basado en MEXPRESS. Cada barra horizontal representa
la correlacion de Pearson con valor estadisticamente significativo (p < 0.05). Considerando el valor
del coeficiente de correlacion de Pearson, se ordenaron los genes que van desde -0.653 a 0.294.
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Los cambios de metilacion de promotores génicos en UCS también fueron
investigados con la herramienta MEXPRESS para los 160 genes de interés (Tabla
19 A en Anexo 5).

Un total de 66 genes presentaron correlacion negativa entre las variables estudiadas,
es decir, que en algunos la sobreexpresion se correspondio con la hipometilacion
del promotor y en otros la subexpresion del gen se correspondié con la
hipermetilacion del promotor (Tabla 19 A en Anexo 5). En particular, se observé
que la expresion y la metilacion de NEK9 y SETDB2 presentaron correlaciones
negativas fuertes (-0.7 < r < -0.9) y al ser contrastados con los resultados de
expresion génica obtenidos en la seccion 5.8, se evidencio que NEK9 era un DEG,
subexpresado en UCS, lo que sugiere que la hipermetilacion del promotor estaria
suprimiendo la expresion de NEK9. EI gen SETDB2 no se determind como DEG
en UCS. Por otro lado, 20 genes presentaron correlaciones negativas moderadas
(-0.5 <r<-0.7), de los cuales 6 genes (ATM, CDK17, EZH1, HDAC6, KAT2B y
RPS6KAD5) fueron identificados como DEGs, todos subexpresados en UCS; lo que
sugiere gque la hipermetilacion del promotor estaria suprimiendo la expresion de
dichos genes.

Al contrario, 32 genes mostraron una correlacion positiva de las variables
estudiadas, es decir, en algunos la sobreexpresién se correspondié con
hipermetilacion del promotor y en otros la subexpresion se correspondié con

hipometilacion del promotor (Tabla 19 A en Anexo 5).
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VI. DISCUSION

En esta tesis se planted determinar, mediante analisis de datos Omicos, las
alteraciones de reguladores epigenéticos en céancer ginecoldgico, esperando
reconocer aquellas aberraciones asociadas con el fenotipo incluyendo el prondstico.
La importancia de este trabajo radica en la identificacion del dafio en los
reguladores epigenéticos, Unicos o comunes a las neoplasias ginecoldgicas, que a
largo plazo puedan convertirse en marcadores moleculares. En esta investigacion
se estimaron los tres tipos méas importantes de alteraciones genéticas incluyendo
mutaciones puntuales, CNAs y cambios de expresion, en muestras de cancer
ginecoldgico y controles sin cancer; vinculdndose dichas modificaciones a rasgos
fenotipicos y clinicos.

La poblacion de estudio fue heterogénea, con diferencias entre los cuatro tipos de
cancer ginecoldgico (Tablas 2 y Tabla 3). Asi, las pacientes con cancer cervical
fueron las méas jovenes en comparacion con los otros tipos de neoplasias (OV,
UCEC y UCS), con una media de edad de 48 afios, lo cual concuerda con hallazgos
previos (35,36) y con otros autores del Per(, donde ser observa que la edad media
de las pacientes con cancer cervical atendidos en el INEN no difiere mucho (44
anos) (Tabla 4).

Ademas, las pacientes con cancer cervical tuvieron mejor prondéstico que el grupo
de cancer de ovario, lo cual es compatible con lo informado por IARC (4) (Tabla
3) , asi como también con estudios observacionales en Perd, donde se observo un
mejor pronéstico de pacientes con cancer cervical en estadios tempranos que en
estadios avanzados (Tabla 4). El buen pronostico de CESC se relaciona con la

disponibilidad de examenes de deteccion como la prueba de Papanicolaou y
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prevencion como la vacuna contra el VPH, que aumentan la probabilidad de un
diagndstico temprano y asignacion de tratamiento oportuno (124). Por el contrario,
el prondstico de las pacientes con cancer de ovario es desalentador, en parte debido
a que sélo un 20% de los casos se detectan en un estadio temprano y también a que
los sintomas y la duracion de los mismos son similares entre los pacientes con
enfermedad en etapa temprana y los que presentan enfermedad avanzada, lo cual
impide que existan métodos eficaces de diagndstico precoz (37,125). Y cuando se
detecta en estadios muy avanzados, una citorreduccion Optima (extraccion
quirdrgica del tumor) puede aumentar las posibilidades de sobrevida global de la
paciente con cancer de ovario (Tabla 4).

En particular, se observé que todas las pacientes con UCS presentaron estado libre
de enfermedad al momento del diagnostico, mientras que la mayoria de
participantes en estado recurrente/progresado fueron del grupo de OV (72.6%)
(Tabla 3). La alta tasa de pacientes con OV en estado recurrente/progresado es
concordante con estudios que muestran un mayor riesgo de desarrollar tumores
solidos en los periodos de seguimiento después del diagndstico de OV (37,125). Se
ha informado que el aumento del indice de masa corporal (IMC) y la obesidad se
asocia fuertemente tanto con la incidencia como con la recurrencia y pronostico del
cancer de endometrio (126,127). Por lo tanto, las pacientes con UCS al presentar
un grado de obesidad menor (pre-obesidad), no se encontraron en estado
recurrente/progresado (Tabla 2).

Los resultados del analisis de enriquecimiento funcional de los 160 genes de
estudio, confirmaron que éstos estaban significativamente enriquecidos en los

procesos bioldgicos de modificacion de histonas, desmetilacion de la lisina en las
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histonas y la regulacion de la transcripcion (Figura 10). La reducida frecuencia de
reguladores epigenéticos que metilan el ADN en nuestro estudio (8 genes) es
coherente con su menor abundancia en el genoma humano, en comparacion con los
genes codantes de modificadores de histonas (Figura 8). La via mé&s enriquecida en
la lista de estudio fue la degradacion de lisina vinculada con la metilacion y
desmetilacion especifica de dicho aminodcido en histonas (Figura 9). Dichos
procesos estan regulados principalmente por las familias de enzimas KMTs y
KDMs, que metilan y desmetilan, respectivamente, las histonas del octdmero
nuclear (Figura 11). Al investigar la expresion de dichos genes, resulté que KDM4B
y KDMG6A estan subexpresados en CESC y OV, respectivamente (Figura 21).
KDM4B se encarga de eliminar la tri-metilacion de la lisina 9 en la histona H3
(H3K9Me3) mientras que KDMG6A elimina la di y tri-metilacion de la lisina 27 en
la histona 3 (H3K27Me2/Me3) (128). Ambos mecanismos regulan la expresion
génica de supresores de tumor. Por lo tanto, la inactivacion de KDMs mediante el
mecanismo de subexpresion génica puede causar represion de genes supresores de
tumor debido a la acumulacion de marcas de lisina-metiladas en histona 3,
principalmente (129). En otros estudios se demostré que la desmetilacion de
H3K9me3 por KDM4B, activa la transcripcidon por medio del receptor de estrégeno
a (ERa) en el cancer de mama (128,130,131). Por su parte, KDM6A remueve
H3K27me3 para mantener la expresion de proteinas de unién a retinoblastoma
(RB), necesarias para mediar la detencién del ciclo celular en las células humanas
(60,132). La expresion de KDM4B y KDMG6A en los canceres ginecoldgicos han
sido poco explorados, aunque se sabe que KDM4B promueve la progresion del

cancer de endometrio y el cancer de ovario epitelial (133,134). Ademas, en el
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cancer cervical, se ha descrito que la sobreexpresién de KDM6A por accién de la
oncoproteina E7 del VPH , promueve la activacién del ciclo celular y la
proliferacion celular (135,136). Es posible que ello se deba, en parte, a las técnicas
empleadas para determinar expresion génica las cuales pueden variar de un estudio
a otro.

Por otro lado, observamos que 66 de los 160 genes consultados, estuvieron
involucrados en la regulacion de la transcripcién a nivel del ADN molde , lo que
indica que estos genes estarian participando en la activacion y la represion de la
expresion génica (137). Dichos elementos correspondieron a coactivadores
transcripcionales como CREBBP, EP300 NCOA1, NCOA3, KMT2A, KMT2C,
KMT2E, KDM3A, KDM4A y KDM4B (acetiladores de lisina, metiladores y
desmetiladores de lisina) o bien enzimas modificadoras de histonas implicadas en
la fosforilacion y desfosforilacion de serina/treonina/tirosina, metilacion de
arginina, ubiquitinacién y desubiquitinacion de lisina y metilacion del ADN (Figura
10).

La carcinogénesis viral fue una de las rutas mas enriquecidas en el grupo de genes
de estudio (Figura 11). En particular, se observé una participacién mayoritaria de
histonas deacetilasas (HDACSs) en el proceso de carcinogénesis viral, lo cual
demuestra que la regulacién epigenética es modificada por la transformacion viral
(138,139). Al investigar las CNAs, notamos que algunas HDACs como HDAC4 y
HDACL10, presentan deleciones en CESC, OV, UCEC y UCS (Tabla 9). Dicho
mecanismo suele conllevar a pérdida de funcion de las proteinas codificadas, lo cual
disminuiria la tasa de desacetilacion de histonas. Otro mecanismo de inactivacion

génica es la subexpresion, la cual fue observada en algunas HDACSs, en 3 de los 4
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tipos de céanceres estudiados (Figura 21). Si bien en este estudio no podemos
establecer la influencia de un mecanismo sobre el otro, trabajos previos han
sugerido que las CNAs influyen en la variacion de la expresion genica en cancer

cervical (140).

Mediante analisis por Mutsig2CV se determind que los reguladores epigenéticos
presentan mutaciones somaticas en las cuatro neoplasias ginecologicas estudiadas
(Figura 12). Asi se identificaron 26 genes mutados en frecuencias mas altas (FMGSs)
que el resto de genes de estudio en UCEC, 8 FMGs en CESC, 8 FMGsen OV y 2
FMGs en UCS (Figura 12). Este hallazgo demuestra que las mutaciones puntuales
en reguladores epigenéticos son mas frecuentes en UCEC en comparacion con las
otras 3 neoplasias. La mayor presencia de FMGs en cancer de endometrio podria
en parte deberse a deficiencias en la reparacion del dafio en el ADN, lo que
conllevaria a la inestabilidad gendémica (14,141).

Los reguladores epigenéticos mas mutados en UCEC incluyeron a KMT2C,
KMT2D y ATM, que participan en los procesos de metilacion de lisina y
fosforilacion de serina / treonina de histonas (Tabla 1A Anexo 1). En CESC, los
reguladores epigenéticos mas mutados incluyeron a KMT2D, KMT2C y EP300 que
controlan los procesos de metilacion y acetilacion de lisina (Tabla 1A Anexo 1). En
contraste, en OV los reguladores epigenéticos mas mutados incluyeron a CREBBP,
KDM5C y SETD1A, vinculados a los procesos de acetilacion, desmetilacion y
metilacion de lisina, respectivamente (Tabla 1A Anexo 1). Finalmente, en UCS solo
se identificaron a 2 genes mutados (KDM4B y HAT1), participes de la
desmetilacion y acetilacion de lisina, respectivamente (Tabla 1A Anexo 1). Estos

resultados muestran que el mecanismo mas afectado en los 4 tipos de cancer
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estudiados es la modificacion de residuos de lisinas en histonas (Figura 13). Las
mutaciones puntuales en estos reguladores epigeneticos podrian afectar la funcion
de escribir, borrar o leer marcas epigenéticas activadoras o represoras de la
expresion. Por ejemplo, la acetilacion de H3K27, realizada tanto por EP300 como
por CREBBP (ambas en complejo), esta asociada con la activacion transcripcional.
Igualmente, la metilacion H3K4, ejecutada por SETD1A, KMT2C y KMT2D,
activa la expresion génica. Al contrario, la accion de KDM4B y KDM5C de
eliminar la di y tri-metilacion del H3K9 y H3K4, respectivamente, activa la
transcripcion y fomenta el crecimiento celular. Virtualmente, las mutaciones
puntuales en KDMs y KMTs pueden ser de pérdida o bien de ganancia de la
funcion.

Para determinar los cambios en la estructura, estabilidad y funcidn proteica
ocasionado por las variaciones de aminoacidos, investigamos las mutaciones de
pérdida de sentido (cambio de aminoacido) en tres genes claves incluyendo
KMT2C, KMT2D y CREBBP.

Considerando la prediccion funcional de Biomuta, se determind que 142
sustituciones de aminoacidos presentes en KMT2D, KMT2C y CREBBP serian
“dafinas”, de las cuales, 76 afectaron regiones funcionales o dominios Yy redujeron
la estabilizad energética de las 3 proteinas (Figura 14 Ay B).

Utilizando I-Mutant, se reconocieron que 6 mutaciones predichas como
desestabilizadoras afectaron al dominio Dedo de Zinc tipo PHD de la proteina
KMT2D (Tabla 6). Este hallazgo mostraria que el dafio en la funcion de KMT2D
en parte se explica por la afectacion de su estructura a nivel del dominio Dedo de

Zinc. Este Gltimo mantiene la coordinacién de los iones zinc para estabilizar los
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pliegues de la proteina. Su alteracion provocaria distorsion de la estructura, la
incapacidad del dominio Dedo de Zinc de unirse al ADN y perturbacion de su
funcion reguladora (142,143). Ademas, otras dos mutaciones desestabilizadoras
(T4570A y K4810T) en KMT2D estuvieron localizadas en los motivos LXXLL 6,
esenciales para la asociacion con el receptor nuclear ESR1 (receptor de estrogeno).
Por otro lado, 3 mutaciones desestabilizadoras (G5428D, K5493N y R5501Q)
estuvieron localizadas en el dominio SET, cerca del sitio de unién responsable de
actividad metiltransferasa H3K4 (144) (Tabla 6). En tanto la mutacion M5536T en
el dominio Post-SET afectaria también la actividad metiltransferasa, importante en
el reconocimiento de sustratos y la actividad enzimética (145).

De las 36 mutaciones puntuales y desestabilizadoras en KMT2D, so6lo 3
sustituciones (G1387A, L3591F y L4222P) afectaron la exposicion de residuos al
solvente pudiendo ser una razén de su desestabilizacion energética (Tabla 6). La
mutacion KMT2D G1387A aumento la exposicion al solvente del residuo mutado
mientras que las mutantes L3591F y L4222R la redujeron. G1387A mostrd
cambios de polaridad y se ubico en el dominio dedo de zinc PHD-tipo 4, ademas el
residuo que forma enlaces de hidrégeno, glicina, estuvo mutado por alanina, el cual
no forma enlaces de hidrégeno. Por otro lado, L3591F y L4222P implicaron
sustituciones por residuos de naturaleza no polares y éstos estuvieron ubicados en
la regién espiral y en los motivos LXXLL 3 de la proteina, esenciales para la
interaccidn con los receptores nucleares (143).

En relacion con las 23 mutaciones dafiinas en KMT2C, curiosamente, se observo
que tanto las mutaciones “desestabilizadoras” y “neutras”, se localizaron tanto en

los dominios dedo de Zinc como en regiones ricas en glicina y prolina, ademas
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ninguna present6 cambios en la accesibilidad al solvente (Tabla 7). Las mutaciones
predichas como “desestabilizadoras” (R4584Q y R4584W) estuvieron localizadas
en el dominio FYR N-terminal, las cuales afectarian la asociacion con médulos que
reconocen modificaciones de histonas (143). Las mutaciones R4584Q y R4584W
en este dominio tampoco presentaron cambios en la exposicion al solvente del
residuo mutado a pesar de mostrar cambios de polaridad, por lo que su
desestabilizacion ocurriria por otros mecanismos de disrupcion (Tabla 7).

Finalmente, con respecto a las mutaciones en CREBBP, se predijeron 14
mutaciones dafiinas y desestabilizadoras (Tabla 8). Un total de 12 sustituciones
implicaron al dominio CBP / p300-tipo HAT, tanto la region rica en Cys/His como
la region de interaccion con TRERF1 (Factor 1 de regulacion transcripcional).
Alteraciones en la region rica en Cys/His del dominio CBP / p300-tipo HAT
afectarian la acetilacion de histonas mientras que y modificaciones en la region
TRERF1 alterarian la regulacion de la expresion del gen CYP11A1 (enzima de
desdoblamiento de la cadena lateral del colesterol) (146,147). La pérdida del
dominio CBP/P300 de CREBBP ha sido asociada con la tumorogénesis de
neoplasias hematopoyéticas lo cual demuestra un rol fundamental en la regulacion
epigenética de supresores de tumor y oncogenes (148). Se encontr6 que la mutacion
dafiina R625H implico el dominio KIX, por lo que también el acoplamiento de
activadores transcripcionales podria verse afectado (149). Ninguna mutacion
predicha como “danina” presentd cambios en la accesibilidad al solvente por lo que
su desestabilizacidn ocurriria por otros mecanismos de disrupcion (Tabla 8). Todos

estos hallazgos sugieren que, aunque existieron mutaciones dafiinas y

142



desestabilizadoras, éstos afectaron regiones de union o sitios activos importantes
para la proteina de manera desigual.

En conjunto, el estudio estructural demostré que, al menos en 3 reguladores
epigenéticos cruciales como KMT2C, KMT2D y CREBBP concurren mutaciones
puntuales dafiinas, desestabilizadoras y de pérdida de la funcion proteica. La
mutacion desestabilizadora en la posicién G5428D de KMT2D, ha sido asociada
con el sindrome de Kabuki (KS) ,un sindrome caracterizado por una discapacidad
intelectual y mdltiples anomalias congénitas como apariencia facial dismorfica
(150).

Ademaés, se reconocieron un total de 6 genes cominmente mutados entre los
canceres ginecolégicos (Figura 13). Asi los genes KMT2D, KMT2C, EP300 y
ATM se encontraron comunmente mutados en CESC y UCEC, mientras que
CREBBP y CDK17 estuvieron cominmente mutados en OV y UCEC (Tabla 5).
Estos hallazgos demuestran que existen mecanismos epigenéticos comdnmente
afectados en dos 0 mas tipos de cancer ginecologico, lo que otorga posibilidades
de desarrollar terapias que puedan ser aplicadas a varias neoplasias ginecologicas
(31).

La determinacién de FMGs nos informa sobre genes que se mutaron con altas
frecuencias en el cancer ginecolégico. En contraste, la determinacion de SMGs nos
ayuda a determinar qué genes se encuentran mutados mas a menudo de lo esperado
por casualidad dados los procesos de mutacién de fondo inferidos (abundancia,
clustering y conservacion). Asi, se identificaron en total 44 FMGs en las neoplasias
ginecoldgicas, con mayor numero de genes mutados en UCEC (26 genes) en

comparacion con las otras neoplasias (CESC, OV y UCS) (Figura 12 y 13). Del
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total de FMGs en los cuatro canceres ginecologicos, 30 genes se identificaron como
modificadores de histonas implicados principalmente en la acetilacion de lisina,
fosforilacion de serina/treonina/tirosina, metilacion y desmetilacion de lisina;
mientras que solo dos genes se identificaron como reguladores de la metilacion del
ADN (DNMT1y DNMT3B).

Por otro lado, se reconocieron un total de 5 SMGs incluyendo KMT2C, KMT2D,
EP300, ATM y CDK17 comunes tanto en CESC como en UCEC (Tabla 5).
Previamente, los genes ATM y EP300, vinculados con la regulacién del proceso
apoptético y regulacién transcripcional también fueron reportados como SMGs en
UCEC y CESC (12). Nuestro estudio identificé un mayor nimero de SMGs que en
dicha publicacion posiblemente debido a que el punto de corte de nuestro analisis

fue menos estricto (Q <0.05) que el del estudio anterior (Q <0.01).

De acuerdo con el analisis Gistic 2.0, las deleciones fueron las CNAs mas
frecuentes en los tumores ginecoldgicos estudiados (Figura 19). Las deleciones
ocurrieron en genes implicados en la metilacién y desacetilacion de lisinas
incluyendo a PRDM2 y HDAC10, presentes en CESC, UCEC y UCS, ademés del
gen HDAC4, presente en CESC, OV y UCEC (Figura 20 C). La delecion de
enzimas metiladoras de lisinas conllevaria a pérdida de su funcion, lo cual
contribuiria a la activacion transcripcional de los oncogenes (129).

Por su parte, las regiones gendémicas con ganancia de secuencias (amplificaciones)
contenian varios genes implicados en la acetilacion de lisina, desubiquitinacion de
lisina y metilacion de lisina, tales como KAT6A (en UCEC y OV), BRCC3 (en
CESC y OV) y SETDB1 (CESC y UCEC); (Figura 20 B). La identificacion de

genes comunes en los canceres ginecoldgicos, pero con distinta CNA
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(amplificacion o delecion) entre un tipo de cancer y otro , se debe a que las regiones
gendmicas amplificadas albergarian genes de importancia para el desarrollo y la
progresion de tumores como mecanismo para activar oncogenes y las regiones
gendmicas delecionadas alberguen genes supresores de tumores (151). La
inestabilidad gendmica (cromosomica) adquirida por la acumulacion de CNAs y
mutaciones puntuales, es un hallmark del cancer que puede contribuir al desarrollo
y progresion del mismo (152,153). En este sentido UCS resultd ser el céncer
ginecoldgico con menor presencia de CNAs y con menor nimero de FMGs en

comparacidon con los otros 3 tipos de neoplasias estudiadas.

La expresion génica de los reguladores epigenéticos fue también investigada
revelandose que 33 genes se expresaron diferencialmente (DEGs) en UCS, 29 en
UCEC, 26 en OV y 16 genes en CESC (Figura 21). La expresion diferencial es un
indicador la sobre- o sub-expresion génica en muestras cancerosas, en comparacion
con muestras normales. En los 4 tipos de cancer, la expresion génica afectd a
factores modificadores de histonas mientras que s6lo en UCS se observo un gen
involucrado en metilacion del ADN afectado (DNMT3B). Ello sugiere que la
expresion génica de reguladores de metilacién de promotores no es un mecanismo
primariamente alterado en OV, CESC y UCEC, pudiendo estos Ultimos soportar su
desarrollo en otro tipo de alteraciones genéticas de reguladores de la metilacion del
ADN, como las mutaciones puntuales o CNA. Entre los reguladores de la
metilacion del ADN que mostraron mutaciones puntuales, se encontraron a
DNMT3By DNMT1, ambos involucrados en la regulacion negativa de la expresion

génica y presentes en UCEC (Tabla 2A). Por su parte, entre los reguladores de la
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metilacion del ADN que presentaron CNA, se encontré6 a DNMT3L, delecionado
en OV e involucrado en la regulacion de la transcripcion a nivel del ADN molde
(Tabla 2A).

La mayoria de los reguladores epigenéticos subexpresados en las cuatro neoplasias,
estuvieron implicados en procesos de fosforilacion/desfosforilacion de serina /
treonina / tirosina, acetilacion/desacetilacion de lisina, asi como también en la
metilacion de lisina. Estos procesos mencionados anteriormente, ademéas de la
ubiquitinacion de lisina también estuvieron presentes en los reguladores
epigenéticos sobreexpresados en las cuatro neoplasias (Figura 21y Tabla 1A Anexo
1). Cabe destacar que estas modificaciones en las histonas regulan procesos como
transcripcion, reparacion o replicacion del ADN (Tabla 4 -7 A).

Se identificaron 3 DEGs (AURKB, BUB1 y UHRF1) que estuvieron igualmente
sobreexpresados en los 4 céanceres ginecologicos de interés (Figura 22A),
promoviendo la fosforilacién de serina/ treoninay la ubiquitinacién de lisina (Tabla
1 A en Anexo 1). Apoyando estos resultados, informes anteriores evidencian la
sobreexpresion de AURKB y BUBL en los canceres ginecologicos. Estas
investigaciones han demostrado la existencia de expresion en exceso de la familia
de las auroras quinasas como AURKB en el cancer de endometrio, asi como
también la expresion conjunta con BUB1 en diversos canceres ginecoldgicos (154—
156). UHRF1 ,como “lector” reconoce la marca represiva H3K9me3 importante
para el mantenimiento de la metilacién del ADN , por lo que recientes estudios
estan validando a UHRF1 como un conductor del silenciamiento de genes
supresores de tumores en el cancer (60,157,158) . Por otro lado, se reconocieron

DEGs comUnmente subexpresados en los tumores de estudio incluyendo ATM,
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DUSP1, EZH1, KAT2B, MAP3K20, MGEAS5 y NEK9 (Figura 22), implicados en
la fosforilacion y desfosforilacion de serina / treonina/tirosina, metilacion de lisina
y acetilacion de lisina (Tabla 1 A en Anexo 1). De estos, EZH1 es parte del
complejo Polycomb PRC2 vy trimetila la marca H3K27, reprimiendo asi la
expresion génica de los genes diana y manteniendo la identidad de las células madre
(159). Por lo tanto, la subexpresion de EZH1 activaria la transcripcion de los genes
blanco, muy posiblemente oncogenes.

La subexpresion de DUSP1 en el cancer ovario ha sido relacionado con el aumento
del grado histoldgico. Esto debido a que la subexpresién del gen estimula la
proliferacion y el aumento de la masa tumoral en las etapas méas avanzadas de la
tumorigénesis mediante la via de sefializacion de MAPK, clésica via de crecimiento
(160). Por otro lado, se ha informado que la subexpresion de ATM en las células
cancerosas ayudaria a evadir el efecto supresor de tumor, ya que los beneficios
de la sefializacibn ATM para las células cancerosas son la promocion de la

quimiorresistencia, la radiorresistencia, la metastasis y la sobrevida celular (161).

Se construy6 una red de PPIs de los DEGs para determinar los contactos y puntos
de accidn de los genes méas prominentes en cada cancer ginecoldgico. Con ello, se
identificaron los genes centrales de cada red de PPI, los cuales exhiben funciones
mas importantes que otros genes ya que tienden a interactuar con un mayor nimero
de proteinas (100).

El interactoma de los 16 DEGs presentes en CESC revel6 cinco genes centrales,
incluidos ATM, EZH2, AURKB, BUB1 y UHRFL1, todos ellos sobreexpresados (a

excepcion de ATM) en la neoplasia cervical e involucrados en la detencion del ciclo
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celular, fosforilacion de proteinas, regulacion negativa de la transcripcion del
promotor de ARN polimerasa 11, y desarrollo embrionario (Figura 23, Tabla 6A).
Dos de esos genes (ATM y BUB1) participan en las vias de sefializacion p53,
apoptosis, meiosis ovocitaria, maduracion de ovocitos mediada por progesterona y
ciclo celular (Tabla 11). Es importante destacar la posicion central de EZH2,
responsable de la metilacion de la lisina 27 de la histona 3 (H3K27) que resulta en
la compactacion de la cromatina y la represion génica. La sobreexpresion de EZH2
junto con la hipermetilacion H3K27 se ha asociado con un mal prondéstico de los
pacientes en varios tumores solidos, incluyendo el cancer cervical, por lo que ahora
se esta investigando como una diana terapéutica (162).

La red de PPI de los 23 DEGs en QV identifico cinco proteinas centrales, incluidas
KAT2A, KAT2B, HDAC6, ATM y KDM6A, todas ellas subexpresadas en el
cancer de ovario e involucrados en la regulacion positiva de la transcripcion del
promotor del ARN polimerasa I, fosforilacidn de proteinas, respuesta a la radiacion
y proliferacion celular (Figura 25, Tabla 6A). Dos de esos genes (KAT2A y
KAT2B) participan en las vias de sefializacion Notch vinculada con diferenciacion
y muerte celular (Tabla 12). Estos resultados son consistentes con un rasgo
caracteristico de las células cancerosas que es la postergacion de la diferenciacion
y muerte celular, lo cual sucederia, en parte, por la subexpresién de KAT2A y
KAT2B. Es importante destacar la posicién central de KDM6A, una demetilasa de
lisina en histonas (H3K27-3me), en la red PPI, que regula la expresién de genes
supresores de tumores (TSGs). La subexpresion de KDMG6A conllevaria a silenciar

TSGs en el cancer de ovario, (163). La inhibicion de KDM6A ha sido sugerida
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para suprimir la metéstasis en el cancer de mama, como una medida para
contrarrestar la hiperactivacion de la enzima (164).

La red de PPI de los DEGs en UCEC identificd 5 proteinas centrales, incluidas
EZH2, KAT2B, CREBBP, ATM y KAT2A, todas ellas subexpresadas (a excepcion
de EZH2) en UCEC y vinculadas con modificacion y remodelacion de la cromatina,
acetilacion de peptidil-lisina N-terminal y regulacién positiva del proceso
apoptético (Figura 27, Tabla 7 A). Cuatro de esos genes (KAT2B, CREBBP, ATM
y KAT2A) participan en las vias de sefializacion Notch, ciclo celular, Jak-STAT y
tuberculosis (Tabla 13). Es importante destacar que ATM ha sido relacionada con
el desarrollo y la carcinogénesis del cancer de endometrio y se presume su rol
protector o supresor de tumores en el desarrollo del endometrio, por lo que se ha
sugerido como un factor predictivo en los estudios basicos y clinicos del cancer de
endometrio (165). Ademas, la sobreexpresion de EZH2 en cancer de endometrio ha
sido informado recientemente y se ha propuesto como un candidato prometedor
para tratar el cancer de endometrio de alto riesgo (162)

La red de PPI de los DEGs en UCS, identificd cinco proteinas centrales, incluidas
ATM, CREBBP, EZH2, KAT2B y SETD?7, todas ellas subexpresados (a excepcion
de EZH2) en UCS vy vinculadas con la fosforilacion de proteinas, proliferacion
celular, modificacién de la cromatina, respuesta a la radiacion y la regulacion de la
transcripcion a nivel del ADN molde (Figura 29, Tabla 4A). Cuatro de esos genes
(ATM, CREBBP, KAT2B y SETD7) participan en las vias del ciclo celular, Jak-
STAT, tuberculosis, degradacion de lisina y Notch (Tabla 14). Es importante
destacar la posicion central de CREBBP, una histona acetiltransferasa, que esta

involucrada en la coactivacion transcripcional de diversos factores de transcripcion
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y que debido a su papel dindmico como gen supresor de tumor y como oncogén, en
diversos canceres, ha promovido el disefio de inhibidores contra CREBBP. Sin
embargo, aln no se ha examinado cuidadosamente su participacion en el desarrollo

del cancer de endometrio (116).

Una de las principales motivaciones de esta tesis es conocer los factores genéticos
que influyen en el fenotipo clinico del cancer ginecoldgico, principal sobre el
pronostico. Para ellos nos valimos de los plots de Kaplan-Meier, que permitieron
evaluar el efecto de la expresién génica de los DEGs en la sobrevida de las
pacientes. De un total de 101 DEGs identificados en CESC, OV, UCS y UCEC, 5
de ellos se asociaron con la sobrevida global (p-valor < 0.05). Asi, en pacientes con
CESC, la sobreexpresiéon del gen SMYD2 (Figura 32) se correlaciond con un
pronostico desfavorable (baja sobrevida global). SMYD2 metila proteinas histonas
en las marcas activadoras H3K4 y H3K36, importantes en el ciclo celular mitético
y fosforilacién de proteinas (Tabla 8 A). Asi como también proteinas no histonas,
incluidas p53 / TP53 y RB1 en Lys-370 y Lys-860, respectivamente, importante
para la regulacion del ciclo celular y activacion las enzimas de reparacion del ADN
(166,167). Estudios previos demuestran la sobreexpresién de SMYD2 en varios
tipos de cancer incluidos en el céancer cervical, sugiriéndose su rol como una
proteina oncogénica. La reduccion de su expresion induce la supresion del
crecimiento de las células cancerosas por lo que se han desarrollado inhibidores de
SMYD2 incluyendo a AZ505, LLY - 507, A - 893 (168,169). Por otro lado, la
subexpresion del gen KAT2B se correlaciond con un pronostico desfavorable (baja

DFS) de las pacientes con CESC (Figura 33). La subexpresion de KAT2B ha sido
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previamente documentada y la misma disminuiria los niveles de p53 acetilado
favoreciendo la progresion del cancer cervical (70). Ademas se ha sugerido que
KAT2B tiene un rol como gen supresor de tumor en el cancer de mama, cancer de

células escamosas esofégico y carcinoma gastrico (170).

En pacientes con céncer de ovario, la subexpresion de los genes SETDB2, MGEA5
y HDAC10 se correlaciond con un prondstico favorable (mayor OS) (Figura 34 -
36). Se ha observado que SETDB2, HDAC10 y MGEAGS estan involucradas en
importantes procesos como la fosforilacion de proteinas, proliferacion celular y
regulacion positiva del proceso apoptético. Por ello se sugiere que la subexpresion
de estos genes afectarian la regulacién de esos procesos reduciendo la progresion
del cancer de ovario y prolongando la OS.

Ademas, también en OV, la sobreexpresién del gen NEK6 se correlacioné con un
prondstico favorable (mayor DFS) (Figura 37). NEK6 esta implicada en la
senescencia celular regulada por p53, por lo que su sobreexpresion suprimiria dicho
proceso conllevando a la inmortalidad celular. Estudios in vitro demostraron la
reduccion del crecimiento de células del cancer de mama debido a la sobreexpresion
de NEKG6 (171). Sin embargo, la funcion de NEKG6 en el cancer ginecoldgico es en
gran parte desconocida.

Asi mismo, las pacientes con UCS que presentaron sobreexpresion del gen CDK5
tuvieron pobre pronostico (menor OS) en comparacion con los pacientes que
presentaron subexpresion del gen CDK5. Cambios en la expresion de CDK5
impactan al ciclo celular, divisién celular, la detencion de la proliferacion celular y

formacion de la corteza cerebelosa. Ademas, CDK5 es un modulador de la funcién
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de los supresores de tumores y los factores de transcripcion por lo que su
sobreexpresion influye en la oncogénesis (172). También se ha informado la
participacion de CDKS5 en el desarrollo y la progresion de una variedad de canceres
incluyendo neoplasias de mama, pulmén, colon, pancreas, melanoma, tiroides y
cerebro (172). Alteraciones en CDKS5 conllevan a la alteracion en la proliferacion
celular, migracion y angiogénesis ademas de asociarse con la resistencia a la
quimioterapia y la inmunidad antitumoral (172). Por lo que CDKS5 ha sido objetivo
de interés para combatir el cancer, sin embargo, en comparacion con otras quinasas,
la funcién de CDKS5 en el cancer uterino es desconocida (173).

Nuestros hallazgos sugieren que la expresion diferencial de los genes mencionados
podria servir como posibles biomarcadores epigenéticos de pronostico en pacientes
con CESC, OV y UCEC.

La expresion de los DEGs también se investigd en funcion de otros fenotipos como
la edad y el peso, para las cuatro neoplasias (CESC, OV, UCEC y UCS) (Figura
31). Se destac6 que las pacientes con OV que tuvieron menores niveles de
expresion de HDAC10, presentaron mayor edad, mientras que las participantes mas
jévenes tuvieron menor nivel de expresion de SETDB2 (Tabla 15). Al ser la edad
uno de los factores que pueden aumentar el riesgo de desarrollar cancer de ovario,
es importante establecer un modelo de prediccion para diagnosticar esta neoplasia
en mujeres jovenes donde el cancer es menos invasivo. Para complementar estos
hallazgos, se observd que la subexpresion de SETB2 (Histona-lisina N-
metiltransferasa SETDB2) y HDAC10 (Histona desacetilasa 10), esta asociada a un
mejor pronostico de OS en pacientes con OV (Figura 34 y 36). De esa forma, las

mujeres mas jovenes afectadas por OV con subexpresion de SETDB2 tendrian un
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mejor pronostico de vida en comparacion con mujeres que presentan mayor edad.
Las pacientes que presentaron mayor edad afectadas por OV con subexpresion de
HDAC10 tendrian un mejor pronostico de vida en comparacion con mujeres mas
jévenes. Estos hallazgos sugieren que en OV edad podria ser un factor que influye
en el prondstico de la enfermedad, a través al menos de la expresion de dos genes
(SETDB2 y HDAC10).

Por otro lado, los resultados de las correlaciones entre la expresion de los DEGs
con el peso de las pacientes mostraron que, en CESC, el gen EZH1(Histona-lisina
N-metiltransferasa EZH1) presenté una tendencia de regulacién de expresion
descendente en participantes con menor peso, en comparacion con las participantes
de mayor peso. Por otro lado, las participantes con mayor peso presentaron una
tendencia de regulacion de expresion descendente de MAP3K20 (Proteina quinasa
quinasa quinasa 20 activada por mitégeno) en comparacion con las de menor peso
(Tabla 16).

Para UCEC, se determin0 que las participantes con mayor peso tuvieron una
tendencia de regulacion de expresion ascendente de EYAZ2 (Ojos ausentes
homologo 2) en comparacion con las de menor peso. Por otro lado, las participantes
con menor peso tenian una tendencia de regulacion de expresion descendente en
ATM (Serina-proteina quinasa ATM) y MGEAS5 (Proteina bifuncional NCOAT)
(Tabla 16) en comparacion con las de mayor peso. La obesidad es un factor de
riesgo de enfermedades como cardiovasculares y diabetes tipo 2, asi como también
para una variedad de tipos de cancer, entre ellos ginecoldgico, su importancia radica
en que las células de grasa producen estrogeno y las concentraciones de estrégenos

en el tejido adiposo promueven el crecimiento de las células del céncer de
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endometrio mediante la regulacion directa e indirecta de la transcripcion de genes

(174) .

La expresion génica de algunos genes humanos es controlada por cambios en la
metilacion del ADN, principalmente a nivel de la region promotora. En este estudio,
luego de determinar los genes cuya expresion es aberrante en cancer (DEGSs), se
investigo si la metilacion a nivel del promotor era igual o diferente que en células
normales. Los resultados mostraron que, en pacientes con CESC, los promotores de
19 DEGs presentaron cambios de metilacion (metilacion diferencial) comparados
con sujetos sin cancer (Tabla 16A). De ellos, 16 DEGs tuvieron promotores
hipermetilados incluyendo a CDYL, EYALl, HDAC9, NEK6, PADI4, PKN1,
PPP2CB, PRDMZ2, PRDM9, PRKCB, PRMTS8, RAG1, RNF20, SETDBZ2,
TRDMT1 y DNMT3B. Si la metilacion estuviese controlando la expresion de

dichos genes esperariamos observar que su transcripcion estuviese silenciada.

Sin embargo, ello sélo se reconocié en el gen EYAL sugiriendo que su expresion
estaria regulada por la metilacion a nivel del promotor. La hipermetilacién del ADN
en la region promotora de EYA1L es determinada por el aumento en la cantidad de
grupo metilo hecho que impide la union de los factores de transcripcion,
desencadenando en el silenciamiento del gen (55) (Figura 39 y Tablal6é A). Al
contrario, en los 18 DEGs restantes de CESC, la expresion no mostro ser controlada
por la metilacion del promotor ya que dicha variable fue directamente proporcional

a la expresién génica (Tabla 16 A).
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En CESC también se hall6 que los genes HLCS (Biotina - proteina ligasa), KAT2A
(Histona acetiltransferasa KAT2A) y LIMK2 (Dominio LIM quinasa 2) tuvieron
promotores hipometilados (Figura 40). Sin embargo, no se observo sobreexpresion
en estos genes mencionados.

Por otro lado, los resultados mostraron que en pacientes con UCEC, los promotores
de 4 DEGs mostraron metilacion diferencial en comparacion con sujetos sin cancer
(Tabla 17A). Dos de esos genes (PRKCB y PRMTS8) tuvieron promotores
hipermetilados mientras que los otros dos (HDAC9 y NEKG®6) tuvieron promotores
hipometilados (Figura 40). Solo en el gen NEK®6, la relacion inversamente
proporcional entre la metilacién del promotor y la expresién sugirié que la
expresion del gen si es regulada por metilacion a nivel de su promotor. Ya que el
promotor esta hipometilado, el gen esta sobreexpresado en pacientes con UCEC
(Figura39y Tabla 17 A).

Los cambios de metilacion de promotores génicos en OV y UCS se investigaron
utilizando la herramienta MEXPRESS, los datos obtenidos mediante este recurso
permitieron evaluar la correlacion entre la metilacién a nivel del promotor y la
expresion génica, en los 160 genes de estudio (Tabla 18 Ay 19 A).

Se observé que en pacientes con OV la expresion de 34 DEGs estad mediada por la
metilacién del promotor ya que la correlacion de ambas variables fue inversa
(Figura 42 y Tabla 18 A). La correlacion mas fuerte fue del gen NCOA3,
coactivador del receptor nuclear 3 (Figura 42 y Tabla 18 A). Sin embargo, no se
reconocié como DEG en OV. Aungue estudios in vitro han informado que NCOA3
se encuentra sobreexpresado en células cancerosas de ovario y que actla como

coactivador de receptores nucleares como el receptor de estrogeno (175). Al
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contrario, también en OV, la expresion de los genes CLOCK, PRDM2, PRMT8 y
RAGL no parece estar mediada por la metilacion del promotor ya que la correlacion
de ambas variables fue directamente proporcional (Figura 42 y Tabla 18 A).

Finalmente, en pacientes con UCS, se observo que la expresion de 66 DEGs se
correlaciond inversamente con la metilacién del promotor, demostrando que la
transcripcion esté influida por la metilacion del ADN (Tabla 19 A). La correlacion
mas fuerte se observo en NEK9, un gen subexpresado en UCS, con hipermetilacion
del promotor, el cual seria la razon de su silenciamiento genico (Figura 21 y Tabla
19 A). Al contrario, también en UCS, la expresién de 32 genes no parece estar
mediada por la metilacion del promotor, ya que la correlacion de ambas variables

fue directamente proporcional (Tabla 19 A).

La evidencia reunida en la presente tesis ha sido obtenida ejecutando diversos
protocolos de analisis bioinformatico integrado, que consideraron genomas,
transcriptomas y metilomas, previamente obtenidos de estudios internacionales.
Las herramientas de analisis 6mico permitieron describir el perfil molecular de 4
tipos de cancer ginecologico, accediendo a datos abiertos al publico, los cuales
fueron procesados con aplicaciones gratuitas, afines a cada tipo de dato 6mico
investigado. Ello demuestra que el analisis secundario de datos Omicos es
potencialmente una mina de conocimientos albergados por tipo de neoplasia. El
aprovechamiento de los datos émicos en cancer y otras patologias requiere de
aplicaciones de procesamiento e integracion y de usuarios familiarizados con
programacion y analisis estadistico. Asi, el desarrollo de estudios exploratorios

como el nuestro permite realizar una descripcion global del problema, identificando
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similitudes y particularidades de ciertos tipos de cancer, que en un futuro ameritan
una investigacion dirigida y basada en una hipotesis. Sobre todo, estudios piloto
como el nuestro permiten reconocer marcadores candidatos que en subsecuentes

investigaciones deberan ser validados mediante un disefio experimental.
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VII. CONCLUSIONES

De manera global, el analisis integrador del perfil molecular de cancer ginecoldgico
logré identificar alteraciones en los reguladores epigenéticos comunes a las cuatro
neoplasias estudiadas ,asi como especificas por tipo de tumor. Ademas, las
principales alteraciones genéticas encontradas en los reguladores epigenéticos
incluyeron mutaciones puntuales, alteraciones en el nimero de copias (CNAS) y
cambios en su expresion.

Objetivo 1: Identificar alteraciones en la expresion génica y variaciones de
secuencia presentes en las enzimas de estudio, asi como conocer el estado de
metilacion del ADN en promotores de genes de estudio. El analisis estadistico
aplicado en esta seccion compensa parcialmente el problema de las comparaciones
maltiples. Aunque estadisticamente se puedan encontrar asociaciones
significativas, el efecto podria ser sobreestimado para explicar las variaciones de
secuencias presentes en los genes de estudio.

De manera puntual, se pueden mencionar las siguientes conclusiones:

- Se identificaron 5 reguladores epigenéticos mutados significativamente
(SMGs) en las neoplasias ginecologicas CESC y UCEC, involucrados en la
modificacion de histonas. No se identificaron SMGs en OV y UCS; sin
embargo, se encontraron genes con mutaciones que ocurren en alta
frecuencia (FMGs).

- El anélisis de alteraciones en el nimero de copias (CNAS) identific6 86
genes afectados principalmente por deleciones en los cuatro tipos de cancer

ginecoldgico, siendo la mayoria de los genes modificadores de histonas.
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- Se identificaron genes con expresion diferencial (DEGS) Unicos y comunes en
cada neoplasia ginecoldgica, del mismo podemos concluir que solo EYAl y
NEKG6 presentaron metilacion diferencial en el promotor en las neoplasias
CESC y UCEC, respectivamente.

Obijetivo 2: Predecir los cambios en la estructura y funcion de las proteinas de

potencial interés. Las predicciones in silico basadas en las secuencias de las

proteinas fueron ejecutados siguiendo los parametros predeterminados de cada
programa. Aunque la precision predictiva de cada programa sea alta, los resultados
podrian ser insuficientes para explicar completamente los cambios en la estructura

y funcion de las proteinas. De manera puntual, se pueden mencionar la siguiente

conclusion:

- El estudio in silico de estructura-funcién y estabilidad energética de las
proteinas CREBBP, KMT2C y KMT2D, mostr6 que sélo algunas
mutaciones dafiinas afectaron los dominios proteicos relevantes para la
funcién. También se observd que todas las mutaciones dafiinas
desestabilizaron energéticamente a las proteinas, aungue no necesariamente
debido al cambio de exposicion al solvente del residuo alterado.

Objetivo 3: Asociar las variables genéticas con variables fenotipicas. El analisis

estadistico aplicado en esta seccion también compensa solo parcialmente el

problema de las comparaciones multiples, por lo que el efecto obtenido podria ser
insuficiente para explicar las asociaciones entre la expresion génica de los genes
con expresion diferencial (DEGSs) con los caracteres fenotipicos. De manera

puntual, se pueden mencionar las siguientes conclusiones:
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Se identificaron en total 5 DEGs (SMYD2, SETDB2, MGEAS5, HDAC10y
CDKY5) asociados significativamente con la sobrevida global (OS) del
paciente con céncer ginecolégico. De estos, el gen SMYD2 estuvo
sobreexpresado en pacientes con CESC, mientras que los genes SETDB2,
MGEA5 y HDAC10 estuvieron subexpresados en pacientes con OV y
finalmente el gen CDKS5 estuvo sobreexpresado en pacientes con UCS.

Se reconocieron 2 DEGs (KAT2B y NEKG6) asociados significativamente
con la sobrevida libre de enfermedad (DFS) del paciente con cancer
ginecoldgico, encontrandose el gen KAT2B subexpresado en pacientes con
CESC, mientras que el gen NEK6 estuvo sobreexpresado en pacientes con
oVv.

No se encontrd una correlacién fuerte entre la expresion de los DEGs con
las variables de la edad y el peso en las cuatro neoplasias ginecoldgicas
(CESC, OV, UCEC y UCS), debido a las limitaciones del recurso en linea

UCSC Xena.
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VIII.

RECOMENDACIONES

Los resultados de este estudio indican la necesidad de analizar otras
cohortes ginecoldgicas distintas de TCGA como por ejemplo el conjunto de
datos clinicos sobre el cancer de adultos de la Fundacién de Medicina (FM-
AD), asi como también complementar con el estudio del cancer de vulva,
vagina y trompas de Falopio, a fin de obtener una mejor comprension sobre
la biologia del tumor ginecoldgico.

Para un panorama mas completo, se debe considerar el estudio de otros
componentes importantes del epigenoma, como los miRNAs ya que ellos
también participan en la regulacion de numerosas vias metabolicas y
procesos celulares asociados al cancer.

Se recomienda profundizar en la interpretacion biolégica y mecanistica de
los genes identificados como posibles biomarcadores de diagnostico y
prondstico, debido a su gran aporte en la préctica clinica.

Se recomienda seleccionar adecuadamente las herramientas bioinformaticas
tomando en cuenta el método de desarrollo, el rendimiento, la usabilidad,
asi como su disponibilidad a las necesidades particulares del investigador,
con el fin de conocer sus alcances y limitaciones.

Para controlar la probabilidad de cometer un error tipo | en pruebas de
hipbtesis multiples, se recomienda aplicar la correccion de Bonferroni o
ajustar la tasa de descubrimientos falsos utilizando el procedimiento
Benjamini-Hochberg en las futuras investigaciones.

Adicionalmente, se recomienda una futura corroboracién experimental de

los hallazgos obtenidos, debido a la implicancia diagnostica y prondstica

161



que presentan los reguladores epigenéticos en la sobrevida de las pacientes

con cancer ginecologico.
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IX.

LIMITACIONES

Esta tesis no considero el cancer de vulva ni de vagina, debido al nimero
limitado de muestras secuenciadas e informacion clinica, asi como al hecho
de no pertenecer a los estudios TCGA. Si se hubiera considerado las cohortes
mencionadas anteriormente, hubiéramos tenido poco o ningin poder
estadistico.

Evidenciamos que no se cuenta con parte de la informacién clinica y/o
antecedentes de las pacientes con cancer ginecoldgicos, disponible desde
recurso Cbioportal. Asi, el habito de consumo de tabaco o estatus de
infeccion por el Virus del Papiloma Humano (VPH), fueron registrados sélo
en una parte de los individuos, a pesar de haber sido reportado en la
publicacion de TCGA

Debido a que el presente estudio estuvo dirigido a una poblacion especifica
(TCGA), el alcance de nuestros hallazgos podria aplicarse solo a poblaciones
qgue cumplan con los criterios que sigui6 el Atlas del Genoma del Cancer
(TCGA).

Las herramientas bioinformaticas de prediccion utilizadas en nuestra
investigacion permitieron simular una investigacion experimental,
ahorrando tiempo, recursos financieros y materiales. Sin embargo, para
testificar las predicciones hechas se tendrd que realizar estudios

experimentales que corroboren nuestros hallazgos.
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Tabla 1A. Genes implicados en mecanismos epigenéticos clasificados en las categorias de escritores y borradores.

ANEXO 1

GENES ESCRITORES

Localizacién

N.° Simbolo del gen Sinénimo Nombre de la Proteina . o
Citogenética
Metilacion del ADN
1 DNMT1 CXXC9; AIM; DNMT ADN (citosina-5) -metiltransferasa 1 19p13.2
2 DNMT3A* - ADN (citosina-5) -metiltransferasa 3A 2p23.3
3 DNMT3B* - ADN (citosina-5) -metiltransferasa 3B 20g11.21
4 DNMT3L* - ADN (citosina-5) -metiltransferasa tipo3 21022.3
5 TRDMT1 DNMT?2 ARNt (citosina (38) -C (5)) - metiltransferasa 10p13
Acetilacién de lisina
6 CDY1B CDY1 Proteina de cromodominio especifica para testiculos Y1 Yql1.23
7 CDYL* CDhYL1 Proteina de tipo cromodominio Y 6p25.1
8 CLOCK BHLHES, KIAA0334 Ciclo de salida del locomotor circadiana proteina kaput 4912
9 CREBBP* CBP, KAT3A Proteina de unién a CREB 16p13.3
10 ELP3 KAT9 Proteina 3 del complejo alargador 8p21.1
11  EP300* p300; KAT3B Histona acetiltransferasa p300 22013.2
12 GTF3C4 KAT12 Factor de transcripcion general 3C polipéptido 4 9934.13
13 HAT1 KAT1 Subunidad catalitica de histona acetiltransferasa tipo B 2q31.1
14  KAT2A* GCNb5, GCN5L2, HGCN5 Histona acetiltransferasa KAT2A 17921.2
15 KAT2B* PCAF Histona acetiltransferasa KAT2B 3p24.3
16 KATS HTATIP, TIP60 Histona acetiltransferasa KAT5 11913.1
17 KAT6A* MOZ, MYST3, RUNXBP2, ZNF220 Histona acetiltransferasa KAT6A 8p11.21
18 KAT6B* KIAA0383; MORF; MOZ2; MYST4 Histona acetiltransferasa KAT6B 10g22.2
19 KAT7 MYST2, HBO1, HBOa Histona acetiltransferasa KAT7 17921.33
20 KATS MOF, MYST1, PP7073 Histona acetiltransferasa KAT8 16pl11.2




21  MGEAS5 OGA, HEXC, KIAA0679, MEA5 Proteina O-GIcNAcasa 10924.32
Acetilacion de lisina
22 NATI10 ALP, KIAA1709 N-acetiltransferasa 10 11p13
23 NCOA1l BHLHE74, SRC1 Coactivador de receptores nucleares 1 2p23.3
24  NCOA3 AIB1, BHLHE42, RAC3, TRAM1 Coactivador del receptor nuclear 3 20q13.12
Biotinilacion de lisina
25 HLCS - Biotina - proteina ligasa 21922.13
Citrulinizacion de arginina
26 PADI4 PAD4, PADI5, PDI5 Proteina-arginina deiminasa tipo 4 1p36.13
Fosforilacion de serina / treonina / tirosina
27  ATM - Serina-proteina quinasa ATM 11g22.3
28 ATR FRP1 Serina / treonina-proteina quinasa ATR 3023
29 AURKB g‘*ﬁ% AIMIL, AIRK2, ARK2, STK1, STK12, Serina / treonina-proteina quinasa 12 17p13.1
30 BAZ1B WBSC10, WBSCR10, WBSCR9, WSTF Tirosina-proteina quinasa BAZ1B 7q11.23
31  BUBL BUBIL ;lﬂ]éol de control mitético serina / treonina-proteina quinasa 2q13
32 CDK17 PCTAIREZ2, PCTK2 Quinasa dependiente de ciclina 17 12g23.1
33 CDK3 CDKN3 Quinasa dependiente de ciclina 3 17925.1
34 CDK5 CDKN5 Quinasa dependiente de ciclina 5 7936.1
35 CHUK IKKA, TCF16 Inhibidor del factor nuclear kappa-B quinasa subunidad alfa 10g24.31
36 DAPK3 ZIPK Proteina quinasa asociada a la muerte 3 19p13.3
37 GSK3B - Glicogeno sintasa quinasa-3 beta 3q13.33
38 HASPIN GSG2 Serina / treonina-proteina quinasa haspin 17p13.2
39 JAK2 - Tirosina-proteina quinasa JAK2 9p24.1
40 LIMK2 - Dominio LIM quinasa 2 22q12.2
41  MAP3K20 MLTK, ZAK, HCCS4 Proteina quinasa quinasa quinasa activada por mitégeno 20 2q31.1
42  MAP3KS8 COT, ESTF Proteina quinasa quinasa quinasa activada por mitdgeno 8 10p11.23
43  MASTL GW, GWL, THC2 Serina / treonina-proteina quinasa asociada a los microtibulos  10p12.1
44  NEKG6 - Serina / treonina-proteina quinasa Nek6 9933.3
Fosforilacion de serina / treonina / tirosina
45 NEK9 KIAA1995, NEK8, NERCC Serina / treonina-proteina guinasa Nek9 14924.3




46 PAK2 - Serina / treonina-proteina quinasa PAK 2 3029
47 PKN1 PAK1, PKN, PRK1, PRKCL1 Serina / treonina-proteina quinasa N1 19p13.12
48 PRKCB PKCB, PRKCB1 Tipo de proteina quinasa C beta 16pl2.2-p12.1
49 PRKCD - Tipo de proteina quinasa C delta 3p21.1
50 PRKDC HYRC, HYRC1 Subunidad catalitica de proteina quinasa dependiente de ADN  8ql11.21
51 RPS6KA4 MSK2 Proteina ribosomal S6 quinasa alfa-4 11913.1
52 RPS6KAS MSK1 Proteina ribosomal S6 quinasa alfa-5 14932.11
53 STK10 LOK Serina / treonina-proteina quinasa 10 5035.1
54 STK4 KRS2, MST1 Serina / treonina-proteina quinasa 4 20q13.12
55 TLK1 KIAA0137 Serina/treonina proteina quinasa desordenado como quinasal  2g31.1
Metilacion de arginina
56 CARM1 PRMT4 Histona-arginina metiltransferasa CARM1 19p13.2
57 PRMT1 ANM1 Proteina arginina N-metiltransferasa 19q13.33
58 PRMT?2 HMT1, HRMT1L1 Proteina arginina N-metiltransferasa 2 21922.3
59 PRMT5 ANMS5 Proteina arginina N-metiltransferasa 5 14q11.2
60 PRMT6 ANMG6 Proteina arginina N-metiltransferasa 6 1p13.3
61 PRMT7 KIAA1933 Proteina arginina N-metiltransferasa 7 16qg22.1
62 PRMT8 HRMT1L3, HRMT1L4 Proteina arginina N-metiltransferasa 8 12p13.32
Metilacién de lisina
63 PRDM2 RlIZ, KMT8, RIzZ1, RIZ2, MTB-ZF, Dominio PR proteina dedo de zinc 2 1p36.21
HUMHOXY1
64 ASH1L* KMT2H, KIAA1420, ASH1L1 Histona-lisina N-metiltransferasa ASH1L 1922
65 DOT1L - Histona-lisina N-metiltransferasa, especifica de H3 lisina 79 19p13.3
66 EHMT1* GLP, GLP1, KMT1D, FP13812, EUHMTASE1, Histona-lisina N-metiltransferasa EHMT1 9g34.3
Eu-HMTasel, bA188C12.1, KIAA1876
67 EHMT2* G9A, BATS8, GATS, NG36, KMT1C, C6orf30 Histona-lisina N-metiltransferasa EHMT2 6p21.33
68 EZH1 KMT6B Histona-lisina N-metiltransferasa EZH1 17921.2
Metilacion de lisina
69 EZH2 WVS, ENX1, EZHI, KMT6, WVS2, ENX-1, Histona-lisina N-metiltransferasa EZH2 7036.1

EZH2b, KMT6A



http://omim.org/geneMap/19/846?start=-3&limit=10&highlight=846

70 KMT2A* MLL, HRX, TRX1, CXXC7, ALL-1, MLL1, Histona-lisina N-metiltransferasa 2A 11923.3
HTRX1, MLL1A, WDSTS, MLL/GAS7, TET1-
MLL

71 KMT2B HRX2, MLL2, MLL4, TRX2, WBP7, MLL1B, Histona-lisina N-metiltransferasa 2B 19g13.12
WBP-7

72 KMT2C MLL3, HALR, KIAA1506 Histona-lisina N-metiltransferasa 2C 7036.1

73 KMT2D ALR, KMS, MLL2, MLL4, AAD10, KABUK1, Histona-lisina N-metiltransferasa 2D 12g13.12
TNRC21, CAGL114

74 KMT2E MLLS5, NKp44L, HDCMCO04P Histona-lisina N-metiltransferasa 2E 7922.3

75 KMT5A SETD8, SET8, KMT5A, SET07, PR-Set7, N-lisina metiltransferasa KMT5A 12924.31
PRSET7

76 KMT5B SUV420H1, CGI85, CGI-85 Histona-lisina N-metiltransferasa KMT5B 11q13.2

77 KMT5C SUV420H2, PP7130 Histona-lisina N-metiltransferasa KMT5C 19q13.42

78 NSD1* STO, KMT3B, SOTOS, ARA267, SOTOS1 Histona-lisina N-metiltransferasa, especificas de H3 lisina36y 5g35.3

H4 lisina 20

79 NSD2* WHSC1, TRX5, MMSET, REIIBP, KIAA1090 Probable histona-lisina N-metiltransferasa NSD2 4p16.3

80 NSD3* WHSCL1L1, ppl14328, DC28 Histona-lisina N-metiltransferasa NSD3 8pl11.23

81 PRDM9 PFM6, KMT8B, MSBP3, ZNF899, MEISETZ Histona-lisina N-metiltransferasa PRDM9 5pl4.2

82 SETD1A KIAA0339, KMT2F, SET1, SET1A Histona-lisina N-metiltransferasa SETD1A 16p11.2

83 SETD1B KMT2G, SetlB, KIAA1076 Histona-lisina N-metiltransferasa SETD1B 12g24.31

84 SETD2 HYPB, SET2, HIF-1, HIP-1, KMT3A, HBP231, Histona-lisina N-metiltransferasa SETD2 3p21.31
HSPC069, P231hbp, HIF1, KIAA1732

85 SETD7 SETD7, KMT7,SET7, SET9, SET7/9, KIAA1717 Histona-lisina N-metiltransferasa SETD7 4931.1

86 SETDB1 ESET, KG1T, KIAA0067, KMT1E, TDRD21, Histona-lisina N-metiltransferasa SETDB1 1921.3
H3-K9-MTase4

87 SETDB2 SETDB2, CLLDS8, CLLL8, KMT1F, C13o0rf4 Histona-lisina N-metiltransferasa SETDB2 13q14.2

88 SETMAR Marl, HsMarl, METNASE Histona-lisina N-metiltransferasa SETMAR 3p26.1

89 SMYD?2 KMT3C, HSKM-B, ZMYND14 N-lisina metiltransferasa SMY D2 1932.3

90 SMYD3 KMT3E, ZMYND1, ZNFN3AL, bA74P14.1 SET y MYND proteina que contiene el dominio 3 1q44

91 SUV39H1* SUV39H, MG44, KMT1A, H3-K9-HMTasel Histona-lisina N-metiltransferasa SUV39H1 Xpll1.23

92 SUV39H2 KMT1B Histona-lisina N-metiltransferasa SUV39H2 10p13

Ribosilacion de lisina

93 PARP1 ADPRT, PPOL Poli [ADP-ribosa] polimerasa 1 1942.12




Ubiquitinacién de lisina

94 BAP1 RNF2, DING, HIPI3, RING1B Ubiquitina carboxilo terminal hidrolasa BAP1 3p21.1
95 DTX3L BBAP E3 Ubiquitina ligasa DTX3L 3g21.1
96 HUWE1 KIAA0312, KIAA1578, UREB1, HSPC272 E3 Ubiquitina ligasa HUWE1 Xpl11.22
97 RAG1 RNF74 V (D) J proteina de activacion de recombinacion 1 11p12
98 RBX1 RNF75, ROC1 E3 Ubiquitina ligasa RBX1 22913.2
99 RING1 RNF1 E3 Ubiquitina ligasa RING1 6p21.32
100 RNF168 - E3 Ubiquitina ligasa RNF168 3929
101  RNF20 BRE1A E3 Ubiquitina ligasa BRE1A 9g31.1
102  RNF40 BRE1B, KIAA0661 E3 Ubiquitina ligasa BRE1B 16p11.2
103 RNF8 KIAA0646 E3 Ubiquitina ligasa RNF8 6p21.2
104 UBR2 C6orf133, KIAA0349 E3 Ubiquitina ligasa UBR2 6p21.1
105 UHRF1* ICBP90, NP95, RNF106 E3 Ubiquitina ligasa UHRF1 19p13.3
GENES BORRADORES
Desmetilacion del ADN
106  TET1 CXXC6, LCX Metilcitosina dioxigenasa TET1 10921.3
107  TET2 KIAA1546, Nbla00191 Metilcitosina dioxigenasa TET2 4924
108 TET3 KIAA0401 Metilcitosina dioxigenasa TET3 2pl3.1
Desacetilacion de lisina
109 HDAC1 RPD3L1 Histona deacetilasa 1 1p35.2-p35.1
110 HDAC10 HDA10 Histona deacetilasa 10 22q13.33
111  HDAC11 HDA11 Histona deacetilasa 11 3p25.1
112 HDAC2 - Histona deacetilasa 2 6921
113  HDAC3 - Histona deacetilasa 3 5931.3
114  HDAC4 KIAA0288 Histona deacetilasa 4 2937.3
115 HDACS5 KIAA0600 Histona deacetilasa 5 17q21.31
116 HDACS6 KIAA0901, IM21 Histona deacetilasa 6 Xpl1.23
117  HDACT7 HDACT7A Histona deacetilasa 7 12g13.11
118  HDACS HDACL1, CDA07 Histona deacetilasa 8 Xql13.1
119 HDAC9 HDAC7, HDACT7B, HDRP, KIAA0744, MITR Histona deacetilasa 9 7p21.1
120  SIRT1 SIR2L1 NAD-dependiente de deacetilasa sirtuin-1 10921.3
121 SIRT2 SIR2L, SIR2L2 NAD-dependiente de deacetilasa sirtuin-2 19913.2




122 SIRT3 SIR2L3 NAD-dependiente de deacetilasa sirtuin-3, mitocondrial 11p15.5

123  SIRT6 SIR2L6 NAD-dependiente de deacetilasa sirtuin-6 19p13.3

Desfosforilacion de serina / treonina / tirosina

124  DUSP1 CL100, MKP1, PTPN10, VH1 Proteina fosfatasa dual especifica 1 5935.1

125 EYAl - Ojos ausentes homologo 1 8913.3

126 EYA2 EAB1 Ojos ausentes homologo 2 20q13.12

127 EYA3 - Ojos ausentes homologo 3 1p35.3

128  PPM1D WIP1 Proteina fosfatasa 1D 17q23.2

129 PPP1CC i Subunidad catalitica serina / treonina-proteina fosfatasa PP1- 12q24.11
gamma

Desfosforilacién de serina / treonina / tirosina

130 PPP2CA - Serina / treonina-proteina fosfatasa 2A subunidad catalitica 5g31.1
isoforma alfa

131  PPP2CB - Serina / treonina-proteina fosfatasa 2A subunidad catalitica 8pl2
isoforma beta

132 PPP4C PPP4, PPX Subunidad catalitica de serina / treonina-proteina fosfatasa 4 16p11.2

133  PPP5C PPP5 Serina / treonina-proteina fosfatasa 5 19q13.32

Desmetilacion de arginina

134  JMJD6 PTDSR, KIAA0585 Arginina desmetilasa bifuncional y lisil-hidroxilasa JIMJD6 17925.1

Desmetilacion de lisina

135 KDM1A AOF2, KDM1, KIAA0601, LSD1 Desmetilasa 1A especifica de lisina 1p36.12

136 KDM1B AOF1, C6orf193, LSD2 Desmetilasa 1B especifica de lisina 6p22.3

137 KDM2A CXXC8, FBL7, FBXL11, JHDM1A, KIAA1004  Desmetilasa 2A especifica de lisina 11q13.2

138 KDM2B NDY1, CXXC2, FBL10, FBXL10, JHDM1B, Desmetilasa 2B especifica de lisina 12q24.31

PCCX2

139 KDM3A JHDM2A, JIMJD1, IMID1A, KIAAQ742, TSGA  Desmetilasa 3A especifica de lisina 2pl1.2

140 KDM3B C5orf7, JHDM2B, JMJD1B, KIAA1082 Desmetilasa 3B especifica de lisina 5031.2

141 KDM4A* JHDM3A, IMJD2, IMID2A, KIAA0677 Desmetilasa 4A especifica de lisina 1p34.2-p34.1

142  KDM4B* JHDM3B, JMJD2B, KIAA0876 Desmetilasa 4B especifica de lisina 19p13.3

143 KDM4C* JMJD2C, GASC1 , JHDM3C, KIAA0780 Desmetilasa 4C especifica de lisina 9p24.1

144  KDM4D JHDM3D, JMJD2D Desmetilasa 4D especifica de lisina 11921

145  KDMBA* RBP2, JARID1A, RBBP2 Desmetilasa 5A especifica de lisina 12p13.33




146 KDM5B* PLU-1, JARID1B, PLU1, RBBP2H1 Desmetilasa 5B especifica de lisina 1g32.1
147 KDM5C* DXS1272E, JARID1C, SMCX, XE169 Desmetilasa 5C especifica de lisina Xpll.22
148  KDMS5D HY, HYA, JARID1D, KIAA0234, SMCY Desmetilasa 5D especifica de lisina Yql1.223
149 KDMG6A UTX Desmetilasa 6A especifica de lisina Xpl11.3
150 KDMé6B JMJID3, KIAA0346 Desmetilasa 6B especifica de lisina 17p13.1
151  KDM7A* KIAA1718, JHDM1D Desmetilasa 7A especifica de lisina 7934

152 KDM8 JMJD5 Desmetilasa especifica de lisina 8 16p12.1
Desmetilacion de lisina

153 PHF8* KIAA1111, ZNF422 Histona lisina desmetilasa PHF8 Xpll.22
154  RIOX1 C140rf169, MAPJD, NO66 Oxigenasa ribosomal 1 14924.3
Desribosilacion de lisina

155  PARG Poli (ADP-ribosa) glicohidrolasa 10911.23
Desubiquitinacion de lisina

156 BRCC3 BRCC36, C6.1A, CXorf53 Desubiquitinasa BRCC36 especifica de lisina-63 XQ28
157 MYSM1 KIAA1915 Histona H2A desubiquitinasa MYSM1 1p32.1
158 USP16 MSTPO039 Ubiquitina carboxilo terminal hidrolasa 16 21921.3
159 USP22 KIAA1063, USP3L Ubiquitina carboxilo terminal hidrolasa 22 17p11.2
160  USP3 - Ubiquitina carboxilo terminal hidrolasa 3 15922.31

* Genes que ademas cumplen la funcion de lectores epigenéticos



ANEXO 2

Tabla 2A. Andlisis de enriquecimiento GO del conjunto de 160 genes utilizando Enrichr

Proceso Biolégico P-valor Genes NIATEE
de genes
Modificacion de histonas (GO: 0016570) 1.67302E-67 HDAC4; HDAC5; HDAC?2; USP16; HDAC10; HDAC1; UHRF1; EHMT2; HDAC11; EHMT1; HDAC9; AURKB; 44
HDACS6; NSD3; RPS6KA4; RPS6KAS; KAT5; HLCS; NSD1; EP300; KAT8; PRMT6; KDM4A; CREBBP; PRMTS;
PRMT7; EYAL; PRMT2; EYA2; PRMT1; EYA3; USP22; USP3; PRKCD; HUWE1; BAZ1B; SIRT1; SIRT2;
KAT2A; KAT6B; CARM1; KAT6A; PADI4; EZH2.
Desmetilacion de lisina de histona (GO:  4.78742E-35 KDM5A; KDM6B; KDM4A; KDM5B; KDM3A; KDM4B; KDM5C; KDM2A; KDM3B; KDM4C; KDM5D; 18
0070076) KDM1A; KDM4D; KDM1B; KDMS8; PHF8; RIOX1; KDMT7A.
Regulacion de la transcripcion a nivel del  5.27807E-31  KDM5A;KDM5B;SUV39H2;KDM5C;HDAC10;KDM1A;SUV39H1;KDM8;EHMT1;PRDM2;PHF8;RPS6KA4; 66
ADN molde (GO: 0006355). DNMT3L;RPS6KA5;KATS5;EP300;KAT8;KAT7;KMT5A;NCOAL;PRMT6;PRMT5;PRMT8;PRMT7;CHUK;
DTX3L;PRMT2;RING1;PRKCB;PRMT1;NCOA3;USP3;DAPK3;SIRT1;SIRT2;KAT2A;KAT6B;KAT6A;
CLOCK;HDAC4;KMT2E;HDAC5;KMT2D;HDAC2;KDM3A;HDAC3;KDM3B;USP16;KMT2A;HDAC1;HDAC9
;HDACG6;PPP2CA;NSD1;RNF20;KDM4A;CREBBP;KDM4C;USP22;SETDB2;ELP3;CDK5;RIOX1;CARMI;
PKN1;EZH2.
Regulacién negativa de la transcripciéna  1.07801E-22 HDAC4; HDACS5; SUV39H2; HDAC2; KDM5C; HDAC3; HDAC10; KDM1A; HDACL; UHRF1; EHMT2; 42
nivel del ADN molde (GO: 0045892) SUV39H1; EHMT1; HDACS8; HDACY9; AURKB; HDAC6; DNMT3L; RPS6KA5; KAT5; NSD1; DNMTS3B;
SMYD2; EP300; KAT8; KMT5A; PRMT6; KDM4A; CREBBP; KDM2B; PARP1; PRMT2; RING1; SETDBZ2;
SIRT1; SIRT2; CDKS5; RIOX1; KAT6B; KAT6A; CLOCK; EZH2.
Regulacién  negativa del proceso 9.35421E-22 HDAC4; GSK3B; HDACS5; SUV39H2; HDAC?2; KDM5C; HDAC3; HDAC10; KDM1A; HDAC1; SUV39H]1; 34
biosintético de macromoléculas celulares EHMT1; HDAC9; HDAC6; DNMT3L; RPS6KA5; KAT5; KAT8; KMT5A; PRMT6; KDM4A; PRMT2; RINGI;
(GO: 2000113) DAPK3; SETDB2; SIRT1; SIRT2; CDK5; RIOX1; KAT6B; KAT6A; CLOCK; ATR; EZH2.
Regulacién positiva de la transcripcion a  1.08007E-21  HDAC4; KDM5A; KMT2E; HDACS5; KMT2D; HDAC2; KDM3A; HDAC3; USP16; KDM1A; KMT2A; HDACI,; 47
nivel del ADN molde (GO: 0045893) PRKDC; UHRF1; DOTIL; KDM8; KMT2B; PRDM2; MYSM1; PHF8; RPS6KA4; RPS6KA5; KAT5; NSDI;
EP300; KATS8; KAT7; KDM6B; NCOA1L; RNF20; CREBBP; CHUK; DTX3L; PARP1; PRMT2; NCOA3; USP22;
TET2; TETL; SIRT1; SIRT2; KAT2B; KAT2A; KAT6B; KAT6A; TET3; CLOCK.
Regulacién negativa de la expresion  3.95382E-21 HDAC4; HDACS5; SUV39H2; DNMT1; HDAC2; KDM5C; HDAC3; HDAC10; KDM1A; HDAC1; SUV39H]1; 36
génica (GO: 0010629) EHMT1; PPM1D; HDAC9; HDAC6; DNMT3L; RPS6KA5; KAT5; DNMT3B; KAT8; KMT5A; PRMT6; KDM4A;
PRMT2; RING1; DAPK3; DNMT3A; SETDB2; SIRT1; SIRT2; CDKS5; RIOX1; KAT6B; KAT6A; CLOCK; EZH2.
Metilacion de histonas (GO: 0016571) 5.38707E-21  NSD3; PRMT6; PRMT5; PRMT8; PRMT7; PRMT2; PRMT1; CARM1; EHMT2; NSD1; EHMT1; EZH2. 12




Regulacién negativa de la transcripcion
con molde de &cido nucleico (GO:
1903507)

Regulacién de la transcripcion por el
promotor del ARN polimerasa Il (GO:
0006357)

Dimetilacion de peptidil-lisina (GO:
0018027)

Desacetilacion de proteinas (GO:
0006476)

Regulacion de la expresion génica,
epigenética (GO: 0040029).

Desmetilacion de histona H3-K9 (GO:
0033169)

Desmetilacion de histona H3-K36 (GO:
0070544)

Metilacion de lisina de la histona (GO:
0034968)

Regulacién de la expresion génica (GO:
0010468).

Metilacion de proteinas (GO: 0006479)
Desacilacion de proteinas (GO: 0035601)

Regulacion de la diferenciacion de las
células mieloides (GO: 0045637)

1.72108E-20

6.89936E-20

5.80144E-18

1.38793E-17

2.72011E-17

7.43968E-17

1.25721E-16

8.45373E-16

1.58869E-15

1.85675E-15

2.46142E-15

4.75658E-15

HDAC4; HDACS5; SUV39H2; HDAC2; KDM5C; HDAC3; HDAC10; KDM1A; HDAC1; SUV39H1; EHMTL,
HDAC9; HDACG6; DNMT3L; RPS6KAS5; KATS; KAT8; KMT5A; PRMT6; KDM4A; PRMT2; RING1; SETDB?2;
SIRT1; SIRT2; CDK5; RIOX1; KAT6B; KAT6A; CLOCK; EZH2.
KDMS5B;SUV39H2;HDAC10;KDM1A;EHMT2;SUV39H1;PRDM2;MY SM1;RPS6KA4;RPS6KAS5;KATS;
DNMT3B;EP300;KAT7;KMT5A;KDM6B;NCOA1;CHUK;KDM2B;PARP1;,PRKCB;NCOAS;TET2, TET1;SIRTL;
SIRT2;KAT2B;KAT2A; TET3;CLOCK;HDAC4;HDACS;KMT2D;HDAC2;HDAC3;USP16;KMT2A;HDACI,
PRKDC;UHRF1;DOT1L;HDAC8;HDAC9;AURKB;NSD1;SMYD2;CREBBP;KDM4C;ELP3;PKN1;EZH2.
SUV39H2; SETD2; EHMTZ2; SUV39H1; SETD7; SMYD2; EHMT1; SETMAR; ASHIL.

HDAC4; HDACS5; HDAC2; HDAC3; HDAC10; HDACL; HDAC11; HDACY; SIRT1; HDACG; SIRT2; SIRT3.
HDAC4; HDACS5; DNMTL; PRMT7; KDM1B; DNMT3A; BAZ1B; PPM1D; HDAC6; KAT2B; DNMT3L; KAT2A;
DNMT3B; EP300; EZH2.

KDM4A; KDM3A; KDM4B; KDM3B; KDM4C; KDM1A; KDM4D; KDMT7A; PHF8.

KDM4A; KDM4B; KDM2A; KDM4C; RIOX1; KDM8; KDM7A; PHFS8.

KMT2D; KMT2A; EHMT2; SETD1B; DOT1L; KMT2B; SETDB2; SETMAR; EZH2; KDM6A.

HDAC4; GSK3B; HDACS; KMT2D; DNMT1; KDM3A,; SETD2; KDM3B; HDAC10; HDACL1; PRDM2; HDACE6;
PPP2CA; RPS6KA4; RPS6KAS5; DNMT3B; EP300; KAT7; RAGL; PRMT6; RNF20; KDM4A; PRMTS5; CREBBP;
PRMTS8; PRMT7, PRMT2; PRMT1; NCOAS3; USP3; DAPKS; SIRT1; KAT6B; CARM1; CDK3; ATM; CLOCK;
EZH2.

NSD3; PRMT6; PRMT5; PRMTS8; PRMT7; PRMT2; PRMT1; CARM1; EHMT2; NSD1; EHMTL1; EZH2.

HDAC4; HDACS5; HDAC3; HDAC10; HDAC1, SIRT1; HDACG; SIRT2; SIRT3.

KMT2E; PRMT6; KMT2D; CREBBP; KMT2A; HDAC1; PRKCB; PRMT1; KMT2C; KMT2B; SETD1A; KAT2B;
EP300.

31

51

12

15

10

38

12

13




Tabla 3A. Mapas de vias de KEGG enriquecidas para los 160 genes de estudio utilizando Enrichr

Vias KEGG P-valor Genes Nu(r;;irec; e

Degradacion de lisina_Homo sapiens_hsa00310 2.92E-27 KMT2E; SUV39H2; KMT2D; SETD2; SETDB1; KMT2A; SETD1B; 19
SUV39H1; KMT2C; EHMT2; SETD1A; SETDB2; DOTIL; KMT2B; SETD7;
SETMAR; EHMT1; ASHI1L; NSD1.

Carcinogénesis viral_Homo sapiens_hsa05203 1.05E-10 HDAC4; HDACS5; CREBBP; HDAC2; HDAC3; HDAC10; HDAC1; HDAC11; 15
HDACS8; HDAC9; HDAC6; HDAC7; KAT2B; KAT2A; EP300.

Alcoholismo_Homo sapiens_hsa05034 2.13E-09 HDAC4; HDAC5; HDAC?2; HDAC3; HDAC10; HDAC1; HDAC11; HDACS; 13
HDAC9; HDACG6; HDACT7; PPP1CC; HAT1.

Via de sefializacién de la hormona tiroidea_Homo sapiens_hsa04919 2.78E-09 NCOA1; KAT2B; GSK3B; CREBBP; KAT2A; HDAC?2; HDAC3; PRKCB,; 11
HDAC1; NCOAS3; EP300.

Ciclo celular_Homo sapiens_hsa04110 6.04E-08 GSK3B; CREBBP; HDAC2; PRKDC; HDAC1; EP300; ATM; BUB1; RBX1; 10
ATR.

Via de sefializacion de Notch_Homo sapiens_hsa04330 1.03E-07 KAT2B; CREBBP; KAT2A; HDAC2; DTX3L; HDAC1; EP300. 7

Via de sefializacién de FoxO_Homo sapiens_hsa04068 1.25E-06 CREBBP; CHUK; PRMT1; SETD7; EP300; ATM; STK4; SIRT1; RAG1. 9

MicroRNAs en cdncer_Homo sapiens_hsa05206 5.02E-06 HDAC4; CREBBP; DNMT1; RPS6KA5; PRKCB; HDAC1; DNMT3A, 12
DNMT3B; EP300; ATM; SIRT1; EZH2.

Via de sefializacion MAPK_Homo sapiens_hsa04010 0.000218885 RPS6KA4; PPP5C; RPS6KAS5; CHUK; PRKCB; DUSP1; MAP3KS8; STK4; 9
PAK?2.

Infeccion por el virus de Epstein-Barr_Homo sapiens_hsa05169 0.000226848 HDAC4; GSK3B; HDACS5; CREBBP; HDAC?2; CHUK; HDAC1; EP300. 8

Infeccion por HTLV-I_Homo sapiens_hsa05166 0.000238699 KAT2B; GSK3B; CREBBP; KAT2A; KAT5; CHUK; EP300; ATM; ATR. 9

Via de sefializacion TGF-beta_Homo sapiens_hsa04350 0.000571193 PPP2CA; PPP2CB; CREBBP; EP300; RBX1. 5

Sinapsis dopaminérgica_Homo sapiens_hsa04728 0.000604013 PPP2CA; PPP1CC; GSK3B; PPP2CB; PRKCB; CLOCK. 6

Mala regulacion transcripcional en cancer_Homo sapiens_hsa05202 0.000624893 HDAC2; KMT2A; EYAL; HDAC1; DOTILL; ATM; KDM6A. 7

Via de sefializacién del glucagén_Homo sapiens_hsa04922 0.001314595 CREBBP; PPP4C; PRMT1; EP300; SIRT1. 5

Vias en el cdncer_Homo sapiens_hsa05200 0.001380325 GSK3B; CREBBP; HDAC?2; CHUK; PRKCB; HDAC1; DAPKS3; EP300; STK4; 10
RBX1.

Resistencia a la insulina_Homo sapiens_hsa04931 0.001842483 MGEAS5; PPP1CC; GSK3B; PRKCB; PRKCD.

Potenciacion a largo plazo_Homo sapiens_hsa04720 0.001933962 PPP1CC; CREBBP; PRKCB; EP300.

Carcinoma de células renales_Homo sapiens_hsa05211 0.001933962 CREBBP; EP300; PAK2; RBX1.




Adiccién a las anfetaminas_Homo sapiens_hsa05031

Meiosis de ovocitos_Homo sapiens_hsa04114

Infeccion por herpes simple_Homo sapiens_hsa05168
Uniones estrechas_Homo sapiens_hsa04530

Metabolismo de cisteina y metionina_Homo sapiens_hsa00270
Céncer de préstata_Homo sapiens_hsa05215

Via de sefializacién Wnt_Homo sapiens_hsa04310

Via de sefializacion de NF-kappa B_Homo sapiens_hsa04064
Melanogénesis_Homo sapiens_hsa04916

Via de sefializacién HIF-1_Homo sapiens_hsa04066

Via de sefializacion del receptor de células T_Homo
sapiens_hsa04660

0.002044102
0.003117042
0.003782726
0.005240007
0.005574575
0.005687212
0.005729495
0.006636087
0.008538409
0.009452271
0.00977047

PPP1CC; PRKCB; HDACL,; SIRT1.
PPP2CA; PPP1CC; PPP2CB; BUBL; RBX1.

PPP1CC; CREBBP; CHUK; EP300; JAK2; CLOCK.

PPP2CA; PPP2CB; PRKCB; PRKCD; ASH1L.
DNMTL1; DNMT3A; DNMT3B.

GSK3B; CREBBP; CHUK; EP300.

GSK3B; CREBBP; PRKCB; EP300; RBX1.
CHUK; PARP1; PRKCB; ATM.

GSK3B; CREBBP; PRKCB; EP300.
CREBBP; PRKCB; EP300; RBX1.

GSK3B; CHUK; MAP3KS8; PAK2.
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ANEXO 3

Tabla 4A. Genes diferencialmente expresados (DEGSs) y Ontologia de genes

(GO) en UCS
Simbolo Log2 Ontologia del gen ®
del Gen (FC)? Proceso biolégico Funcién molecular Componente celular
Metilacién del ADN
DNMT3B  1.555 Metilacién del ADN * ADN (citosina-5 -) - actividad Nucleo *
metiltransferasa *
Modificacion de Histonas
AURKB 4.842 Regulacién de la segregacion Unio6n al ADN, actividad transferasa, Ncleo, citoplasma, citosol
cromosdmica, proliferacién celular, unién a ATP
ciclo celular
UHRF1 3.771 Proliferacion celular, ciclo celular Actividad transferasa Ntcleo
BUB1 3.607 Regulacion de la segregacion Unio6n al ADN, actividad transferasa, Ndcleo, citoplasma
cromosémica, proliferacion celular unién a ATP
EYAl 2.653 Modificacién de la cromatina, Unién de nucleétidos Ntcleo
desfosforilacion de histonas
EZH2 1.969 Modificacién de la cromatina Unién de iones metalicos, actividad Ntcleo
transferasa
SMYD3 1.744 Modificacion de la cromatina Unio6n de iones metalicos Ndcleo
CDK5 1.663 Proliferacion celular, ciclo celular Unio6n al ADN, actividad transferasa, Nucleo, proyeccion de
unién a ATP, unién a proteinas células neuronales
PPP1CA 1.624 Ciclo celular Actividad transferasa Ncleo, proyeccién de
células neuronales,
citoesqueleto
EYA2 1.624 Modificacion de la cromatina, Actividad transferasa Ndcleo
desfosforilacién de histonas
EZH1 -3.206  Regulacion de la transcripcion a nivel  Actividad metiltransferasa, actividad Nucleo
del ADN molde, proliferacion celular  transferasa
MAP3K20 -2.474  Fosforilacion de proteinas, respuestaa  Uni6n a proteinas Ndcleo
la radiacion
KAT2B -2.421  Respuesta a la radiacion Union a proteinas, actividad de histona Ncleo, nucleoplasma,
acetiltransferasa complejo de remodelacion
de cromatina, complejo
activador de la
transcripcion Ada2 / Gen5
/ Ada3
SETD1B -2.374  Regulacion de la transcripcion a nivel  Actividad metiltransferasa, union a Nucleo, complejo de
del ADN molde, transduccion de proteinas, actividad transferasa, histona metiltransferasa
sefiales, proliferacion celular actividad de histona metiltransferasa
(H3-K4 especifica)
DUSP1 -2.339  Fosforilacion de proteinas, respuestaa  Uni6n a proteinas Ndcleo, nucleoplasma
la radiacion
JAK2 -2.21 Regulacion de la transcripcion a nivel ~ Uni6n a proteinas Nucleo
del ADN molde, fosforilacion de
proteinas
MYSM1 -2.206  Regulacion de la transcripcion a nivel — Actividad coactivadora de transcripcion Nucleo, complejo de
del ADN molde remodelacion de cromatina
CDK17 -1.992  Regulacion positiva de la union del Actividad de proteina serina / treonina Ndcleo, citoplasma#
ADN guinasa
SETD7 -1.943  Regulacion de la transcripcién a nivel — Actividad metiltransferasa, unién a Nucleo
del ADN molde, proliferacion celular  proteinas, actividad transferasa
MAP3K8 -1.87 Respuesta a la radiacion Union a proteinas Citoplasma
NEK9 -1.787  Respuesta a la radiacion Unién a proteinas Nucleo
HDAC6 -1.742  Regulacion de la transcripcion a nivel ~ Uni6n a proteinas Nucleo
del ADN molde, fosforilacion de
proteinas
CREBBP -1.741  Proliferacion celular Unién a proteinas, actividad transferasa, ~ Nucleo, nucleoplasma
actividad de histona acetiltransferasa
KMT2A -1.733  Regulacion de la transcripcién a nivel — Actividad metiltransferasa, unién a Ndcleo, complejo de
del ADN molde, transduccion de proteinas, actividad transferasa, histona metiltransferasa
sefiales, proliferacion celular actividad de histona metiltransferasa
(H3-K4 especifica)
ATM -1.719  Fosforilacién de proteinas Unién a proteinas Ndcleo, nucleoplasma




HDAC10

KMT2C

KAT2A

MGEAS5

SETMAR

KMT2E

RPS6KAS5
KMT2D

-1.705

-1.67

-1.641

-1.628

-1.598

-1.553

-1.534
-1.507

Regulacion de la transcripcion a nivel
del ADN molde, proliferacién celular
Regulacion de la transcripcion a nivel
del ADN molde, proliferacién celular

Regulacion negativa de la
transcripcion del promotor de la ARN
polimerasa Il

Regulacién positiva de la sefializacion
de fosfatidilinositol 3-quinasa
Regulacion de la transcripcion a nivel
del ADN molde

Regulacion de la transcripcion a nivel
del ADN molde, transduccion de
sefiales, respuesta a la radiacion

Proliferacion celular

Regulacion de la transcripcion a nivel
del ADN molde, transduccion de
sefiales, proliferacion celular

Unién a proteinas

Actividad metiltransferasa, union a
proteinas, actividad transferasa,
actividad de histona metiltransferasa
(H3-K4 especifica)

Unién a proteinas, actividad transferasa,
actividad de histona acetiltransferasa

Actividad de histona acetiltransferasa

Actividad metiltransferasa, union a
proteinas, actividad transferasa
Actividad metiltransferasa, union a
proteinas, actividad transferasa,
actividad de histona metiltransferasa
(H3-K4 especifica)

Union a proteinas

Actividad metiltransferasa, unién a
proteinas, actividad transferasa

Ndcleo, nucleoplasma

Nucleo, complejo de
histona metiltransferasa

Ndcleo, complejo
activador de la
transcripcion Ada2 / Gens
/ Ada3

Ndcleo

Nucleo

Nucleo

Nucleo, nucleoplasma
Ndcleo, complejo de
histona metiltransferasa

Se muestra 33 genes diferencialmente expresados (DEGs) entre tejidos normales (n=78) y tumores primarios (n=57).

2log; (Fold Change) > 1.5 para los genes sobreexpresados (en rojo) y log, (Fold Change) < —1.5 para los genes subexpresados
(en azul); se utilizé un valor p ajustado <0.05 (medido por Benjamini y Hochberg FDR).
b Andlisis de enriquecimiento GO seglin Genecodis, se muestra los principales términos GO enriquecidos en cada categoria
(p ajustado < 0.01)
* Informacion obtenida de Uniprot.



Tabla 5A. Genes diferencialmente expresados (DEGs) y Ontologia de genes

(GO) en OV
Simbolo  Log?2 Ontologia del gen °
del Gen (FC)* Proceso bioldgico Funcién molecular Componente celular
Modificacion de Histonas

EYA2 5.187 Proceso apoptdtico Union a proteinas Nucleo, citoplasma

AURKB 3.996 Proliferacion celular, Actividad de la proteina quinasa, unién Nucleo, cromosoma nuclear
regulacion de la segregacion a proteinas, actividad de proteina serina  condensado, region
cromosémica, ciclo celular, / treonina quinasa, unién a ATP, unién centromérica, citoesqueleto,
autofosforilacion de proteinas. de nucledtidos. citoplasma, cromosoma

condensada, region
centromérica.

BUB1 3.174 Proliferacion celular, Actividad de la proteina quinasa, unién Nucleo, cromosoma nuclear
regulacion de la segregacion a proteinas, actividad de proteina serina  condensado, region
cromosdmica, fosforilacion de / treonina quinasa, unién a ATP, unién centromérica.
proteinas de nucledtidos.

UHRF1 2.227 Proliferacion celular, ciclo Unién a proteinas Nucleo
celular

CDK5 2.103 Proliferacion celular, Actividad de la proteina quinasa, unién Nucleo, citoesqueleto,
fosforilacion de proteinas, ciclo  a proteinas, actividad de proteina serina  citoplasma
celular, autofosforilacién de / treonina quinasa, unién a ATP, unién
proteinas. de nucledtidos.

NEK6 2.039 Fosforilacion de proteinas, Actividad de la proteina quinasa, unién Ndcleo, citoesqueleto,
ciclo celular, autofosforilacion a proteinas, actividad de proteina serina  citoplasma
de proteinas. / treonina quinasa, unién a ATP, unién

de nucleétidos.

HDAC9 1.627 Regulacion de la diferenciacién ~ Unién a proteinas Ndcleo, citoplasma
de las células musculares
estriadas.

PRKCD 1.613 Fosforilacion de proteinas Actividad de la proteina quinasa, unién Ncleo, citoplasma

a proteinas, actividad de proteina serina
/ treonina quinasa, unién a ATP, unién
de nucledtidos.

PPP4C 1.573 Regulacion de la reparacién de  Unién a proteinas Ndcleo, citoesqueleto,
una rotura de doble cadena en citoplasma
el ADN mediante
recombinacion homéloga

EZH1 -3.091 Fosforilacion de proteinas Actividad metiltransferasa Nucleo

DUSP1 -2.746 Respuesta a la radiacion, Union a proteinas Nucleo
interaccion interespecies entre
organismos.

KAT2A -2.672 Regulacion positiva de la Unién de histona deacetilasa Nucleo
transcripcion del promotor del
ARN polimerasa Il

ATM -2.399 Respuesta a la radiacion Union a proteinas Nucleo

MGEA5 -2.231 Regulacion negativa de la Actividad de histona acetiltransferasa Nucleo
transcripcion a nivel del ADN
molde.

NEK9 -2.22 Interacci6n interespecies entre Unién a proteinas Nucleo
organismos.

JAK2 -1.968 Fosforilacion de proteinas, Unidn a proteinas Nucleo
respuesta a la radiacion

MAP3K20 -1.951 Respuesta a la radiacion, Union a proteinas Nucleo
interaccion interespecies entre
organismos

MYSM1 -1.92 Fosforilacion de proteinas Actividad coactivadora de transcripcion.  Nucleo

HDAC6 -1.861 Fosforilacion de proteinas, Actividad de histona deacetilasa Nucleo
respuesta a la radiacion, (especifica para H3-K16), actividad de
proliferacion celular histona deacetilasa dependiente de NAD

(especifica de H3-K14), actividad de
histona deacetilasa dependiente de NAD
(especifica de H4-K16), actividad de
histona deacetilasa, actividad de histona
deacetilasa dependiente de NAD
(especifica de H3-K9)

KAT2B -1.82 Interaccion interespecies entre Unién de histona deacetilasa Nucleo

organismos, regulacién positiva
de la transcripcién del promotor
del ARN polimerasa Il




HDAC5 -1.713 Fosforilacion de proteinas, Actividad de histona deacetilasa Nucleo
proliferacién celular, (especifica para H3-K16), actividad de
regulacion positiva de la histona deacetilasa dependiente de NAD
transcripcion del promotor del (especifica de H3-K14), actividad de
ARN polimerasa Il histona deacetilasa dependiente de NAD
(especifica de H4-K16), actividad de
histona deacetilasa, actividad de histona
deacetilasa dependiente de NAD
(especifica de H3-K9)
KDM6A -1.651 Fosforilacion de proteinas Unién a la cromatina * Nucleo
CDK3 -1.623  Viade sefializacion del receptor ~ Unién a ATP Ndcleo *
del factor de crecimiento
derivado de plaquetas
HDAC10 -1.618 Fosforilacion de proteinas, Actividad de histona deacetilasa Nucleo
proliferacion celular (especifica para H3-K16), actividad de
histona deacetilasa dependiente de NAD
(especifica de H3-K14), actividad de
histona deacetilasa dependiente de NAD
(especifica de H4-K16), actividad de
histona deacetilasa, actividad de histona
deacetilasa dependiente de NAD
(especifica de H3-K9)
SETDB2 -1.573 Fosforilacion de proteinas, Actividad metiltransferasa Nucleo
interaccion interespecies entre
organismos.
SETD7 -1.554  Fosforilacion de proteinas Union a proteinas Nucleo

Se muestra 26 genes diferencialmente expresados (DEGs) entre tejidos normales (n=88) y tumores primarios (n=426).
2log, (Fold Change) > 1.5 para los genes sobreexpresados (en rojo) y log, (Fold Change) <—1.5 para los genes subexpresados
(en azul); se utilizé un valor p ajustado <0.05 (medido por Benjamini y Hochberg FDR).

b Andlisis de enriquecimiento GO seglin Genecodis, muestra los principales términos GO enriquecidos en cada categoria (p
ajustado < 0.01)

* Informacion obtenida de Uniprot.



Tabla 6A. Genes diferencialmente expresados (DEGSs) y Ontologia de genes
(GO) en CESC

Simbolo Log2 Ontologia del gen (GO)®
del Gen (FC)? Proceso biolégico Funcién molecular Componente celular
Modificacion de Histonas

AURKB 5.341 Regulacién negativa de la transcripcién Unidn a proteinas, actividad de proteina Cromosoma condensado, region
del promotor de la ARN polimerasa Il, serina/ treonina quinasa, actividad de la centromérica, huso, ndcleo,
desarrollo embrionario, proliferacion  proteina quinasa. cromosoma, cromosoma nuclear
celular, regulacién de la transcripcién a condensado, region
nivel del ADN molde. centromérica.

UHRF1 4.678 Desarrollo embrionario, proliferacion ~ Union a proteinas Nucleo
celular.

BUB1 3.404 Regulacion negativa de la transcripcién Unioén a proteinas, actividad de proteina NUcleo, cromosoma,
del promotor de la ARN polimerasa I, serina/ treonina quinasa, actividad de la cromosoma nuclear condensado,
proliferacion celular, regulacién de la  proteina quinasa. region centromérica.
transcripcion a nivel del ADN molde.

EZH2 2.786  Fosforilacion de proteinas Unién a proteinas, actividad Ndcleo

metiltransferasa.

HASPIN 1.788 Desarrollo embrionario, fosforilacién de Actividad de proteina serina / treonina  Huso, nlcleo, cromosoma

proteinas. quinasa, actividad de la proteina quinasa.
SMYD2 1.532  Fosforilacién de proteinas Union a la ARN polimerasa Il, uniéna  Nucleo
proteinas, actividad metiltransferasa.
DUSP1 -2.201 Ciclo celular, regulacion positiva del ~ Actividad de la proteina tirosina / Ndcleo
proceso apoptético. treonina fosfatasa.
EZH1 -2.198 Modificacion de la cromatina Actividad de histona metiltransferasa Complejo ESC / E (Z), ndcleo

(H3-K27 especifica), actividad
metiltransferasa.
KAT2B -1.709 Detencién del ciclo celular, ciclo celular Actividad de histona acetiltransferasa. ~ Banda I, actomiosina, ntcleo
MAP3K20 -1.701 Detencion del ciclo celular, ciclo Actividad de proteina serina / treonina  Nucleo
celular, regulacién positiva del proceso quinasa.
apoptotico, punto de control de dafio en

el ADN.
NEK9 -1.665 Ciclo celular Actividad de proteina serina / treonina  Nucleo
quinasa.
ATM -1.604 Detencion del ciclo celular, regulacion ~ Actividad de histonas serina quinasa, Ndcleo
positiva del proceso apoptotico, punto  actividad de proteina serina / treonina
de control de dafio en el ADN. quinasa.
EYA1 -1.58  Modificacion de la cromatina Actividad de la proteina tirosina Ndcleo
fosfatasa
KDM4B -1.546 Modificacion de la cromatina Regulacion de la transcripcion a nivel del Nicleo
ADN molde.
KMT2A -1.524 Modificacion de la cromatina Actividad metiltransferasa Parte nuclear, nlcleo
MGEA5 -1.514 Regulacion negativa de la adaptacion ~ Actividad de histona acetiltransferasa ~ Ndcleo

del musculo cardiaco.

Se muestra 16 genes diferencialmente expresados (DEGS) entre tejidos normales (n=13) y tumores primarios (n=306).
2log, (Fold Change) > 1.5 para los genes sobreexpresados (en rojo) y log, (Fold Change) <—1.5 para los genes subexpresados
(en azul); se utilizé un valor p ajustado <0.05 (medido por Benjamini y Hochberg FDR).

b Andlisis de enriquecimiento GO seglin Genecodis, muestra los principales términos GO enriquecidos en cada categoria (p
ajustado < 0.01)



Tabla 7A. Genes diferencialmente expresados (DEGs) y Ontologia de genes
(GO) en UCEC

Simbolo Log2 Ontologia del gen P
del Gen (FC)? Proceso bioldgico Funcién molecular Componente celular
Modificacion de Histonas
AURKB 4.597 Regulacion de la segregacion Unién a proteinas, Ncleo, cromosoma nuclear
cromosdmica, proliferacién celular,  actividad de la proteina condensado, regién
ciclo celular, autofosforilacién de quinasa, actividad de centromérica, cromosoma
proteinas proteina serina / treonina  condensado, regién
quinasa centromérica, complejo
pasajero de cromosomas,
citosol.

EYA2 3.432 Modificacién de la cromatina Unién a proteinas Nucleo

UHRF1 3.317 Proliferacion celular, ciclo celular Union a proteinas Nucleo

BUBL1 3.269 Regulacién de la segregacion Union a proteinas, Nucleo, cromosoma nuclear

cromosémica, proliferacion celular actividad de la proteina condensado, regién
quinasa, actividad de centromérica, citosol
proteina serina / treonina
quinasa.

EZH2 1.842 Modificacién de la cromatina Union a proteinas Nucleo

SMYD2 1.671 Modificacién de la cromatina Union a proteinas, union ~ Nucleo, citosol
ap53.

NEK6 1.563 Ciclo celular, autofosforilacion de Union a proteinas, Nucleo

proteinas. actividad de la proteina
quinasa, actividad de
proteina serina / treonina
quinasa.

CDK5 1.526 Proliferacion celular, ciclo celular, Unién a proteinas, Ncleo, citosol

autofosforilacién de proteinas. actividad de la proteina
quinasa, actividad de
proteina serina / treonina
quinasa, unién a p53,
activacion del receptor
de acetilcolina.

DUSP1 -3.006 Regulacién positiva del proceso Unién a proteinas Nucleo

apoptético.

EZH1 -2.923 Modificacion de la cromatina Actividad Nucleo
metiltransferasa,
actividad transferasa

SETD7 -2.42 Modificacion de la cromatina Actividad Nucleo
metiltransferasa,
actividad transferasa,
union a proteinas.

MAP3K?20 -2.39 Regulacion positiva del proceso Unién a proteinas Nucleo

apoptético.
SETD1B -2.114 Modificacion de la cromatina, Actividad Nucleo, citoplasma
metilacion de lisina K4 en la metiltransferasa,
histona H3. actividad transferasa,
union a proteinas

CDK17 2.1 Fosforilacion de proteinas Actividad de proteina Ndcleo, citoplasma *
serina / treonina quinasa.

JAK2 -2.02 Modificacién de la cromatina, Union a proteinas Nucleo

regulacion positiva del proceso
apoptético.

NEK9 -1.956 Ciclo celular Union a proteinas Nucleo

ATM -1.912 Regulacion positiva del proceso Unién a proteinas Nucleo

apoptético.

KAT2B -1.882 Remodelacion de la cromatina Actividad de histona Nucleo, complejo de represion
acetiltransferasa, unién a  transcripcional, nucleoplasma.
proteinas.

KMT2A -1.827 Modificacién de la cromatina, Actividad Nucleo, citoplasma

metilacion de lisina K4 en la metiltransferasa,
histona H3 actividad transferasa,
union a proteinas.
CREBBP -1.779 Acetilacion de peptidil-lisina N- Actividad de histona Nucleo

terminal

acetiltransferasa,
actividad transferasa,
union a proteinas




MYSM1 -1.676 Modificacién de la cromatina Actividad coactivadora Ndcleo, nucleoplasma
de la transcripcién

HDACS5 -1.671 Modificacién de la cromatina, Union a proteinas, Nucleo, nucleolo
remodelacion de la cromatina, actividad de histona
desacetilacion de histonas. deacetilasa (especifica

para H3-K16).

HDAC4 -1.655 Modificacién de la cromatina, Unién a proteinas, Ncleo, nucleolo, complejo de
remodelacion de la cromatina, actividad de histona represion transcripcional.
desacetilacion de histonas. deacetilasa (especifica

para H3-K16).

HDAC6 -1.641 Modificacién de la cromatina, Unién a proteinas, Ndcleo, nucleolo
regulacion positiva del proceso actividad de histona
apoptotico, desacetilacion de deacetilasa (especifica
histonas. para H3-K16).

MGEA5 -1.637 Regulacion positiva de la secrecion  Actividad de histona Nucleo
de insulina. acetiltransferasa

PRDM2 -1.622 Regulacion de la transcripcion a Actividad Nucleo
nivel del ADN molde. metiltransferasa,

actividad transferasa.
KAT2A -1.549 Remodelacion de la cromatina Actividad de histona Nucleo

acetiltransferasa,
actividad transferasa,
unién a proteinas.

KMT2D -1.535 Modificacién de la cromatina, Actividad Ndcleo, citoplasma
metilacion de lisina K4 en la metiltransferasa,
histona H3. actividad transferasa,
unioén a proteinas.
NCOAl -1.519 Regulacion de la transcripcion a Actividad de histona Nucleo
nivel del ADN molde. acetiltransferasa.

Se muestra 29 genes diferencialmente expresados (DEGs) entre tejidos normales (n=91) y tumores primarios (n=174).
2log, (Fold Change) > 1.5 para los genes sobreexpresados (en rojo) y log, (Fold Change) <—1.5 para los genes subexpresados
(en azul); se utilizé un valor p ajustado <0.05 (medido por Benjamini y Hochberg FDR).

b Andlisis de enriquecimiento GO seglin Genecodis, muestra los principales términos GO enriquecidos en cada categoria (p
ajustado < 0.01)

* Informacion obtenida de Uniprot.



ANEXO 4

Tabla 8A. Analisis de enriquecimiento por GO de genes sobreexpresados en CESC utilizando Genecodis

Anotacion  Nombre dNumero p -ajustado  Genes sobreexpresados
e genes
Proceso Bioldgico (PB)
G0:0006355 Regulacién de la transcripcion a nivel del ADN molde 2 1.20469E-05 BUBI1, AURKB
G0:0006468 Fosforilacion de proteinas 3 0.000128331 SMYD2, HASPIN, EZH2
G0:0008283 Proliferacion celular 3 0.00023072 BUBI1, AURKB, UHRF1
GO0:0009790 Desarrollo embrionario 3 0.000466442 AURKB, HASPIN, UHRF1
G0:0000122 Regulacién negativa de la transcripcién del promotor de la ARN polimerasa Il 2 0.000854797 BUBI1, AURKB
G0:0046777 Autofosforilacion de proteinas 2 0.000890217 BUBI1, AURKB
GO0:0000910 Citocinesis 1 0.00103046  HASPIN
GO0:0007049 Ciclo celular 1 0.00103046  BUBL1
GO0:0007243 Cascada de proteinas quinasas intracelular 1 0.00164862 UHRF1
G0:0000278 Ciclo celular mitético 1 0.00164862 SMYD2
GO0:0031145 Proceso catabdlico dependientes de ubiquitina proteasomal dependientes del 1 0.00190211  HASPIN
complejo promotor del anafase
GO0:0007568 Envejecimiento 1 0.00190211  HASPIN
GO0:0007064 Cohesion de crométidas hermanas durante mitosis 1 0.00190211 BUB1
G0:0016568 Modificacion de la cromatina 1 0.00206047  AURKB
G0:0018026 Monometilacién de peptidil-lisina 1 0.00206047  SMYD2
G0:0002903 Regulacién negativa de la apoptosis de células B 1 0.00206047  AURKB
G0:0006325 Organizacién de la cromatina 1 0.00224746  HASPIN
GO0:0016571 Metilacion de histonas 1 0.00224746  SMYD2
GO0:0007094 Punto de control del conjunto del huso del ciclo celular mitético 1 0.00224746  AURKB
G0:0000236 Prometafase mitdtica 1 0.00224746  AURKB
GO0:0034501 Localizacion de las proteinas en el cinetocoro 1 0.00228924 AURKB
G0:0000087 Fase M del ciclo celular mitético 1 0.00228924 SMYD2
G0:0007093 Punto de control del ciclo celular mitético 2 0.00235663 BUBI1, AURKB
G0:0018027 Dimetilacion de peptidil-lisina 1 0.00274649 EZH2




G0:0032270 Regulacién positiva de la proteina celular del proceso metabélico 3 0.0035084 SMYD2, EZH2, UHRF1
G0:0016570 Modificacion de histonas 2 0.00354982 BUB1, HASPIN
GO0:0071777 Regulacién positiva de la citocinesis del ciclo celular 2 0.00359648 SMYD2, AURKB
G0:0008608 Acoplamiento de los microtdbulos del huso al cinetocoro 1 0.00366092  UHRF1
GO0:0034644 Respuesta celular a la UV 1 0.00369221 AURKB
G0:0010452 Metilacion de lisina K36 en la histona H3 1 0.0038434 BUB1
G0:0051256 Formacion de la zona media del huso mitético 1 0.00478071  EZH2
G0:0048387 Regulacién negativa de la via de sefializacion del receptor de &cido retinoico 1 0.00514515 EZH2
G0:0090231 Regulacién del punto de control del huso 1 0.00523832 AURKB
G0:2000373 Regulacién positiva de la topoisomerasa del ADN (ATP-hidrolizante) 1 0.00725844 BUBL1

Funcién molecular (FM)
G0:0004672 Actividad de la proteina quinasa 3 0.000260724 BUBI1, AURKB, HASPIN
G0:0004674 Actividad de proteina serina / treonina quinasa 3 0.000323916 BUBI1, AURKB, HASPIN
G0:0008168 Actividad metiltransferasa 2 0.00125157 SMYD2, EZH2
GO0:0005515 Union a proteinas 5 0.00126109 SMYD2, BUBL, AURKB, EZH2, UHRF1
G0:0000993 Unidn a la ARN polimerasa Il 1 0.00146154 SMYD2
GO0:0072354 Actividad de la histona quinasa (especifica para H3-T3) 1 0.00146165 HASPIN
GO0:0046975 Actividad de histona metiltransferasa (H3-K36 especifica) 1 0.00187898 SMYD2
G0:0008327  Unidn de metil-CpG 1 0.00273979  UHRF1
GO0:0016279 Actividad de proteina-lisina N-metiltransferasa 1 0.00292222 SMYD2
GO0:0042054 Actividad de histona metiltransferasa 1 0.00358558 EZH2
GO0:0005524 Uniona ATP 3 0.00372711 BUB1, AURKB, HASPIN
G0:0000987 Union al ADN en la regién promotora proximal 1 0.00438142  UHRF1
G0:0000166 Union de nucleotidos 3 0.00687393 BUB1, AURKB, HASPIN
GO0:0004712 Actividad de la proteina serina / treonina / tirosina quinasa 1 0.00707302 AURKB
GO0:0018024 Actividad de histona-lisina N-metiltransferasa 1 0.00719226  EZH2
G0:0016740 Actividad transferasa 2 0.00723199 SMYD2, EZH2
G0:0035064 Union de residuos de histonas metiladas 1 0.00874875 UHRF1

Componente celular (CC)
G0:0000780 Cromosoma nuclear condensado, regién centromérica 2 1.96006E-05 BUB1, AURKB
G0:0005694 Cromosoma 3 7.68079E-05 BUB1, AURKB, HASPIN

, SMYD2, BUB1, AURKB, HASPIN,

G0:0005634 Ndcleo 6 9.15433E-05 EZH2, UHRFL
G0:0005819 Huso 2 0.000683555 AURKB, HASPIN




GO0:0000779 Cromosoma condensado, regién centromérica 1 0.0019874  AURKB

G0:0032133 Complejo pasajero de cromosomas 1 0.0019874  AURKB

G0:0035098 Complejo ESC/E (2) 1 0.00425685 EZH2

GO0:0000792 Heterocromatina 1 0.00595698 UHRF1

G0:0005829 Citosol 3 0.00806636 SMYD2, BUB1, AURKB




Tabla 9A. Analisis de enriquecimiento por GO de genes subexpresados en CESC utilizando Genecodis

Namero
Anotacién Nombre p -ajustado Genes subexpresados
Proceso Bioldgico (PB)
G0:0016568 Modificacion de la cromatina 4 4.30059E-05 KMT2A, KDM4B, EZH1, EYAL
GO:0007050 Detencidn del ciclo celular 3 0.000242546 MAP3K20, KAT2B, ATM
G0:0007049 Ciclo celular 4 0.000300755 DUSP1, MAP3K20, KAT2B, NEK9
GO0:0043065 Regulacion positiva del proceso apoptotico 3 0.000477403 DUSP1, MAP3K20, ATM
GO0:0000077  Punto de control de dafios en el ADN 2 0.000587719 MAP3K20, ATM
GO0:0010212 Respuesta a la radiacién ionizante 2 0.0014216 EYALl, ATM
GO0:0006302 Reparacion de rotura de doble cadena 2 0.00219874 EYAL, ATM
GO0:0010616 Regulacion negativa de la adaptacion del masculo 1 0.00287457 MGEAS5
cardiaco
GO0:0060051 Regulacion negativa de la glicosilacion de proteinas 1 0.00287457 MGEAS5
GO0:0046060 Proceso metabolico de dATP 1 0.00287457  MGEAS5
G0:0080182 Trimetilacion de lisina K4 en la histona H3 1 0.00287457 KMT2A
GO0:2001040 Regulacion positiva de la respuesta celular al farmaco 1 0.00287457 KMT2A
GO0:0009653  Estructura anatémica de la morfogénesis 2 0.00307228 EZH1,EYA1l
GO0:0008219 Muerte celular 2 0.00412007 MAP3K20, ATM
GO0:0043243 Regulacion positiva del desensamble del complejo 1 0.00413829 MGEAS5
proteico
GO0:0051054 Regulacion positiva del proceso metabolico del ADN 1 0.00413829 MGEAS5
G0:0002331 Exclusion alélica de células pre-B 1 0.00413829 ATM
GO0:0042159 Proceso catabdlico de lipoproteinas 1 0.00413829 ATM
G0:0018076 Acetilacién de peptidil-lisina N-terminal 1 0.00413829 KAT2B
G0:0016576 Desfosforilacion de histonas 1 0.00413829 EYA1l
GO0:0006473  Acetilacion de proteinas 1 0.00413829 KAT2B
G0:0031343 Regulacion positiva de la muerte celular 1 0.00431129 MGEAS5
G0:0018394  Acetilacién de peptidil-lisina 1 0.00431129 KAT2B
GO0:0051569 Regulacion de la histona H3-K4 metilacion 1 0.00431129 KMT2A
G0:0000075 Punto de control del ciclo celular 2 0.00445534  MAP3K20, ATM




G0:0070265 Muerte celular necrética 1 0.00510833 MGEA5
GO0:0006355 Regulacion de la transcripcidn a nivel del ADN molde 4 0.00534203 KMT2A, KDM4B, EZH1, EYAL
G0:0018022 Metilacion de peptidil-lisina 1 0.00594426 EZH1
G0:0032411 Regulacion positiva de la actividad del transportador 1 0.00594426  KMT2A
GO0:0006516 Proceso catabdlico de glicoproteinas 1 0.00646353 MGEAS
GO0:0051901 Regulacion positiva de la despolarizacion mitocondrial 1 0.00646353 MGEAS5
G0:0006975 Dafio en el ADN inducido por la fosforilacién de 1 0.00646353 ATM

proteinas
GO0:0071480 Respuesta celular a la radiacion gamma 1 0.00731132 ATM
G0:0060124 Regulacion positiva de la secrecidn de hormona de 1 0.00810897 MGEAS5

crecimiento
G0:0043517 Regulacion positiva de p53 inducida por la respuesta al 1 0.00861464 ATM

dafio del ADN
GO0:0090399 Senescencia replicativa 1 0.00861464 ATM

Funcién molecular (FM)

G0:0004402 Actividad de histona acetiltransferasa 2 0.00354195 KAT2B, MGEA5
G0:0004674 Actividad de proteina serina / treonina quinasa 3 0.00368612 MAP3K20, NEK9, ATM
GO0:0035174  Actividad de histonas serina quinasa 1 0.00477346 ATM
GO0:0046976 Actividad de histona metiltransferasa (H3-K27 1 0.00477346  EZH1

especifica)
GO0:0008168 Actividad metiltransferasa 2 0.00519997 MLL, EZH1
GO0:0016746 Actividad transferasa, transfiriendo grupos acilo 2 0.00564692  KAT2B, MGEA5
G0:0045322 Uni6n a CpG no metilada 1 0.00572739 MLL
GO0:0004677 Actividad de proteina quinasa dependiente de ADN 1 0.00596525 ATM
G0:0008330 Actividad de la proteina tirosina / treonina fosfatasa 1 0.00596525 DUSP1
GO0:0005515 Unidn a proteinas 6 0.0063136 DUSP1, MAP3K20, MLL, KAT2B, NEK9, ATM
G0:0019901 Unidn de proteina quinasa 2 0.00635021 KAT2B, NEK9
GO0:0070577  Unidn de residuos de histonas acetiladas 1 0.00636042  MLL
GO0:0004726 Actividad de la proteina tirosina fosfatasa (MF) que no 1 0.00636042  DUSP1

se extiende a la membrana
GO0:0004415 Actividad de la enzima condroitinasa | 1 0.00660679 MGEAS5
G0:0003682 Unidn a la cromatina 2 0.0066093 MLL, EZH1
GO0:0004725 Actividad de la proteina tirosina fosfatasa 2 0.00662227 DUSP1, EYAL
G0:0003680 Unién al ADN AT 1 0.00667932  MLL




G0:0004468 Actividad de lisina N-acetiltransferasa 1 0.00716113 KAT2B
G0:0016407 Actividad acetiltransferasa 1 0.00780187 KAT2B
G0:0004861 Actividad inhibidora de la proteina quinasa dependiente 1 0.00780187 KAT2B

de ciclina
G0:0042800 Actividad de histona metiltransferasa (H3-K4 especifica) 1 0.00786792  MLL
GO0:0016303 Actividad 1-fosfatidilinositol-3-quinasa 1 0.00786792 ATM
GO0:0017017 Actividad de la MAP quinasa tirosina / serina / treonina 1 0.00808348 DUSP1

fosfatasa

Componente celular (CC)
GO0:0005634 Nucleo 10 2.05834E-07 DUSP1, MAP3K20, MLL, KDM4B, EZH1, KAT2B, NEK9, EYAL,
ATM, MGEA5

GO0:0042641 Actomiosina 1 0.00778827 KAT2B
G0:0044428 Parte nuclear 1 0.00778827  MLL
G0:0035098 Complejo ESC/E (2) 1 0.00834238 EZH1
G0:0031674 Bandal 1 0.00875374 KAT2B
G0:0016585 Complejo de remodelacion de cromatina 1 0.00875374 KAT2B
GO0:0035097 Complejo de histona metiltransferasa 1 0.00901664  MLL
GO0:0005654 Nucleoplasma 3 0.00921376  DUSP1, KAT2B, ATM




Tabla 10A. Andlisis de enriquecimiento GO de genes sobreexpresados en OV utilizando Genecodis

NUmero

Anotacion Nombre d p -ajustado  Genes Sobreexpresados
e genes

Proceso Biolégico (PB)
G0:0008283 Proliferacion celular 4 6.27038E-05 BUB1, AURKB, CDK5, UHRF1
G0:0051983 Regulacion de la segregacién cromosémica 2 0.000093488 BUBL, AURKB
G0:0006468 Fosforilacién de proteinas 4 0.000110036 BUBL, PRKCD, CDK5, NEK6
G0:0007049 Ciclo celular 4 0.000117405 AURKB, CDK5, NEK6, UHRF1
GO:0046777 Autofosforilacion de proteinas 3 0.000198814 AURKB, CDK5, NEK6
G0:0006915 Proceso apoptético 4 0.000268064 BUBL, PRKCD, NEK6, EYA2
G0:0018105 Fosforilacién de peptidil-serina 2 0.00175961  CDKS5, NEK6
G0:0000910 Citocinesis 2 0.00178716  AURKB, NEK6
G0:0000087 Fase M del ciclo celular mitético 2 0.00229071 BUBL, AURKB
G0:0021697 Formacion de la corteza cerebelosa 1 0.00235239  CDK5
G0:2000755 Regulacidn positiva del proceso cataboélico de la esfingomielina 1 0.00235239 PRKCD
G0:0032615 Produccion de interleucina-12 1 0.00235239  PRKCD
G0:2000753 Regulacidn positiva del proceso catab6lico glucosilceramida 1 0.00235239 PRKCD
G0:0051490 Regulacién negativa del ensamblaje de filopodio 1 0.00235239 PRKCD
G0:0032613 Produccién de interleucina-10 1 0.00235239 PRKCD
G0:0051153 Regulacidn de la diferenciacion de las células musculares estriadas 1 0.00235239 HDAC9
G0:0007063 Regulacidn de la cohesion entre croméatidas hermanas 1 0.00235239 BUBL
G0:0014706 Desarrollo del tejido muscular estriado 1 0.00319888 EYA2
G0:2000373 Regulacidn positiva de la topoisomerasa del ADN (ATP-hidrolizante) 1 0.00319888 UHRF1
G0:0033136 Fosforilacién de serina de la proteina STAT3 1 0.00319888 CDK5
G0:0031914 Regulacién negativa de la plasticidad sinaptica 1 0.00319888 CDK5
G0:2000304 Regulacidn positiva del proceso biosintético de ceramida 1 0.00319888 PRKCD
G0:0048742 Regulacion del desarrollo de la fibra muscular esquelética 1 0.00319888 HDAC9
G0:0000236 Prometafase mitotica 2 0.00366809 BUBL, AURKB
G0:2000273 Regulacién positiva de la actividad del receptor 1 0.00371876  CDK5
G0:2000772 Regulacién de la senescencia celular 1 0.00371876  NEKG6
G0:0034351 Regulacién negativa de la apoptosis de células gliales 1 0.00371876  PRKCD
G0:0007501 Especificacion del destino de las células mesodérmicas 1 0.00371876  EYA2




G0:0016570
G0:0051256
G0:0021819
G0:0045956
G0:0034983
G0:0071156
G0:0046826
G0:0070932
G0:0023021
G0:0016576
G0:0090331
G0:0021695
G0:0014044
G0:0071173
G0:0009790
G0:0002903
G0:0045055
G0:0032930
G0:0032801
G0:0030071
G0:2000251
G0:0034501
G0:0030837
G0:0008608
G0:0070933
G0:0061001
G0:0048675
G0:0022038
G0:0090050

G0:0016568
G0:0010569

G0:0048148

Modificacion de histonas

Formacion de la zona media del huso mitético

Formacion de capas en la corteza cerebral

Regulacion positiva de la exocitosis dependiente de los iones de calcio
Desacetilacion de peptidil-lisina

Regulacion de la detencion del ciclo celular

Regulacién negativa de la exportacion de proteinas desde el ndcleo
Desacetilacion de histona H3

Terminacion de la transduccion de sefiales

Desfosforilacion de histonas

Regulacién negativa de la agregacion plaquetaria

Desarrollo de la corteza cerebelosa

Desarrollo de células de Schwann

Punto de control del conjunto del huso

Desarrollo embrionario

Regulacién negativa de la apoptosis de células B

Via secretora regulada

Regulacidn positiva de la generacion de aniones superdxido
Proceso catabdlico del receptor

Regulacidn de la transicién metafase / anafase mitdtico
Regulacidn positiva de la reorganizacién del citoesqueleto de actina
Localizacién de proteinas en el cinetocoro

Regulacién negativa de la polimerizacién del filamento de actina
Acoplamiento de los microtlbulos del huso al cinetocoro
Desacetilacion de histona H4

Regulacion de la morfogénesis de la columna dendritica

Extension del axon

Desarrollo del cuerpo calloso

Regulacidn positiva de la migracidn celular involucrada en la
germinacidn de la angiogénesis

Modificacion de la cromatina

Regulacidn de la reparacion de una rotura de doble cadena en el ADN
mediante recombinacion homéloga

Respuesta conductual a la cocaina

PR RPRPRRPRPRPRPRPRPRPRPEPREPRPNRPRPRPRPREPREPRPREPREPRERRERER

= N

[y

0.00371876
0.00371876
0.00371876
0.00371876
0.00371876
0.00371876
0.00371876
0.00371876
0.00386916
0.00386916
0.00386916
0.00386916
0.00386916
0.00386916
0.00393274
0.00407877
0.00407877
0.00407877
0.00407877
0.00407877
0.00407877
0.00413455
0.00413455
0.00413455
0.00413455
0.00413455
0.00413455
0.00413455
0.00413455

0.00453237
0.0046623

0.0046623

AURKB
AURKB
CDK5
CDK5
HDAC9
CDK5
CDK5
HDAC9
PRKCD
EYA2
PRKCD
CDK5
CDK5
BUB1
BUB1, CDK5
AURKB
CDK5
PRKCD
CDK5
NEKG6
CDK5
AURKB
PRKCD
AURKB
HDAC9
CDK5
CDK5
CDK5
HDAC9

HDAC9, EYA2
PPPAC

CDK5




G0:0035307
G0:0042119
G0:0051301
G0:0006281
G0:0048488
G0:0050732
G0:0001963
G0:0000278
G0:0090398
G0:0010469
G0:0032270
G0:0042100
G0:0016064
GO:0071777
G0:0043113
G0:0016079
G0:0007093
G0:0048709
G0:0035249
G0:0021954
G0:0030866
G0:0031397
G0:0008045
G0:0045892
G0:0000122

G0:0048813
G0:0016575
G0:0032091
G0:0051402
G0:0046627
G0:0060079
G0:0048167
GO0:0034644

Regulacidn positiva de la desfosforilacion de proteinas
Activacion de neutrdfilos

Division celular

Reparacién de ADN

Endocitosis de vesicula sinaptica

Regulacion negativa de la fosforilacion de peptidil-tirosina
Transmisién sinaptica, dopaminérgica

Ciclo celular mitético

Senescencia celular

Regulacién de la actividad del receptor

Regulacidn positiva de la proteina celular del proceso metabélico
Proliferacion de células B

Respuesta inmune mediada por inmunoglobulina

Regulacidn positiva de la citocinesis del ciclo celular
Agrupamiento de receptores

Exocitosis de vesicula sinptica

Punto de control del ciclo celular mitético

Diferenciacion de oligodendrocitos

Transmisién sinaptica, glutamatérgica

Desarrollo neuronal del sistema nervioso central

Organizacién del citoesqueleto de actina cortical

Regulacién negativa de la ubiquitinacion de proteinas

Guia del motor del axén

Regulacién negativa de la transcripcion a nivel del ADN molde
Regulacién negativa de la transcripcion del promotor de la ARN
polimerasa Il

Morfogénesis dendritica

Desacetilacién de histonas

Regulacién negativa de la union a proteinas

Apoptosis neuronal

Regulacién negativa de la via de sefializacién del receptor de insulina
Regulacidn del potencial excitador de membrana postsinaptica
Regulacién de la plasticidad sinaptica

Respuesta celular a la UV

NNRPRPRRPRRPRPRPRPRPRPRPRPREPRPREPEPNRPRPEPNONRRE
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0.00515586
0.00515586
0.00564107
0.00568992
0.00570761
0.00596247
0.00596247
0.00607859
0.0062769

0.0062769

0.00675029
0.00692199
0.00692199
0.00692199
0.00692199
0.00725998
0.00725998
0.00767793
0.00798411
0.00798411
0.00827525
0.00827525
0.00855241
0.00855786
0.00866976

0.00871523
0.00871523
0.00871523
0.00886709
0.00886709
0.00900905
0.00900905
0.00900905

PRKCD
PRKCD
BUB1, CDK5
UHRF1, EYA2
CDK5
PRKCD
CDK5

BUB1, AURKB

PRKCD
PRKCD
UHRF1
PRKCD
PRKCD
AURKB
CDK5
CDK5
BUB1
CDK5
CDK5
CDK5
CDK5
CDK5
CDK5
HDAC9, CDK5

HDAC9, AURKB

CDK5
HDAC9
PRKCD
CDK5
PRKCD
CDK5
CDK5
AURKB




G0:0031572 Punto de control de dafios en el ADN de transicion G2 / M 1 0.00933656  NEKG6
G0:0051225 Formacidn del huso 1 0.00955648  NEKG6
G0:0007596 Coagulacion de la sangre 2 0.00963988 PRKCD, CDK5
G0:0018107 Fosforilacién de peptidil-treonina 1 0.00986802 PRKCD
Funcién molecular (FM)
G0:0004672 Actividad de la proteina quinasa 5 2.01385E-07 BUB1, AURKB, PRKCD, CDK5, NEK6
G0:0005515 Unién a proteinas 9 2.61009E-07 BUB1, HDACY9, AURKB, PRKCD,
PPP4C, CDK5, NEK6, UHRF1, EYA2

GO0:0004674 Actividad de proteina serina / treonina quinasa 5 3.07829E-07 BUBL, AURKB, PRKCD, CDKS5, NEK6
G0:0005524 Unién a ATP 5 0.000202639 BUBL, AURKB, PRKCD, CDK5, NEK6
G0:0000166 Unién de nucledtidos 5 0.000891396 BUBL1, AURKB, PRKCD, CDKS5, NEK6
G0:0030549 Actividad activadora del receptor de acetilcolina 1 0.00210477  CDK5
G0:0004699 Actividad de la proteina quinasa C independiente del calcio 1 0.00360776  PRKCD
G0:0005176 Unién al receptor de clase ErbB-2 1 0.00473463 CDK5
G0:0000287 Unién de iones de magnesio 2 0.00504683  NEK®6, EYA2
G0:0008327 Unio6n de metil-CpG 1 0.0057376 UHRF1
G0:0043125 Unién al receptor de la clase ErbB-3 1 0.0057376 CDK5
G0:0016772 Actividad transferasa, transfiriendo grupos que contienen fésforo 2 0.00575523  BUBL, NEK6
G0:0016787 Actividad hidrolasa 3 0.0062208 HDAC9, PPP4C, EYA2
GO0:0004704 Actividad quinasa inductora de NF-kappaB 1 0.00630988  PPP4C
G0:0033558 Actividad de la proteina deacetilasa 1 0.00672976  HDAC9
G0:0004407 Actividad de histona deacetilasa 1 0.00712791  HDAC9
G0:0046969 Actividad de histona deacetilasa dependiente de NAD (especifica de 1 0.00712791  HDAC9

H3-K9)
G0:0000987 Unién al ADN en la regién promotora proximal 1 0.00720708  UHRF1
G0:0043560 Unién al sustrato del receptor de insulina 1 0.00720708  PRKCD
G0:0050321 Actividad tau-proteina quinasa 1 0.00730276  CDK5
G0:0034739 Actividad de histona deacetilasa (especifica para H3-K16) 1 0.00730276  HDAC9
G0:0032041 Actividad de histona deacetilasa dependiente de NAD (especifica de 1 0.00730276  HDAC9

H3-K14)
G0:0046970 Actividad de histona deacetilasa dependiente de NAD (especifica de 1 0.00730276  HDAC9

H4-K16)
G0:0046872 Unién de iones metalicos 4 0.00892926  AURKB, PRKCD, PPP4C, UHRF1
G0:0019894 Unién de quinesina 1 0.00907455 NEK®6




Componente celular (CC)

G0:0005634

G0:0000780
G0:0005856
G0:0005737

G0:0000779
G0:0032133
G0:0016533
G0:0005829
G0:0044428
G0:0005694

Ndcleo

Cromosoma nuclear condensado, regién centromérica

Citoesqueleto
Citoplasma

Cromosoma condensado, regién centromérica
Complejo pasajero de cromosomas
Complejo de holoenzima proteina quinasa 5 dependiente de ciclina

Citosol
Parte nuclear
Cromosoma

9

~NBADN

NEFE AR R

2.65659E-06

5.66999E-05
0.000579263
0.000590863

0.00616181
0.00616181
0.00647066
0.00772375
0.0086225

0.00945927

BUB1, HDAC9, AURKB, PRKCD,
PPP4C, CDKS5, NEK6, UHRF1, EYA2
BUB1, AURKB

AURKB, PPP4C, CDK5, NEK6
HDAC9, AURKB, PRKCD, PPP4C,
CDKS5, NEKG, EYA2

AURKB

AURKB

CDK5

BUB1, AURKB, PRKCD, CDK5
CDK5

BUB1, AURKB




Tabla 11A. Andlisis de enriquecimiento GO de genes subexpresados en OV utilizando Genecodis

Anotacion Nombre NUmero p-ajustado  Genes subexpresados
de genes
Proceso Biol6gico (PB)
GO0:0006468  Fosforilacion de proteinas 9 9.97357E-14 KDMBG6A, SETDB2, EZH1, MYSM1, HDACS,
JAK2, HDAC5, HDAC10, SETD7
GO0:0009314  Respuesta a la radiacion 5 2.41788E-06 DUSP1, MAP3K20, HDACS6, JAK2, ATM
G0:0008283  Proliferacién celular 3 7.46997E-06 HDACS6, HDACS5, HDAC10
GO0:0044419 Interaccion interespecies entre organismos 5 0.000101051 DUSP1, MAP3K?20, SETDB2, KAT2B, NEK9
GO0:0045944  Regulacién positiva de la transcripcion del promotor del ARN polimerasa Il 3 0.000113501 KAT2A, KAT2B, HDACS
GO0:0051384  Respuesta al estimulo glucocorticoide 2 0.00048454  HDACS6, HDAC10
GO0:0043388  Regulacion positiva de la unién del ADN 2 0.000498238 KAT2A, MYSM1
G0:0000122  Regulacién negativa de la transcripcion del promotor de la ARN polimerasa Il 3 0.000976807 MAP3K20, KAT2B, ATM
GO0:0043065 Regulacidn positiva del proceso apoptotico 4 0.000993901 SETDB2, HDAC6, HDAC5, HDAC10
GO0:0032516  Regulacidn positiva de la actividad fosfoproteina fosfatasa 2 0.0017104 MAP3K20, ATM
G0:0048008 Via de sefalizacion del receptor del factor de crecimiento derivado de 3 0.00214137 CDK3, SETDB2, NEK9
plaquetas
G0:0018108  Fosforilacién de peptidil-tirosina 2 0.00231088  JAK2, MGEAS5
GO0:0046777  Autofosforilacion de proteinas 2 0.00277494  KAT2A, KAT2B
GO0:0014068  Regulacidn positiva de la sefializacion de fosfatidilinositol 3-quinasa. 2 0.00277494  KAT2A, ATM
GO0:0010212  Respuesta a la radiacion ionizante 2 0.00300673  MAP3K20, JAK2
GO0:0045892  Regulacién negativa de la transcripcion a nivel del ADN molde 1 0.00404667 MGEA5
G0:0008152  Proceso metabdlico 1 0.00404667 MGEA5
G0:0008285 Regulacién negativa de la proliferacién celular 1 0.00404667 MGEA5
GO0:0009967  Regulacién positiva de la transduccion de sefiales 1 0.00404667  JAK2
GO0:0007049  Ciclo celular 1 0.00404667  JAK2
GO0:0051591  Respuesta al AMPc 1 0.00404667  JAK2
G0:0032869  Respuesta celular al estimulo de insulina 1 0.00404667 HDACS6
GO0:0051592  Respuesta al ion calcio 1 0.00404667 HDACS6
GO0:0048545  Respuesta al estimulo de la hormona esteroide 1 0.00404667 HDACS6
GO0:0030901  Desarrollo del cerebro medio 1 0.00404667 HDACS6
G0:0007243  Cascada de proteina quinasa intracelular 2 0.00408357  JAK2, HDAC5




G0:0030154
G0:0000186
G0:0007050
G0:0051301
G0:0001947
G0:0042981
G0:0007067
G0:0030183
G0:0051726
G0:0010811
G0:0050731
G0:0006302
G0:0035556
G0:0032024
G0:0060399

G0:0060124
G0:0009755
G0:0006977

G0:0000075
G0:0030041
G0:0033209
G0:0032870
G0:0018105
G0:0006612
G0:0045862
G0:0010616
G0:0060051
G0:0046060
G0:0043243
G0:0031343
G0:0006516
G0:0006044

Diferenciacion celular

Activacion de la quinasa MAPKK

Detencién del ciclo celular (PA)

Division celular

Bucle cardiaco

Regulacién del proceso apoptético

Mitosis

Diferenciacion de células B

Regulacion del ciclo celular

Regulacion positiva de la adhesion del sustrato celular
Regulacion positiva de la fosforilacién de peptidil-tirosina
Reparacion de rotura de doble cadena

Transduccidn de sefiales intracelulares

Regulacién positiva de la secrecidn de insulina

Regulacioén positiva de la via de sefializacion del receptor de la hormona del
crecimiento

Regulacidn positiva de la secrecidn de hormona de crecimiento
Via de sefializacién mediada por hormonas

Regulacidn positiva de la detencién del ciclo celular por la respuesta al dafio
del ADN mediada por p53

Punto de control del ciclo celular

Polimerizacion de filamentos de actina

Via de sefializacion mediada por el factor de necrosis tumoral
Respuesta celular al estimulo hormonal

Fosforilacién de peptidil-serina

Proteinas dirigidas a la membrana

Regulacidn positiva de la prote6lisis

Regulacidn negativa de la adaptacién del musculo cardiaco
Regulacion negativa de la glicosilacion de proteinas

Proceso metabdlico de dATP

Regulacién positiva del desensamble del complejo proteico
Regulacidn positiva de la muerte celular

Proceso catabdlico de glicoproteinas

Proceso metabdlico de la N-acetilglucosamina
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0.00483538
0.0050212

0.00514911
0.00514911
0.00514911
0.00514911
0.00514911
0.00514911
0.00514911
0.00514911
0.00514911
0.00514911
0.00514911
0.00514911
0.00514911

0.00514911
0.00541915
0.00566269

0.00566269
0.00566269
0.00566269
0.00566269
0.00566269
0.00566269
0.00566269
0.00566269
0.00566269
0.00566269
0.00566269
0.00566269
0.00566269
0.00566269

CDK3, SETDB2, NEK9
KAT2B, HDAC5
JAK2

MGEAS5

JAK2

JAK2

HDACS

HDAC6

HDAC6

HDACG6

HDACG6

HDACG6

HDACG6

KAT2B

KAT2A

CDK3
EZH1, HDACS5, HDAC10
MGEA5

MGEAS
KAT2A
ATM
ATM
KAT2B
JAK2
JAK?2
KAT2B
JAK?2
SETDB2
JAK?2
JAK?2
HDACG6
HDACG6




G0:0051901
G0:0051054
G0:0046326
G0:0070265
G0:0010524
G0:0016568
G0:0008219
G0:0032760
G0:0007257
G0:0021537
G0:0001706
G0:0050727
G0:0018026
G0:0034612
G0:0045597
G0:0060333
G0:0044154
G0:0007059
G0:0032526
G0:0033574
G0:0051091
G0:0043392
G0:0042542
G0:0006338
GO0:0042517
G0:0050729
G0:0042523
G0:0007498
G0:0006325
G0:0001843
G0:0009636
G0:0014003
G0:0010033
G0:0000077

Regulacién positiva de la despolarizacion mitocondrial

Regulacién positiva del proceso metabélico del ADN

Regulacién positiva de la importacién de glucosa

Muerte celular necrotica

Regulacién positiva del transporte de iones de calcio al citosol
Modificacion de la cromatina

Muerte celular

Regulacidn positiva de la produccion del factor de necrosis tumoral
Activacion de la quinasa JUN

Desarrollo del telencéfalo

Formacion del endodermo

Regulacién de la respuesta inflamatoria (PA).

Monometilacion de peptidil-lisina (BP)

Respuesta al factor de necrosis tumoral

Regulacion positiva de la diferenciacion celular

Via de sefializacion mediada por interferon gamma

Acetilacién de histona H3-K14

Segregacion cromosdmica

Respuesta al 4cido retinoico

Respuesta al estimulo de la testosterona

Regulacién positiva de la actividad del factor de transcripcion de union al ADN
Regulacién negativa de la unién al ADN

Respuesta al peréxido de hidrogeno

Remodelacion de la cromatina

Regulacioén positiva de la fosforilacién de tirosina de la proteina Stat3
Regulacion positiva de la respuesta inflamatoria

Regulacidn positiva de la fosforilacion de tirosina de la proteina Stat5
Desarrollo del mesodermo

Organizacion de la cromatina

Cierre del tubo neural

Respuesta a la toxina

Desarrollo de oligodendrocitos

Respuesta a la sustancia organica

Punto de control de dafios en el ADN
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0.00588688
0.00675984
0.00675984
0.00675984
0.00675984
0.00675984
0.00675984
0.00712444
0.00751703
0.00764871
0.00764871
0.00764871
0.00764871
0.00764871
0.00764871
0.00812422
0.00816757
0.00828105
0.00828105
0.00828105
0.00828105
0.00828105
0.00828105
0.00828105
0.00900041
0.00900041
0.00900041
0.00900041
0.00900041
0.00900041
0.00983665
0.00983665
0.00983665
0.00983665

MAP3K20, CDK3, KAT2A

MGEAS
HDACG6
HDACG6
JAK2
HDACG6
HDAC6
MAP3K20, ATM
MAP3K20, JAK2
JAK2
SETD7
EZH1
JAK2

JAK2
HDACG6
JAK2, ATM
MAP3K20, ATM
JAK2
MGEA5
MGEA5
SETD7
HDACG6
ATM
HDAC5
HDACG6
ATM
SETDB2
HDAC6
JAK?2
HDACS5
MGEAS
JAK?2

JAK?2
HDAC5




Funcién molecular (FM)

GO0:0034739  Actividad de histona deacetilasa (especifica para H3-K16) 3
GO0:0032041  Actividad de histona deacetilasa dependiente de NAD (especifica de H3-K14) 3
GO0:0046970  Actividad de histona deacetilasa dependiente de NAD (especifica de H4-K16) 3
GO0:0004407  Actividad de histona deacetilasa 3
3
4
1

3.60721E-07 HDACS6, HDACS5, HDAC10
3.60721E-07 HDAC6, HDACS5, HDAC10
3.60721E-07 HDACS6, HDACS5, HDAC10
4.16577E-07 HDACS6, HDACS5, HDAC10
4.16577E-07 HDACS6, HDACS5, HDAC10
1.39463E-06 KAT2A, KAT2B, HDAC6, HDAC10
1 0.000013107 DUSP1, MAP3K20, KAT2A, KAT2B, HDACS,
JAK2, HDAC5, HDAC10, NEK9, ATM, SETD7

G0:0046969  Actividad de histona deacetilasa dependiente de NAD (especifica de H3-K9)
G0:0042826  Union de histona deacetilasa
GO0:0005515  Union a proteinas

G0:0004402  Actividad de histona acetiltransferasa 3 0.000014331 KAT2A, KAT2B, MGEAS5
G0:0008168  Actividad metiltransferasa 3 0.000426951 SETDB2, EZH1, SETD7
GO0:0003713  Actividad coactivadora de transcripcion 3 0.00143563 KAT2A, KAT2B, MYSM1
G0:0019901  Unién de la proteina quinasa 3 0.00148936  KAT2B, JAK2, NEK9

GO0:0016740  Actividad transferasa 4 0.00160777  KAT2A, SETDB2, EZH1, SETD7
G0:0042393  Union de histonas 2 0.00216731  MYSML1, JAK2

G0:0035401  Actividad de la histona quinasa (especifica de H3-Y41) 1 0.00267116  JAK2

GO0:0070840  Unién del complejo de dineina 1 0.00267116  HDACS6

GO0:0043997  Actividad de la histona acetiltransferasa (especifica de H4-K12) 1 0.00267116 KAT2A

G0:0005524  Unién a ATP 5 0.00313238 MAP3K20, CDK3, JAK2, NEK9, ATM
GO0:0004674  Actividad de proteina serina / treonina quinasa 3 0.00384643  MAP3K20, NEK9, ATM
GO0:0004468  Actividad de lisina N-acetiltransferasa 1 0.00406939 KAT2B

GO0:0042903  Actividad tubulina deacetilasa 1 0.00406939 HDACS6

G0:0010484  Actividad acetiltransferasa de la histona H3 1 0.00406939 KAT2A

G0:0016787  Actividad hidrolasa 4 0.00446683 DUSP1, HDAC6, HDACS5, HDAC10
GO0:0035174  Actividad de histonas serina quinasa 1 0.00533982 ATM

GO0:0046976  Actividad de histona metiltransferasa (H3-K27 especifica) 1 0.00533982 EZH1

G0:0005143  Uniodn al receptor de interleucina-12 1 0.00688687  JAK2

GO0:0004677  Actividad de proteina quinasa dependiente de ADN 1 0.00688687 ATM

GO0:0046974  Actividad de histona metiltransferasa (H3-K9 especifica) 1 0.00688687  SETDB2

GO0:0005131  Unidn del receptor de la hormona del crecimiento 1 0.00688687  JAK2

GO0:0033130  Uniédn al receptor de acetilcolina 1 0.00688687  JAK2

GO0:0008330  Actividad de la proteina tirosina / treonina fosfatasa 1 0.00688687  DUSP1

GO0:0016746  Actividad transferasa, transfiriendo grupos acilo 2 0.00705876  KAT2B, MGEA5

G0:0000166  Union de nucledtidos 5 0.00737642  MAP3K20, CDK3, JAK2, NEK9, ATM




GO0:0048156  Unidn a la proteina tau 1 0.00753328 HDACS6

G0:0004415  Actividad de la enzima condroitinasa | 1 0.00753328  MGEAS5

GO0:0016279  Actividad de proteina-lisina N-metiltransferasa 1 0.00753328  SETD7

GO0:0033558  Actividad de la proteina deacetilasa 1 0.00898287 HDAC10

G0:0004726  Actividad de la proteina tirosina fosfatasa no que atraviesa la membrana 1 0.00898287 DUSP1

G0:0019899  Union de enzimas 2 0.00934112 HDACS6, HDAC10

GO0:0051428  Unidn del receptor de la hormona peptidica 1 0.00984431  JAK2

Componente celular (CC)

GO0:0005634  Nucleo 16 9.52847E-11 DUSP1, KDM6A, MAP3K20, KAT2A,
SETDB2, EZH1, KAT2B, MYSM1, HDACS,
JAK2, HDACS5, HDACL10, NEK9, ATM, SETD?7,
MGEA5

GO0:0000118 Complejo de histona deacetilasa 3 7.39004E-06 HDACS6, HDACS5, HDAC10

G0:0016585 Complejo de remodelacion de cromatina 2 0.000243145 KAT2B, MYSML1

GO0:0005671 Complejo activador de la transcripcién Ada2 / Gen5 / Ada3 2 0.000281049 KAT2A, KAT2B

GO0:0005901 Caveola 2 0.00262093  HDACS6, JAK2

G0:0005654  Nucleoplasma 4 0.00553222  DUSP1, KAT2B, HDAC10, ATM




Tabla 12A. Andlisis de enriquecimiento GO de genes sobreexpresados en UCEC utilizando Genecodis

Anotacion Nombre Numero de genes p -ajustado  Genes sobreexpresados
Proceso Biol6gico (PB)
G0:0051983 Regulacion de la segregacién cromosémica 2 2.68E-05 BUBI1, AURKB
G0:0008283 Proliferacion celular 4 5.17E-05 BUBI1, AURKB, CDK5, UHRF1
G0:0007049 Ciclo celular 4 6.47E-05 AURKB, CDK5, NEK6, UHRF1
GO0:0046777  Autofosforilacion de proteinas 3 0.000122 AURKB, CDK5, NEK6
G0:0016568 Modificacion de la cromatina 3 0.000339 SMYD2, EZH2, EYA2
GO0:0000910 Citocinesis 2 0.001172 AURKB, NEK6
G0:0006468 Fosforilacion de proteinas 3 0.001173 BUBI1, CDK5, NEK6
G0:0018105 Fosforilacion de peptidil-serina 2 0.001178 CDK5, NEK6
G0:0000236 Prometafase mitética 2 0.002106 BUB1, AURKB
G0:0021697 Formacion de la corteza cerebelosa 1 0.002183 CDK5
G0:0007063 Regulacion de la cohesién entre cromatidas hermanas 1 0.002183 BUB1
G0:0006355 Regulacion de la transcripcion a nivel del ADN molde 4 0.002345 SMYD2, EZH2, UHRF1, EYA2
G0:0006915 Proceso apoptético 3 0.002355 BUBL1, NEKG6, EYA2
G0:0000087 Fase M del ciclo celular mitético 2 0.002367 BUB1, AURKB
G0:0014706 Desarrollo del tejido muscular estriado 1 0.002619 EYA2
G0:2000373 Regulacion positiva de la topoisomerasa del ADN (ATP- 1 0.002619 UHRF1
hidrolizante)
GO0:0033136 Fosforilacion de serina de la proteina STAT3 1 0.002619 CDK5
GO0:0031914 Regulacion negativa de la plasticidad sindptica 1 0.002619 CDK5
GO0:0043516 Regulacion de p53 inducida por la respuesta al dafio del ADN 1 0.002619 SMYD?2
GO0:0009790 Desarrollo embrionario 2 0.002862 BUB1, CDK5
G0:2000273 Regulacion positiva de la actividad del receptor 1 0.003081 CDK5
G0:2000772 Regulacion de la senescencia celular 1 0.003081 NEK®6
GO0:0007501 Especificacion del destino de las células mesodérmicas 1 0.003081 EYAZ2
G0:0016570 Modificacion de histonas 1 0.003081 AURKB
GO0:0010452 Metilacion de lisina K36 en la histona H3 1 0.003081 SMYD2
GO0:0051256 Formacion de la zona media del huso mitético 1 0.003081 AURKB
G0:0021819 Formacion de capas en la corteza cerebral 1 0.003081 CDK5




G0:0045956

G0:0071156
G0:0046826

G0:0002903
G0:0045055
G0:0018027
G0:0032801
G0:0030071
G0:2000251

G0:0016576
G0:0021695
G0:0014044
G0:0071173
G0:0018026
G0:0034501
G0:0008608
G0:0061001
G0:0048675
G0:0022038
G0:0048148
G0:0051301
G0:0006281
G0:0048387

G0:0000278
G0:0048488
G0:0001963
G0:0032270
GO:0071777
G0:0043113
G0:0016079

Regulacién positiva de la exocitosis dependiente de los iones de
calcio

Regulacién de la detencidn del ciclo celular

Regulacion negativa de la exportacion de proteinas desde el
ndcleo

Regulacion negativa de la apoptosis de células B

Via secretora regulada

Dimetilacion de peptidil-lisina

Proceso catabélico del receptor

Regulacién de la transicion metafase / anafase mitotico
Regulacion positiva de la reorganizacion del citoesqueleto de
actina

Desfosforilacion de histonas

Desarrollo de la corteza cerebelosa

Desarrollo de células de Schwann

Punto de control del conjunto del huso

Monometilacion de peptidil-lisina

Localizacion de proteinas en el cinetocoro

Acoplamiento de los microtubulos del huso al cinetocoro
Regulacion de la morfogénesis de la columna dendritica
Extension del axon

Desarrollo del cuerpo calloso

Respuesta conductual a la cocaina

Division celular

Reparacion del ADN

Regulacién negativa de la via de sefializacién del receptor de
acido retinoico

Ciclo celular mitético

Endocitosis de vesicula sinaptica

Transmision sinaptica, dopaminérgica

Regulacidn positiva de la proteina celular del proceso metabélico
Regulacién positiva de la citocinesis del ciclo celular
Agrupamiento de receptores

Exocitosis de vesicula sinéptica
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0.003081

0.003081
0.003081

0.003273
0.003273
0.003273
0.003273
0.003273
0.003273

0.003273
0.003273
0.003273
0.003273
0.003415
0.003415
0.003415
0.003415
0.003415
0.003415
0.003899
0.004226
0.004283
0.004362

0.004582
0.004618
0.004937
0.005814
0.006073
0.006073
0.006314

CDK5

CDK5
CDK5

AURKB
CDK5
SMYD2
CDK5
NEKG6
CDK5

EYA2
CDK5
CDK5
BUB1
SMYD2
AURKB
AURKB
CDK5
CDK5
CDK5
CDK5
BUB1, CDK5
UHRF1, EYA2
EZH2

BUB1, AURKB

CDK5
CDK5
UHRF1
AURKB
CDK5
CDK5




GO0:0007093  Punto de control del ciclo celular mitdtico 1 0.006314 BUB1
G0:0048709 Diferenciacion de oligodendrocitos 1 0.00665 CDK5
G0:0035249 Transmision sinaptica, glutamatérgica 1 0.006749 CDK5
G0:0021954 Desarrollo neuronal del sistema nervioso central 1 0.006749 CDK5
G0:0045892 Regulacion negativa de la transcripcion, dependiente del ADN 2 0.006837 EZH2, CDK5
G0:0030866 Organizacion del citoesqueleto de actina cortical 1 0.006839 CDK5
G0:0031397 Regulacion negativa de la ubiquitinacion de proteinas 1 0.006839 CDK5
GO0:0000122 Regulacion negativa de la transcripcion del promotor del ARN 2 0.006996 SMYD2, AURKB
polimerasa Il
G0:0008045 Guia del motor del axén 1 0.007025 CDK5
GO0:0016571 Metilacidon de histonas 1 0.007025 EZH2
G0:0048813 Morfogénesis dendritica 1 0.007305 CDK5
GO0:0051402 Apoptosis neuronal 1 0.007469 CDK5
G0:0006325 Organizacion de la cromatina 1 0.007469 EZH2
GO0:0060079 Regulacion del potencial excitador de membrana postsinaptica 1 0.007519 CDK5
GO0:0048167 Regulacion de la plasticidad sinaptica 1 0.007519 CDK5
GO0:0034644 Respuesta celular a la UV 1 0.007519 AURKB
GO0:0031572  Punto de control de dafios en el ADN de transicion G2 / M 1 0.00777 NEK®6
GO0:0051225 Conjunto del huso 1 0.008014 NEKG6
GO0:0006913 Transporte nucleocitoplasmico 1 0.008938 CDK5
G0:0007346 Regulacion del ciclo celular mitoético 1 0.00916 NEK®6
G0:0007094 Punto de control del conjunto del huso del ciclo celular mitético 1 0.009917 BUBL
G0:0008542 Aprendizaje visual 1 0.009917 CDK5
Funcién molecular (CC)
G0:0005515 Unidn a proteinas 8 3.09E-06 SMYD2, BUB1, AURKB, EZH2, CDKS5,
NEK6, UHRF1, EYA2
GO0:0004672 Actividad de la proteina quinasa 4 5.39E-06 BUBI1, AURKB, CDK5, NEK6
GO0:0004674 Actividad de proteina serina / treonina quinasa 4 1.21E-05 BUBL, AURKB, CDK5, NEK6
G0:0002039  Unio6n a p53 2 0.000398 SMYD2, CDK5
GO0:0030549 Activacion del receptor de acetilcolina 1 0.001442 CDK5
GO0:0005524 Uni6n a ATP 4 0.001609 BUB1, AURKB, CDK5, NEK6
G0:0000993 Unidn a la ARN polimerasa Il 1 0.002163 SMYD?2
G0:0008168 Actividad metiltransferasa 2 0.002456 SMYD2, EZH2
G0:0000287 Unidn de iones de magnesio 2 0.002484 NEKS6, EYA2




G0:0000166 Unién de nucleétidos 4 0.002594 BUB1, AURKB, CDK5, NEK6
G0:0005176  Unidn al receptor de clase ErbB-2 1 0.002595 CDK5
G0:0046975 Actividad de histona metiltransferasa (H3-K36 especifica) 1 0.002595 SMYD?2
G0:0008327 Unién de metil-CpG 1 0.002883 UHRF1
G0:0043125 Uniodn al receptor de la clase ErbB-3 1 0.002883 CDK5
GO0:0016772 Actividad transferasa, transfiriendo grupos que contienen fosforo 2 0.003199 BUBI1, NEK6
GO0:0016279 Actividad de proteina-lisina N-metiltransferasa 1 0.003243 SMYD2
GO0:0042054  Actividad de histona metiltransferasa 1 0.004577 EZH2
GO0:0050321 Actividad tau-proteina quinasa 1 0.005283 CDK5
G0:0000987 Promaotor del nicleo Union proximal de secuencia especifica del 1 0.005459 UHRF1

ADN (MF)
G0:0019894  Unidn de quinesinas 1 0.007774 NEK®6
GO0:0004712 Actividad de la proteina serina / treonina / tirosina quinasa 1 0.008635 AURKB
G0:0018024 Actividad de histona-lisina N-metiltransferasa 1 0.009026 EZH2

Componente celular (CC)

GO0:0005634 Nucleo 8 1.39E-05 SMYD2, BUB1, AURKB, EZH2, CDKS5,

NEK6, UHRF1, EYA2

3.66E-05 BUBIL, AURKB
0.004542 AURKB
0.004542 AURKB
0.005991 SMYD2, BUB1, AURKB, CDK5
0.006538 AURKB, CDK5, NEK6
0.006899 BUBI1, AURKB
0.007063 CDK5
0.007944 EZH2

0.00795 CDK5

G0:0000780 Cromosoma nuclear condensado, region centromérica

GO0:0000779 Cromosoma condensado, region centromérica

G0:0032133 Complejo pasajero de cromosomas

G0:0005829 Citosol

GO0:0005856 Citoesqueleto

GO0:0005694 Cromosoma

G0:0044428 Parte nuclear

G0:0035098 Complejo ESC/E (2)

G0:0016533 Complejo de holoenzima proteina quinasa 5 dependiente de
ciclina
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Tabla 13A. Andlisis de enriquecimiento GO de genes subexpresados en UCEC utilizando Genecodis

Anotacion Nombre NUmero p -ajustado Genes subexpresados
de genes
Proceso Bioldgico (PB)
G0:0016568 Modificacion de la cromatina 10 9.92115E-15 KMT2D, KMT2A, EZH1, HDAC4, SETD1B,
MYSM1, HDACS, JAK2, HDACS5, SETD7
G0:0006338 Remodelacion de la cromatina 4 4.11458E-06 KAT2A, HDAC4, KAT2B, HDACS
GO0:0051568 Metilacion de lisina K4 en la histona H3 3 4.57019E-06 KMT2D, KMT2A, SETD1B
GO0:0043065 Regulacion positiva del proceso apoptotico 5 5.78355E-06 DUSP1, MAP3K20, HDACS6, JAK2, ATM
GO0:0016575 Desacetilacion de histonas 3 9.7138E-06 HDAC4, HDAC6, HDACS
G0:0018076 Acetilacién de peptidil-lisina N-terminal 2 3.89036E-05 KAT2B, CREBBP
G0:0045944  Regulacion positiva de la transcripcion del promotor del ARN 6 4.18112E-05 KMT2D, KMT2A, HDAC4, KAT2B, HDACS,
polimerasa Il CREBBP
G0:0034983 Desacetilacion de peptidil-lisina 2 0.000068056 HDAC4, HDACG6
G0:0006355 Regulacion de la transcripcion a nivel del ADN molde 8 7.77062E-05 KMT2D, KMT2A, EZH1, NCOAL, SETD1B,
PRDM2, CREBBP, SETD7
G0:0010832 Regulacion negativa de la diferenciacion de miotubos 2 0.000190345 HDAC4, HDACS
GO0:0006342 Silenciamiento mediado por la cromatina 2 0.000211416 KMT2D, HDAC5
GO0:0051091 Regulacion positiva de la actividad del factor de transcripcion 3 0.000223985 HDAC4, JAK2, HDAC5
de unién al ADN
G0:0016578 Desubiquitinacion de histonas 2 0.000426515 KAT2A, MYSM1
GO0:0043393 Regulacion de la unién a proteinas 2 0.000426515 HDAC4, HDACS
G0:0008285 Regulacion negativa de la proliferacion celular 4 0.000856504 KMT2A, HDAC4, KAT2B, JAK2
GO0:0007050 Detencidn del ciclo celular 3 0.00104837 MAP3K20, KAT2B, ATM
G0:0000122 Regulacion negativa de la transcripcion del promotor de la ARN 4 0.00153922 EZH1, HDAC4, HDACS5, CREBBP
polimerasa Il
G0:0000077  Punto de control de dafios en el ADN 2 0.00153956 MAP3K20, ATM
G0:0042113 Activacion de células B 2 0.00158892 HDAC4, HDACS
G0:0007049 Ciclo celular 4 0.00164479 DUSP1, MAP3K20, KAT2B, NEK9
GO0:0045893 Regulacion positiva de la transcripcién a nivel del ADN molde 4 0.00207326 KMT2A, HDAC4, MYSM1, CREBBP
G0:0032024 Regulacion positiva de la secrecidn de insulina 2 0.00215454 JAK2, MGEA5
G0:0043966 Acetilacién de histona H3 2 0.00276557 KAT2A, KAT2B




G0:0001756
G0:0030183
G0:0000186
G0:0010616
G0:0060051
G0:0046060
G0:0035409
G0:0031959
G0:0008636

G0:0010727

G0:0070846
G0:0090042
G0:0035967
G0:0010882

G0:0080182
G0:2001040
G0:0032869
G0:0060399

G0:0031343
G0:0042508
G0:0070671
G0:0090051

G0:0090035

G0:0060632
G0:0043242
G0:0071218
G0:0070845
G0:0043241

Somitogenesis

Diferenciacion de células B

Activacion de la quinasa MAPKK

Regulacion negativa de la adaptacion del musculo cardiaco
Regulacion negativa de la glicosilacion de proteinas
Proceso metabdlico de dATP

Fosforilacién de histona H3-Y41

Via de sefializacion del receptor mineralocorticoide
Activacion de la actividad de la caspasa por fosforilacion de
proteinas

Regulacién negativa del proceso metabélico del peréxido de
hidrégeno

Desacetilacion Hsp90

Desacetilacion de tubulina

Respuesta celular a la proteina topolégicamente incorrecta
Regulacidn de la contraccion del masculo cardiaco por
sefializacion de ion calcio (PA).

Trimetilacion de lisina K4 en la histona H3

Regulacidn positiva de la respuesta celular al farmaco
Respuesta celular al estimulo de insulina

Regulacién positiva de la via de sefializacion del receptor de la
hormona del crecimiento

Regulacién positiva de la muerte celular

Fosforilacién de tirosina de la proteina Statl

Respuesta a la interleucina-12

Regulacién negativa de la migracion celular involucrada en la
germinacién de la angiogénesis

Regulacion positiva del ensamblaje del complejo de proteinas
mediado por chaperona

Regulacion del movimiento basado en microtibulos
Regulacion negativa del desensamble del complejo proteico
Respuesta celular a la proteina mal plegada

Transporte de proteinas mal plegadas poliubiquitinadas
Desensamble del complejo de proteinas
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0.00276557
0.00279365
0.00296296
0.00388286
0.00388286
0.00388286
0.00388286
0.00388286
0.00388286

0.00388286

0.00388286
0.00388286
0.00388286
0.00388286

0.00388286
0.00388286
0.00507696
0.00526336

0.00526336
0.00526336
0.00526336
0.00526336

0.00526336

0.00526336
0.00526336
0.00526336
0.00526336
0.00526336

KAT2A,
HDACA4,

ATM
HDACS

MAP3K20, JAK2

MGEAS5
MGEAS5
MGEAS5
JAK2
JAK2
JAK2

HDACG6

HDACG6
HDACG6
HDACG6
HDAC4

KMT2A
KMT2A
KAT2B,
JAK2

MGEAS
JAK2
JAK2
HDAC5

HDAC6

HDAC6
HDAC6
HDAC6
HDACG6
HDACG6

HDAC5




G0:001839%4
G0:0022037
G0:0048742
G0:0014894

G0:0051569
G0:0001555
G0:0008283
G0:0032355
G0:0008284
G0:0043243
G0:0051054
GO0:0044154
G0:0002331
G0:0042159
G0:0050867
G0:0042503
G0:0006473
G0:0035722
G0:0033194
G0:0042977
G0:0051788
G0:0043162

G0:0044419
G0:0007243
G0:0006461
G0:0006468
G0:0045892
G0:0014898
G0:0070265
G0:0030718
G0:0032418

Acetilacién de peptidil-lisina

Desarrollo del metencéfalo

Regulacién del desarrollo de la fibra muscular esquelética
Respuesta a la denervacion implicada en la regulacion de la
adaptacién muscular

Regulacion de la metilacion de lisina K4 en la histona H3
Crecimiento de ovocitos

Proliferacién celular

Respuesta al estimulo de estradiol

Regulacién positiva de la proliferacion celular

Regulacién positiva del desensamble del complejo proteico
Regulacion positiva del proceso metabélico del ADN
Acetilacion de la lisina K14 en la histona H3

Exclusidn alélica de células pre-B

Proceso catabélico de lipoproteinas

Regulacion positiva de la activacion celular

Fosforilacién de tirosina de la proteina Stat3

Acetilacién de proteinas

Via de sefializacion mediada por interleucina-12

Respuesta al hidroperdxido

Activacion de la actividad de la quinasa JAK2

Respuesta a la proteina mal plegada

Proceso catabdlico de proteinas dependientes de la ubiquitina a
través de la via de clasificacién corporal multivesicular
Interaccidn interespecies entre organismos

Cascada de proteinas quinasas intracelular

Complejo de ensamblaje de proteinas

Fosforilacién de proteinas

Regulacion negativa de la transcripcion, dependiente del ADN
Hipertrofia del mdsculo cardiaco en respuesta al estrés
Muerte celular necroética

Mantenimiento de células madre de la linea germinal
Localizacion del lisosoma
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0.00526336
0.00526336
0.00526336
0.00526336

0.00526336
0.00526336
0.00545975
0.00564496

0.005676
0.00604768
0.00604768
0.00604768
0.00604768
0.00604768
0.00604768
0.00604768
0.00604768
0.00604768
0.00604768
0.00604768
0.00604768
0.00604768

0.00615644
0.00618777
0.00682667
0.00714468
0.00718519
0.0072176
0.0072176
0.0072176
0.0072176

KAT2B
KAT2A
HDAC4
HDAC4

KMT2A

KMT2D

MAP3K20, KAT2A, CREBBP
DUSP1, PRDM2
KMT2D, HDAC4, JAK2
MGEAS

MGEAS

KAT2A

ATM

ATM

JAK2

JAK2

KAT2B

JAK2

JAK2

JAK2

HDACG6

HDACG6

KAT2A, KAT2B, CREBBP
MAP3K20, JAK2

KMT2A, CREBBP
CDK17, MAP3K20, JAK2
HDAC4, HDAC6, HDACS
HDAC4

MGEAS

CREBBP

HDACG6




G0:0006515

G0:0007260
G0:0070842
G0:0070932
G0:0032731
G0:0018027
G0:0018022
G0:0032411
G0:0060397

G0:0045820
G0:0007262
G0:0051354
G0:0033148

G0:0000075
GO:0046777
G0:0032516
G0:0006516
G0:0051901
G0:0018026
G0:0016236
G0:0006975
G0:0010830
G0:0070933
G0:0010870
G0:0071480
G0:0033261
G0:0060765
G0:0045822
G0:0033235
G0:0008219

Proceso catabélico de proteinas mal plegado o sintetizado de
forma incompleta

Fosforilacién de tirosina de la proteina STAT

Ensamblaje agresivo

Desacetilacion de histona H3

Regulacidn positiva de la produccion de interleucina-1 beta
Dimetilacion de peptidil-lisina

Metilacion de peptidil-lisina

Regulacion positiva de la actividad del transportador
Cascada JAK-STAT involucrada en la via de sefializacion de la
hormona del crecimiento

Regulacién negativa de la glucélisis

Importacién de proteinas STAT en el nlcleo

Regulacién negativa de la actividad de la oxidorreductasa
Regulacién positiva de la via de sefializacion del receptor de
estrégeno intracelular

Punto de control del ciclo celular

Autofosforilacion de proteinas

Regulacidn positiva de la actividad fosfoproteina fosfatasa
Glicoproteina proceso catabdlico

Regulacién positiva de la despolarizacion mitocondrial
Monometilacion de peptidil-lisina

Macroautofagia

Dafio en el ADN inducido por la fosforilacién de proteinas
Regulacioén de la diferenciacion de miotubos

Desacetilacion de histona H4

Regulacidn positiva del proceso biosintético de receptores
Respuesta celular a la radiacion gamma

Regulacidn de la fase S

Regulacion de la via de sefializacion del receptor de andrégenos
Regulaci6n negativa de la contraccion del corazén
Regulacidn positiva de la sumoilacion de proteinas

Muerte celular

[E=Y
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0.0072176

0.0072176
0.0072176
0.0072176
0.00807985
0.00807985
0.00807985
0.00807985
0.00807985

0.00807985
0.00807985
0.00807985
0.00807985

0.00847375
0.00891343
0.00894737
0.00894737
0.00894737
0.00894737
0.00894737
0.00894737
0.00894737
0.00894737
0.00969015
0.00969015
0.00969015
0.00969015
0.00969015
0.00969015
0.00978416

HDAC6

JAK2
HDACG6
HDAC4
JAK2
SETD7
EZH1
KMT2A
JAK2

HDAC4
JAK2

HDACG6
KMT2D

MAP3K20, ATM

JAK2, ATM
JAK2
MGEA5
MGEAS
SETD7
HDACG6
ATM
HDAC5
HDAC4
HDAC6
ATM
CREBBP
HDAC6
JAK?2
HDAC4

MAP3K20, ATM




Funcién molecular (FM)

G0:0004402
G0:0008168

G0:0016740

G0:0005515

G0:0034739
G0:0032041

G0:0046970

G0:0042826
G0:0004407
G0:0046969

G0:0003713
G0:0018024
G0:0044212
G0:0003677

G0:0003682
G0:0019901
G0:0042800
G0:0008134
G0:0016407
G0:0004674
G0:0070491
G0:0002039
G0:0042393
G0:0035401
G0:0070840

Actividad de histona acetiltransferasa
Actividad metiltransferasa

Actividad transferasa

Uniédn a proteinas

Actividad de histona deacetilasa (especifica para H3-K16)
Actividad de histona deacetilasa dependiente de NAD
(especifica de H3-K14)

Actividad de histona deacetilasa dependiente de NAD
(especifica de H4-K16)

Union de histona deacetilasa

Actividad de histona deacetilasa

Actividad de histona deacetilasa dependiente de NAD
(especifica de H3-K9)

Actividad coactivadora de la transcripcion

Actividad de histona-lisina N-metiltransferasa

Unién de ADN de la regién reguladora de la transcripcion
Union al ADN

Union a la cromatina

Unidn de proteina quinasa

Actividad de histona metiltransferasa (H3-K4 especifica)
Factor de transcripcion de union

Actividad acetiltransferasa

Actividad de proteina serina / treonina quinasa

Unidn al factor de represion transcripcional

Unién a p53

Union de histonas

Actividad de la histona quinasa (especifica de H3-Y41)
Union al complejo de dineina

5
6

8
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5.91216E-09
1.20404E-08

4.63567E-08

4.65445E-08

4.96567E-07
4.96567E-07

4.96567E-07

5.37662E-07
6.02026E-07
6.02026E-07

1.89549E-06
3.09437E-06
2.27595E-05
4.52217E-05

7.18311E-05
0.000081186
0.000115866
0.000118432
0.000131672
0.000397031
0.00049598
0.0015381
0.00232202
0.00250279
0.00250279

KAT2A, NCOAL, KAT2B, CREBBP, MGEA5
KMT2D, KMT2A, EZH1, SETD1B, PRDM2,
SETD7

KMT2D, KMT2A, KAT2A, EZH1, SETD1B,
PRDM2, CREBBP, SETD7

DUSP1, KMT2D, MAP3K20, KMT2A, KAT2A,
HDAC4, KAT2B, SETD1B, HDAC6, JAK2,
HDACS5, NEK9, CREBBP, ATM, SETD7
HDAC4, HDAC6, HDACS

HDAC4, HDAC6, HDACS5

HDAC4, HDAC6, HDACS5

KAT2A, HDAC4, KAT2B, HDAC6
HDAC4, HDAC6, HDACS5
HDAC4, HDAC6, HDACS

KAT2A, NCOAL, KAT2B, MYSM1, CREBBP
KMT2D, PRDM2, SETD7

KMT2D, KMT2A, HDAC4, HDAC5
KMT2D, KMT2A, EZH1, HDAC4, MYSM1,
PRDM2, CREBBP, ATM

KMT2A, KAT2A, EZH1, CREBBP

HDAC4, KAT2B, JAK2, NEK9

KMT2A, SETD1B

HDAC4, KAT2B, HDACS5, CREBBP
KAT2B, CREBBP

CDK17, MAP3K20, NEK9, ATM

HDAC4, HDACS

CREBBP, SETD7

MYSM1, JAK2

JAK2

HDACG6




G0:0043997
G0:0008270

G0:0004468
G0:0042903
G0:0010484
G0:0000166

G0:0046872

G0:0035174
G0:0051577
G0:0046976
G0:0005524
G0:0045322
G0:0001191
G0:0016787
G0:0005143
G0:0004677
G0:0005131
G0:0033130
G0:0008330
G0:0016746
G0:0030955
G0:0048156
G0:0004415
G0:0042975
G0:0016279
G0:0003680
GO0:0070577
G0:0035257
G0:0033558
G0:0004726

Actividad de la histona acetiltransferasa (especifica de H4-K12)
Union de iones de zinc

Actividad de lisina N-acetiltransferasa
Actividad de tubulina deacetilasa
Actividad acetiltransferasa en la histona H3
Union de nucle6tidos

Unién de iones metalicos

Actividad de histonas serina quinasa

Unién a MyoD

Actividad de histona metiltransferasa (H3-K27 especifica)
Union a ATP

Unidn a CpG no metilada

Actividad represora transcripcional del ARN polimerasa Il
Actividad hidrolasa

Unidn al receptor de interleucina-12

Actividad de proteina quinasa dependiente de ADN

Union del receptor de la hormona del crecimiento

Unidn al receptor de acetilcolina

Actividad de la proteina tirosina / treonina fosfatasa
Actividad transferasa, transfiriendo grupos acilo

Unidn de iones de potasio

unién a la proteina tau

Actividad de la enzima condroitinasa |

Unidn al receptor activado por proliferador de peroxisoma
Actividad de proteina-lisina N-metiltransferasa

Unién al ADN AT

Union de residuos de histonas acetiladas

Unidn de receptores de hormonas nucleares

Actividad de la proteina deacetilasa

Actividad de la proteina tirosina fosfatasa que no se extiende a
la membrana

D
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0.00250279
0.00335881

0.004197
0.004197
0.004197
0.00450265

0.00453541

0.00541954
0.00541954
0.00541954
0.00565721
0.00684373
0.00684373
0.00713639
0.00738596
0.00738596
0.00738596
0.00738596
0.00738596
0.00738625
0.00779729
0.00779729
0.00779729
0.00779729
0.00779729
0.00891587
0.00944574
0.00944574
0.00944574
0.00944574

KAT2A

KMT2D, KMT2A, HDAC4, HDAC6, PRDM2,
CREBBP

KAT2B

HDACG6

KAT2A

CDK17, MAP3K20, SETD1B, JAK2, NEKO,
ATM

KMT2D, KMT2A, MYSM1, HDAC6, PRDM2,
NEK9, CREBBP

ATM

CREBBP

EZH1

CDK17, MAP3K20, JAK2, NEK9, ATM
KMT2A

CREBBP

DUSP1, HDAC4, HDAC6, HDACS
JAK2

ATM

JAK2

JAK2

DUSP1

KAT2B, MGEA5

HDAC4

HDACG6

MGEAS

CREBBP

SETD7

KMT2A

KMT2A

NCOA1

HDAC4

DUSP1




Componente celular (CC)

G0:0005634

G0:0005737
G0:0005730
G0:0017053
G0:0005654
G0:0005881
G0:0005694

Nucleo

Citoplasma

Nucleolo

Complejo de represion transcripcional
Nucleoplasma

Microtubulos citoplasmaticos
Cromosoma
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9.66881E-14

3.50542E-06
1.24983E-05
0.00013036
0.000325055
0.000338183
0.00374276

DUSP1, KMT2D, MAP3K20, KMT2A, KAT2A,
EZH1, NCOA1, HDAC4, KAT2B, SETD1B,
MYSM1, HDACS6, JAK2, HDACS5, PRDM2,
NEK9, CREBBP, ATM, SETD7, MGEAS
KMT2D, KMT2A, SETD1B

HDAC4, HDAC6, HDACS

HDAC4, KAT2B

KAT2B, MYSM1

KAT2A, KAT2B

HDACS6, JAK2




Tabla 14A. Andlisis de enriquecimiento GO de genes sobreexpresados en UCS utilizando Genecodis

Anotacion Nombre gumero p -ajustado Genes sobreexpresados
e genes
Proceso Biol6gico (PB)
G0:0016568 Modificacion de la cromatina 4 2.09563E-05 EZH2, SMYD3, EYAL, EYA2
G0:0016576 Desfosforilacion de histonas 2 2.65309E-05 EYAL EYA2
G0:0051983 Regulacion de la segregacién cromosémica 2 2.94695E-05 BUB1, AURKB
G0:0008283 Proliferacién celular 4 3.92493E-05 BUB1, AURKB, CDK5, UHRF1
G0:0007049 Ciclo celular 4 0.000117243 PPP1CA, AURKB, CDK5, UHRF1
G0:0051301 Division celular 3 0.00127354 PPP1CA, BUBL1, CDK5
G0:0035335 Desfosforilacién de peptidil-tirosina 2 0.00207052 EYAL EYA2
G0:0021697 Formacion de la corteza cerebelosa 1 0.00336179 CDK5
G0:0007063 Regulacién de la cohesion entre crométidas hermanas 1 0.00336179 BUB1
G0:0000087 Fase M del ciclo celular mitético 2 0.00353857 BUB1, AURKB
G0:0000236 Prometafase mitética 2 0.00389632 BUBL, AURKB
G0:0009790 Desarrollo embrionario 2 0.00440583 BUB1, CDK5
G0:0014706 Desarrollo del tejido muscular estriado 1 0.00448179 EYA2
GO:2000373 R.egulgcién positiva de la topoisomerasa del ADN (ATP- 1 0.00448179 UHREL
hidrolizante)
G0:0033136 Fosforilacién de serina de la proteina STAT3 1 0.00448179 CDK5
G0:0031914 Regulacion negativa de la plasticidad sinaptica 1 0.00448179 CDK5
G0:2000273 Regulacion positiva de la actividad del receptor 1 0.00463512 CDK5
G0:0007501 Especificacion del destino de las células mesodérmicas 1 0.00463512 EYA2
G0:0016570 Modificacion de histonas 1 0.00463512 AURKB
G0:0051256 Formacion de la zona media del huso mitético 1 0.00463512 AURKB
G0:0021819 Formacion de capas en la corteza cerebral 1 0.00463512 CDK5
GO-0045956 S;%?Jacién positiva de la exocitosis dependiente de los iones de 1 0.00463512 CDK5
G0:0071156 Regulacidn de la detencion del ciclo celular 1 0.00463512 CDK5
G0:0046826 Regulacion negativa de la exportacién de proteinas desde el nicleo 1 0.00463512 CDK5
G0:0021695 Desarrollo de la corteza cerebelosa 1 0.00480129 CDK5
G0:0014044 Desarrollo de células de Schwann 1 0.00480129 CDK5




G0:0071173
G0:0002903
G0:0045055
G0:0005981
G0:0032801

G0:2000251

G0:0034501
G0:0008608
G0:0061001
G0:0048675
G0:0022038
GO:0046777
G0:0006355
G0:0048148
G0:0005979

G0:0048387

G0:0048488
G0:0006281
G0:0034968
G0:0001963
G0:0000278
G0:0032270
GO:0071777
G0:0043113
G0:0016079
G0:0007093
G0:0016925
G0:0048709
G0:0035249
G0:0021954
G0:0030866
G0:0031397

Punto de control del conjunto del huso

Regulacion negativa de la apoptosis de células B

Via secretora regulada

Regulacién del catabolismo del glucogeno

Proceso catabolico del receptor

Regulacion positiva de la reorganizacion del citoesqueleto de
actina

Localizacion de proteinas en el cinetocoro
Acoplamiento de los microtubulos del huso al cinetocoro
Regulacion de la morfogénesis de la columna dendritica
Extension del axon

Desarrollo del cuerpo calloso

Autofosforilacion de proteinas

Regulacioén de la transcripcion a nivel del ADN molde
Respuesta conductual a la cocaina

Regulacion del proceso biosintético de glucégeno
Regulacion negativa de la via de sefializacion del receptor de &cido
retinoico

Endocitosis de vesicula sinaptica

Reparacion del ADN

Metilacion de lisina en la histona

Transmision sinaptica, dopaminérgica

Ciclo celular mitético

Regulacion positiva de la proteina celular del proceso metabélico
Regulacién positiva de la citocinesis del ciclo celular
Agrupamiento de receptores

Exocitosis de vesicula sinéptica

Punto de control del ciclo celular mitético

Sumoilacion de proteinas

Diferenciacion de oligodendrocitos

Transmision sinaptica, glutamatérgica

Desarrollo de las neuronas del sistema nervioso central
Organizacion del citoesqueleto de actina cortical
Regulacidn negativa de la ubiquitinacion de proteinas

RPRRPRPRRPRRPRPRPRPRPRPNRPREPNNRE P RPRANRPRREPRPRE P RPRRRER

0.00480129
0.0049412
0.0049412
0.0049412
0.0049412

0.0049412

0.00516858
0.00516858
0.00516858
0.00516858
0.00516858
0.00522499
0.00551247
0.00587848
0.00639751

0.00639751

0.0070289
0.00744564
0.0074618
0.0074618
0.00826852
0.00839231
0.00872686
0.00872686
0.00886502
0.00886502
0.00886502
0.00932112
0.00958617
0.00958617
0.0098328
0.0098328

BUB1
AURKB
CDK5
PPP1CA
CDK5

CDK5

AURKB

AURKB

CDK5

CDK5

CDK5

AURKB, CDK5

EZH2, UHRF1, EYAL, EYA2
CDK5

PPP1CA

EZH2

CDK5
UHRF1, EYA2
SMYD3
CDK5

BUB1, AURKB
UHRF1
AURKB
CDK5

CDK5

BUB1

EYA1l

CDK5

CDK5

CDK5

CDK5

CDK5




G0:0008045 Guia del motor del axén 1 0.00989787 CDK5
G0:0019433 Proceso catabdlico de triglicéridos 1 0.00989787 PPP1CA
G0:0016571 Metilacion de histonas 1 0.00989787 EZH2
G0:0005977 Procesamiento metabdlico del glucgeno 1 0.00991719 PPP1CA
G0:0060079 Regulacién del potencial excitador de membrana postsinaptica 1 0.00991719 CDK5
G0:0048167 Regulacidn de la plasticidad sinaptica 1 0.00991719 CDK5
GO0:0034644 Respuesta celular a la UV 1 0.00991719 AURKB
Funcién molecular (FM)
G0:0046872 Unidn de iones metélicos 2 0.000678838 EZH2, SMYD3
G0:0003677 Union al ADN 3 0.000712609 BUBL, AURKB, CDK5
. PPP1CA, BUB1, AURKB, EZH2, CDKS5,
G0:0016740 Actividad transferasa 7 0.000936642 UHRFL, EYA2
G0:0005524 Union a ATP 3 0.00131647 BUBL, AURKB, CDK5
G0:0005515 Unidn a proteinas 1 0.0020463 CDK5
G0:0000166 Union de nucleotidos 2 0.0023651 EYAL EYA2
G0:0003824 Actividad catalitica 2 0.00324998 EZH2, SMYD3
G0:0004674 Actividad de proteina serina / treonina quinasa 1 0.00340961 CDK5
G0:0000987 Unidn al ADN en la region promotora proximal 5 0.00369509 EI:’(F:;:A AURKB, SMYD3, UHRF1,
G0:0016787 Actividad hidrolasa 1 0.00464825 UHRF1
G0:0008168 Actividad metiltransferasa 1 0.00464825 CDK5
G0:0004672 Actividad de la proteina quinasa 1 0.0051124 PPP1CA
G0:0004722 Actividad de la proteina serina / treonina fosfatasa 3 0.00634365 PPP1CA, EYAL, EYA2
G0:0004725 Actividad de la proteina tirosina fosfatasa 1 0.00657049 EZH2
G0:0042393 Union de histonas 1 0.00749325 CDK5
G0:0004721 Actividad de la fosfoproteina fosfatasa 1 0.00766255 UHRF1
G0:0050321 Actividad de la proteina quinasa tau 1 0.00901121 PPP1CA
G0:0042054 Actividad de histona metiltransferasa 2 0.00969041 EYAL EYA2
Componente celular (CC)
, PPP1CA, BUB1, AURKB, EZH2, CDKS5,
G0:0005634 Nucleo 9 2.11023E-05 SMYD3, UHRFL EYAL EYA2
G0:0005737 Citoplasma 2 6.56786E-05 BUB1, AURKB
G0:0043005 Proyeccion de células neuronales 2 0.000915607 PPP1CA, CDK5
G0:0005829 Citosol 1 0.00634522 AURKB




G0:0005856
G0:0030496
G0:0014069
G0:0005694
G0:0031594
G0:0030426
G0:0000792
G0:0043197
G0:0030175

G0:0030027
G0:0005819

Citoesqueleto

Cuerpo medio

Densidad postsinaptica
Cromosoma

Unién neuromuscular
Cono de crecimiento neural
Heterocromatina

Espina dendritica
Filopodio

Lamelopodio

Huso

R O RPRRPRPRPNARR

0.00634522
0.00634522
0.0069784

0.00700906
0.00739691
0.00739886
0.00739886
0.00776982
0.00776982

0.00782816
0.00832919

PPP1CA
AURKB

PPP1CA, BUB1, AURKB, CDK5
BUB1, AURKB

EZH2
PPP1CA
CDK5
PPP1CA
PPP1CA

PPP1CA, AURKB, CDK5, SMYD3,

EYAL EYAZ2
CDK5




Tabla 15A. Andlisis de enriquecimiento GO de genes subeexpresados en UCS utilizando Genecodis

Anotacion Nombre gumero p -ajustado  Genes involucrados
e genes
Proceso Biol6gico (PB)
G0:0006355 Regulacidn de la transcripcién a nivel del ADN molde 12 1.58718E-18 SETMAR, KMT2D, KMT2A, EZH1, KMT2C,
SETD1B, MYSM1, HDACS6, JAK2, HDACI0,
KMT2E, SETD7
GO0:0007165  Transduccion de sefiales 4 2.09608E-08 KMT2D, KMT2A, SETD1B, KMT2E
G0:0006468 Fosforilacién de proteinas 5 0.000010158 DUSP1, MAP3K20, HDACS6, JAK2, ATM
G0:0009314 Respuesta a la radiacion 6 0.000023262 DUSP1, MAP3K20, MAP3K8, KAT2B, NEK9,
KMT2E
G0:0008283 Proliferacion celular 9 2.67971E-05 KMT2D, KMT2A, EZH1, KMT2C, SETDI1B,
HDAC10, RPS6KA5, CREBBP, SETD7
G0:0044419 Interaccidn interespecies entre organismos 2 5.85692E-05 KAT2B, CREBBP
G0:0045944 Regulacion positiva de la transcripcion del promotor del ARN 4 6.25836E-05 MAP3K20, KAT2B, ATM, KMT2E
polimerasa Il
G0:0043388 Regulacidn positiva de la union del ADN 5 0.000199413 CDK17, MAP3K20, MAP3K8, JAK2, RPS6KA5
G0:0045087 Respuesta inmune innata 2 0.000713506 HDACS6, HDAC10
G0:0000122 Regulacién negativa de la transcripcion del promotor de la ARN 2 0.000770271 KAT2A, MYSM1
polimerasa Il
G0:0043065 Regulacidn positiva del proceso apoptotico 5 0.00079949  KMT2D, KMT2A, KAT2B, RPS6KA5, CREBBP
G0:0032516 Regulacidn positiva de la actividad de la fosfoproteina fosfatasa 3 0.0008424 MAP3K20, JAK2, RPS6KA5
G0:0008284 Regulacidn positiva de la proliferacion celular 2 0.00142142  KMT2A, KMT2E
G0:0048008 Via de sefalizacion del receptor del factor de crecimiento 2 0.00142142  HDACS6, HDAC10
derivado de plaquetas
G0:0018108 Fosforilacién de peptidil-tirosina 2 0.00251422  MAP3K20, ATM
GO0:0046777 Autofosforilacion de proteinas 2 0.00294093  JAK2, KMT2E
G0:0014068 Regulacién positiva de la sefializacion de fosfatidilinositol 3- 2 0.00359379  JAK2, MGEAS5
quinasa
G0:0001701 Desarrollo embrionario en el Gtero 4 0.0037512 KMT2A, MYSM1, CREBBP, KMT2E
G0:0006306 Metilacion del ADN 2 0.00427652  KAT2A, KAT2B
G0:0010212 Respuesta a la radiacion ionizante 2 0.00427652  KAT2A, ATM
G0:0045892 Regulacién negativa de la transcripcion a nivel del ADN molde 2 0.00472665 MAP3K20, JAK2




G0:0008152
G0:0010467
G0:0008285
G0:0009967
G0:0006366
G0:0045893
G0:0007049
G0:0051591
G0:0032869
G0:0001666
G0:0051592
G0:0048545
G0:0030901
G0:0006281
G0:0007243
G0:0000186
G0:0006950
G0:0007050
G0:0051403
G0:0042981
G0:0010811
G0:0050731
G0:0006302
G0:0035556
G0:0032024
G0:0060399

G0:0060124
G0:0009755
G0:0000075
G0:0030041
G0:0033209
G0:0032870
G0:0048384

Proceso metabdlico

Expresion génica

Regulacién negativa de la proliferacién celular

Regulacion positiva de la transduccion de sefiales
Transcripcion del promotor de la ARN polimerasa Il
Regulacién positiva de la transcripcién a nivel del ADN molde
Ciclo celular

Respuesta al AMPc

Respuesta celular al estimulo de insulina

Respuesta a la hipoxia

Respuesta al ion calcio

Respuesta al estimulo de la hormona esteroide

Desarrollo del cerebro medio

Reparacion de ADN

Cascada de proteina quinasa intracelular

Activacion de la quinasa MAPKK

Respuesta al estrés

Detencién del ciclo celular

Cascada MAPK activada por estrés

Regulacidn del proceso apoptdtico

Regulacidn positiva de la adhesion del sustrato celular
Regulacidn positiva de la fosforilacién de peptidil-tirosina
Reparacidn de rotura de doble cadena

Transduccidn de sefiales intracelulares

Regulacidn positiva de la secrecién de insulina

Regulacion positiva de la via de sefializacién del receptor de la
hormona del crecimiento

Regulacién positiva de la secrecién de hormona de crecimiento
Via de sefializacion mediada por hormonas

Punto de control del ciclo celular

Polimerizacion de filamentos de actina

Via de sefializacién mediada por el factor de necrosis tumoral
Respuesta celular al estimulo hormonal

Via de sefializacion del receptor de acido retinoico
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PR R R R R

0.00479497
0.00479497
0.00479497
0.00479497
0.00479497
0.00479497
0.00479497
0.00479497
0.00479497
0.00479497
0.00479497
0.00479497
0.00479497
0.00479497
0.00479497
0.00479497
0.00617458
0.00617458
0.00617458
0.00617458
0.00617458
0.00617458
0.00617458
0.00617458
0.00617458
0.00617458

0.00617458
0.00617458
0.00617458
0.00617458
0.00617458
0.00617458
0.00617458

MGEAS
MGEAS
MGEAS
RPS6KA5
JAK2
JAK2
JAK2
HDAC6
HDAC6
HDACG6
HDACG6
KMT2A
KMT2A
SETMAR
SETMAR
SETMAR
JAK?2
MGEA5
JAK2
JAK2
RPS6KAS5
RPS6KA5
HDACG6
HDACG6
HDACG6
HDACG6

HDAC6
HDAC6
KAT2B
KAT2A
KMT2A
KMT2D
SETMAR




G0:0018105
G0:0006612
G0:0045862
G0:0010616
G0:0060051
G0:0046060
G0:0043243
G0:0031343
G0:0006516
G0:0006044
G0:0051901
G0:0051054
G0:0046326
G0:0070265
G0:0010524
G0:0016568
G0:0008219
G0:0032760

G0:0007257
G0:0021537
G0:0001706
G0:0050727
G0:0018026
G0:0034612
G0:0006461
G0:0008589
G0:0045597
G0:0044154
G0:0032526
G0:0048477
G0:0033574
G0:0030854
G0:0043392

Fosforilacién de peptidil-serina

Proteinas dirigidas a la membrana

Regulacidn positiva de la protedlisis

Regulacién negativa de la adaptacion del musculo cardiaco (PA).
Regulacion negativa de la glicosilacion de proteinas

Proceso metabdlico de dATP

Regulacidn positiva del desensamble del complejo proteico
Regulacidn positiva de la muerte celular

Glicoproteina proceso catabdlico

Proceso metabolico de la N-acetilglucosamina

Regulacidn positiva de la despolarizaciéon mitocondrial
Regulacidn positiva del proceso metabdlico del ADN
Regulacidn positiva de la importacion de glucosa

Muerte celular necrotica

Regulacidn positiva del transporte de iones de calcio en el citosol
Modificacion de la cromatina

Muerte celular

Regulacién positiva de la produccion del factor de necrosis
tumoral

Activacion de la actividad de la quinasa JUN

Desarrollo del telencéfalo

Formacion de endodermo

Regulacidn de la respuesta inflamatoria

Monometilacion de peptidil-lisina

Respuesta al factor de necrosis tumoral

Conjunto de proteinas

Regulacidn de la via de sefializacion de la proteina smoothened
Regulacidn positiva de la diferenciacion celular

Acetilacién de lisina K14 en la histona H3

Respuesta al &cido retinoico

Oogénesis

Respuesta al estimulo de la testosterona

Regulacién positiva de la diferenciacion de granulocitos
Regulacién negativa de la union al ADN
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0.00677341
0.0073821
0.0073821
0.0073821
0.0073821
0.0073821
0.0073821
0.0073821
0.0073821
0.0073821
0.0073821
0.0073821
0.0073821
0.0073821
0.0073821
0.00742507
0.00746202
0.00765942

0.007683
0.0085949
0.00865738
0.00866824
0.00866824
0.00866824
0.00866824
0.00866824
0.00866824
0.00866824
0.00900329
0.00928809
0.00957761
0.00957761
0.00957761

KMT2A, KAT2B, JAK2
MGEAS

MGEAS

KAT2A

ATM

ATM

JAK2

JAK2

KAT2B

JAK2

JAK2

JAK2

HDACG6

HDACG6

SETMAR

DUSP1, KMT2C, JAK2
KAT2A, KAT2B

JAK2, RPS6KAS5, CREBBP

MAP3K20, KAT2A, CREBBP
HDACG6, HDAC10, RPS6KAS5
KAT2A, KAT2B, CREBBP
MGEAS

CREBBP

HDACG6

HDACG6

JAK2

HDAC6

HDAC6

KMT2A, CREBBP

EZH1, HDAC10, CREBBP
KMT2E

JAK2

SETD7




G0:0042542 Respuesta al peroxido de hidrégeno 1 0.00957761  RPS6KA5
G0:0006338 Remodelacidon de la cromatina 1 0.00957761 EZH1
GO0:0042517 Regulacidn positiva de la fosforilacion de tirosina de la proteina 1 0.00957761 KMT2A
Stat3 (
G0:0050729 Regulacién positiva de la respuesta inflamatoria 1 0.00957761  JAK2
G0:0042523 Regulacién positiva de la fosforilacion de tirosina de la proteina 1 0.00957761  RPS6KA5
Statb
G0:0007498 Desarrollo del mesodermo 1 0.00957761  JAK2
G0:0001843 Cierre del tubo neural 1 0.00957761  HDACS6
G0:0014003 Desarrollo de oligodendrocitos 1 0.00957761 KMT2D
G0:0010033 Respuesta a sustancia organica 2 0.00986051 MAP3K20, ATM
Funcién molecular (FM)
) L . SETMAR, KMT2D, KMT2A, EZH1, KMT2C,
G0:0008168 Actividad metiltransferasa 8 3.2661E-12 SETD1B, KMT2E, SETD?
G0:0005515 Union a proteinas 19 4.0752E-12 SETMAR, DUSPl1, KMT2D, MAP3K20,
MAP3K8, KMT2A, KAT2A, KMT2C, KAT2B,
SETD1B, HDACS6, JAK2, HDAC10, RPS6KAS,
NEK9, CREBBP, ATM, KMT2E, SETD7
. .. SETMAR, KMT2D, KMT2A, KAT2A, EZH1,
G0:0016740 Actividad transferasa 10 1.06108E-10 KMT2C, SETD1B, CREBBP. KMT2E. SETD?
GO0:0042800  Actividad de histona metiltransferasa (H3-K4 especifica) 4 1.31494E-09 KMT2A, KMT2C, SETD1B, KMT2E
G0:0004402 Actividad de histona acetiltransferasa 4 4.26435E-07 KAT2A, KAT2B, CREBBP, MGEA5
G0:0042826 Union de histona deacetilasa 4 1.02808E-06 KAT2A, KAT2B, HDAC6, HDAC10
GO0:0004674 Actividad de proteina serina / treonina quinasa 6 2.18308E-06 i?l\ljlﬂ’ MAP3K20, MAP3KS, RPS6KAS, NEKS,
G0:0003713 Actividad coactivadora de transcripcion 5 4.14411E-06 KAT2A, KAT2B, MYSM1, CREBBP, KMT2E
G0:0018024 Actividad de histona-lisina N-metiltransferasa 3 5.3337E-06 SETMAR, KMT2D, SETD7
. . SETMAR, KMT2D, KMT2A, EZH1, KMT2C,
G0:0003677 Union al ADN 8 0.000134962 MYSML, CREBBP. ATM
G0:0003682 Unién a la cromatina 4 0.000139367 KMT2A, KAT2A, EZH1, CREBBP
G0:0034739 Actividad de histona deacetilasa (especifica para H3-K16) 2 0.000174333 HDACS6, HDAC10
GO:0032041 Actividad de histona deacetilasa dependiente de NAD 5 0.000174333 HDAC6, HDAC10

(especifica de H3-K14)




G0:0046970

G0:0004407
G0:0046969

G0:0016407
G0:0005524

G0:0004672
G0:0000166

G0:0046872

G0:0004709
G0:0008270

G0:0000287
G0:0019899
G0:0002039
G0:0016772
G0:0019901
G0:0042393
G0:0035401
G0:0070840
G0:0043997
G0:0004468
G0:0042903
G0:0010484
G0:0035174
G0:0051577
G0:0046976
G0:0004803
G0:0045322
G0:0001191

Actividad de histona deacetilasa dependiente de NAD (especifica
de H4-K16)

Actividad de histona deacetilasa (MF)

Actividad de histona deacetilasa dependiente de NAD (especifica
de H3-K9)

Actividad acetiltransferasa

Unién a ATP

Actividad de la proteina quinasa
Unio6n de nucle6tidos

Unidn de iones metalicos

Actividad de la MAP quinasa quinasa quinasa
Unio6n de iones de zinc

Unién de iones de magnesio

Unién de enzimas

Unién a p53

Actividad transferasa, transfiriendo grupos que contienen fosforo
Unién de proteina quinasa

Uniodn de histonas

Actividad de la histona quinasa (especifica de H3-Y41)

Unién al complejo de dineina

Actividad de la histona acetiltransferasa (especifica de H4-K12)
Actividad de lisina N-acetiltransferasa

Actividad de tubulina deacetilasa

Actividad acetiltransferasa de la histona H3

Actividad de histonas serina quinasa

Union a MyoD

Actividad de histona metiltransferasa (H3-K27 especifica)
Actividad transposasa

Union a CpG no metilada

Actividad represora transcripcional del ARN polimerasa Il
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0.000174333

0.000192137
0.000192137

0.000195173
0.000209756

0.000215429
0.000233727

0.000281326

0.00030773
0.000915521

0.000975185
0.0011164
0.00152116
0.00161199
0.0019308
0.00215154
0.00216415
0.00216415
0.00216415
0.00395603
0.00395603
0.00395603
0.00532371
0.00532371
0.00532371
0.00532371
0.00674986
0.00674986

HDACG6, HDAC10

HDACG6, HDAC10
HDACG6, HDAC10

KAT2B, CREBBP

CDK17, MAP3K20, MAP3K8, JAK2, RPS6KAS,
NEK9, ATM

CDK17, MAP3K8, JAK2, RPS6KA5

CDK17, MAP3K20, MAP3K8, SETD1B, JAK2,
RPS6KA5, NEK9, ATM

SETMAR, KMT2D, KMT2A, KMT2C, MYSM1,
HDACG6, NEK9, CREBBP, KMT2E

MAP3K20, MAP3K8

SETMAR, KMT2D, KMT2A, KMT2C, HDACS6,
CREBBP, KMT2E

MAP3K20, MAP3K8, RPS6KAS

HDACG6, HDAC10, KMT2E

CREBBP, SETD7

CDK17, RPS6KAS5, NEK9

KAT2B, JAK2, NEK9

MYSM1, JAK2

JAK2

HDACG6

KAT2A

KAT2B

HDAC6

KAT2A

ATM

CREBBP

EZH1

SETMAR

KMT2A

CREBBP




G0:0005143 Unién al receptor de interleucina-12 1 0.0075178 JAK2

GO0:0004677  Actividad de proteina quinasa dependiente de ADN 1 0.0075178 ATM

G0:0005131 Unién del receptor de la hormona del crecimiento 1 0.0075178 JAK2

G0:0033130 Union al receptor de acetilcolina 1 0.0075178 JAK?2

GO0:0008330  Actividad de la proteina tirosina / treonina fosfatasa 1 0.0075178 DUSP1

G0:0048156 Union a la proteina tau 1 0.00797787 HDACS6

GO0:0004415  Actividad de la enzima condroitinasa | 1 0.00797787  MGEA5

G0:0042975 Unién a receptor activado por proliferador de peroxisoma 1 0.00797787  CREBBP

GO0:0016279  Actividad de proteina-lisina N-metiltransferasa 1 0.00797787  SETD7

G0:0016746 Actividad transferasa, transfiriendo grupos acilo 2 0.00806436  KAT2B, MGEA5

G0:0016787  Actividad hidrolasa 4 0.00813908 SETMAR, DUSP1, HDAC6, HDAC10

G0:0003680 Union al ADN AT 1 0.00895991 KMT2A

G0:0043566 Unién al ADN de estructura especifica 1 0.00895991 SETMAR

GO0:0070577 Uniodn de residuos de histonas acetiladas 1 0.00953064 KMT2A

G0:0033558 Actividad de la proteina deacetilasa 1 0.00953064 HDACI10

GO0:0004726  Actividad de la proteina tirosina fosfatasa que no se extiendea 1 0.00953064 DUSP1

la membrana
Componente celular (CC)

G0:0005634 Nucleo 21 1.5369E-13 SETMAR, DUSP1, KMT2D, MAP3K20, KMT2A,
KAT2A, EZH1, KMT2C, KAT2B, SETDI1B,
MYSM1, HDAC6, JAK2, HDAC10, RPS6KAS5,
NEK9, CREBBP, ATM, KMT2E, SETD7, MGEA5

G0:0035097 Complejo de histona metiltransferasa 4 9.3664E-09 KMT2D, KMT2A, KMT2C, SETD1B

GO0:0005654  Nucleoplasma 6 0.000360518 DUSP1, KAT2B, HDAC10, RPS6KA5, CREBBP,
ATM

G0:0016585 Complejo de remodelacién de cromatina 2 0.000460666 KAT2B, MYSML1

G0:0005671 Complejo activador de la transcripcién Ada2 / Gen5 / Ada3 2 0.000499259 KAT2A, KAT2B

G0:0000118 Complejo de histona deacetilasa 2 0.00147589 HDACS6, HDAC10

G0:0005901 Caveola 2 0.00441348  HDACS, JAK2

G0:0005694 Cromosoma 3 0.00462691 SETMAR, SETD1B, SETD7

GO0:0005737 Citoplasma 10 0.00730941 MAP3K20, MAP3K8, HDAC6, JAK2, HDACI10,

RPS6KA5, NEK9, CREBBP, ATM, MGEAS5




ANEXO 5

Tabla 16A. Genes metilados diferencialmente a nivel del promotor, para CESC

) ) Tumor n=212 Normal n=19 Nivel de

Simbolo del gen Transcrito M(i;i;;i;a B IOR Me\;i;la(?ra B IR p-valor AB Metilacion DEG
HLCS NM_000411 0.09735 0.055 0.4479 0.0469 5.66214E-15 -0.35055 Hipometilado No
KAT2A NM_021078 0.35015 0.17708 0.7926 0.0221 2.9865E-14 -0.44245 Hipometilado No
LIMK2 NM_001031801 0.3976 0.07948 0.5771 0.0254 4.01928E-11 -0.1795 Hipometilado No
LIMK2 NM_016733 0.3976 0.07948 0.5771 0.0254 4.01928E-11 -0.1795 Hipometilado No
CDYL NR_026590 0.83825 0.07818 0.4772 0.0357 7.23865E-14 0.36105 Hipermetilado No
DNMT3B NM_175850 0.64995 0.16508 0.3006 0.0254 8.44325E-13 0.34935 Hipermetilado No

EYAL* NM_172058 0.45855 0.29813 0.1922 0.0698 1.22231E-10 0.26635 Hipermetilado Si

EYAL* NM_172059 0.45855 0.29813 0.1922 0.0698 1.22231E-10 0.26635 Hipermetilado Si

EYAL* NM_172060 0.45855 0.29813 0.1922 0.0698 1.22231E-10 0.26635 Hipermetilado Si
HDAC9 NM_001204145 0.22405 0.20995 0.0621 0.0115 1.19904E-14 0.16195 Hipermetilado No
HDAC9 NM_001204146 0.22405 0.20995 0.0621 0.0115 1.19904E-14 0.16195 Hipermetilado No
HDAC9 NM_014707 0.22405 0.20995 0.0621 0.0115 1.19904E-14 0.16195 Hipermetilado No
HDAC9 NM_058176 0.22405 0.20995 0.0621 0.0115 1.19904E-14 0.16195 Hipermetilado No
HDAC9 NM_178423 0.22405 0.20995 0.0621 0.0115 1.19904E-14 0.16195 Hipermetilado No
HDAC9 NM_178425 0.22405 0.20995 0.0621 0.0115 1.19904E-14 0.16195 Hipermetilado No
NEK6 NM_001166170 0.59475 0.1792 0.054 0.0161 -6.43929E-15 0.54075 Hipermetilado No
NEK6 NM_001166171 0.59475 0.1792 0.054 0.0161 -6.43929E-15 0.54075 Hipermetilado No
NEK6 NM_001166169 0.6923 0.13028 0.0711 0.021 3.05311E-14 0.6212 Hipermetilado No
PADI4 NM_012387 0.48025 0.15813 0.2289 0.0367 1.7782E-08 0.25135 Hipermetilado No
PKN1 NM_213560 0.71585 0.16698 0.0986 0.0418 4.77396E-14 0.61725 Hipermetilado No
PPP2CB NM_001009552 0.21575 0.10023 0.0636 0.0132 1.56649E-07 0.15215 Hipermetilado No
PRDM2 NM_012231 0.9172 0.0374 0.4113 0.0312 3.55271E-14 0.5059 Hipermetilado No
PRDM2 NM_015866 0.9172 0.0374 0.4113 0.0312 3.55271E-14 0.5059 Hipermetilado No
PRDM9 NM_020227 0.79905 0.1213 0.615 0.041 6.42819E-14 0.18405 Hipermetilado No
PRKCB NM_002738 0.45665 0.33663 0.0596 0.008 1.66533E-15 0.39705 Hipermetilado No
PRKCB NM_212535 0.45665 0.33663 0.0596 0.008 1.66533E-15 0.39705 Hipermetilado No
PRMTS NM_019854 0.41575 0.23338 0.152 0.0462 1.33227E-14 0.26375 Hipermetilado No
RAG1 NM_000448 0.7958 0.17953 0.178 0.0515 1.5532E-13 0.6178 Hipermetilado No
RNF20 NM_019592 0.5899 0.05205 0.3816 0.0428 -1.02141E-14 0.2083 Hipermetilado No
SETDB2 NM_001160308 0.8222 0.0924 0.5724 0.0787 5.31797E-14 0.2498 Hipermetilado No
TRDMT1 NM_004412 0.4011 0.09095 0.251 0.0128 8.32667E-15 0.1501 Hipermetilado No

IQR:Rango intercuartil , DEG: Gen con expresion diferencial
2B<—0.15 “Hipometilada”; 2p> 0.15 "Hipermetilado™, valor de p fue calculado mediante T-Test.
*Genes resaltados en azul (subexpresados).



Tabla 17A. Genes metilados diferencialmente a nivel del promotor, para UCEC

Tumor (n = 424)

Normal (n = 67)

Sdlgr kg)]?alr? IR Mediana IOR Mediana IOR el *B l\/ll\lzlt\illea:c(ijgn I=S
B valor B valor
HDAC9 NM_001204147 0.15395 0.12975 0.6501 0.6147 2.32148E-13 -0.496 Hipometilado No
HDAC9 NM_001204148 0.15395 0.12975 0.6501 0.6147 2.32148E-13 0496 Hipometilado No
NEK6* NM_001166167 0.13505 0.085675 0.3462 0.0931 9.32587E-15 20211 Hipometilado Si
NEK6* NM_001145001 0.1157 0.06935 0.2837 0.0757 2.55351E-14 -0.168 Hipometilado Si
NEK6* NM_014397 0.1157 0.06935 0.2837 0.0757 2.55351E-14 0.168 Hipometilado Si
PRKCB NM_002738 0.2484 0.430125 0.0645 0.0445 4.70735E-14 0184 Hipermetilado No
PRKCB NM_212535 0.2484 0.430125 0.0645 0.0445 4.70735E-14 0.184 Hipermetilado No
PRMTS8 NM_019854 0.28225 0.335625 0.1207 0.0858 8.89289E-14 0.162 Hipermetilado No
PRMTS NM_001256536 0.5306 0.30745 0.3156 0.3684 1.25754E-10 0.215 Hipermetilado No

IQR: Rango intercuartil, DEG: Gen con expresion diferencial.
23<—0.15 “Hipometilada™; 23> 0.15 "Hipermetilado", valor de p fue calculado mediante T-Test.

*Genes resaltados en rojo (sobreexpresados).



Tabla 18 A. Correlacion entre la expresion de genes y el nivel de metilacion
de ADN en el promotor, para OV

Gen Sonda Region Promotora Pearson r (p-valor) * Tipo de Correlacion

NCOA3 cg12128876 5'UTR -0.653*** Moderada negativa
ATM cg01800843 TSS £ 1500 -0.386* Baja negativa
TRDMT1 €g19579782 TSS £ 200 -0.339*** Baja negativa
KAT2B cg18053505 TSS £ 1500 -0.303*** Baja negativa
EYA3 €g27498304 TSS +200 -0.288*** Débil negativa
EYA3 €g22760576 5'UTR -0.267*** Débil negativa
EP300 cg00500400 TSS £ 1500 -0.26%** Débil negativa
SETD1B cg11608114 TSS £ 1500 -0.236*** Débil negativa
PPP1CC €g04375036 TSS £ 1500 -0.235*** Débil negativa
STK4 €g27194614 TSS £ 1500 -0.224*** Débil negativa
NEK9 €g08847533 TSS £ 200 -0.223*** Débil negativa
DNMT3A €g21629895 TSS £ 1500 -0.221*** Débil negativa
ATM €g03165700 TSS + 1500 -0.215** Débil negativa
HDAC9 €g12081743 TSS £ 1500, 5UTR -0.214*** Débil negativa
PPM1D €g06090421 TSS £ 1500 -0.213*** Débil negativa
KDM5B €g14560895 TSS £200 -0.212%** Débil negativa
SETDB?2 cg18393014 TSS £ 200 -0.209** Débil negativa
HDAC10 €g04586023 TSS £ 1500 -0.208*** Débil negativa
HDAC10 cg01120165 TSS £ 1500 -0.206*** Débil negativa
ASH1L cg17038116 TSS £ 1500 -0.205** Débil negativa
ATR €g20636078 TSS £ 1500 -0.204** Débil negativa
EZH1 €g06975499 5'UTR -0.203** Débil negativa
KDM4A €g08552254 5'UTR -0.192** Débil negativa
SETD1B €g21968169 TSS £ 1500 -0.187** Débil negativa
HDAC6 €g24616736 TSS £+ 1500 -0.185** Débil negativa
EZH1 €g27088844 TSS 200 -0.184** Débil negativa
RPS6KAS5 €g25398949 TSS £ 1500 -0.179** Débil negativa
ATM €g22477592 5'UTR -0.178** Débil negativa
TLK1 €g13882835 5'UTR, TSS + 1500 -0.17* Débil negativa
KDM4B €g09310112 5'UTR -0.169* Débil negativa
HDAC11 €g27025856 TSS £+ 1500 -0.163* Débil negativa
UBR2 €g19448829 TSS + 1500 -0.16* Débil negativa
NSD1 cg11316784 TSS +1500, 5UTR -0.158* Débil negativa
HDAC6 cg10783042 5'UTR -0.157* Débil negativa
RPS6KAS5 €g02904235 TSS £ 1500 -0.156** Débil negativa
LIMK2 €g14086647 TSS £ 1500 -0.154* Débil negativa
EYA2 €g09306675 5'UTR -0.152* Débil negativa
PRKCD €g13908523 TSS £ 1500 -0.148* Débil negativa
TET1 €g21948169 TSS + 200 -0.146* Débil negativa
HDAC11 €g01712016 TSS £200, TSS + 1500 -0.138* Débil negativa
NAT10 cg06513075 TSS + 1500 -0.134* Débil negativa
GTF3C4 €g20603424 TSS 200 -0.129* Débil negativa
CLOCK €g04485603 5'UTR 0.173* Débil positiva
PRDM2 €g12379145 TSS +1500, 5UTR 0.189** Débil positiva
PRDM2 €g25402049 TSS +1500, 5UTR 0.207** Débil positiva
PRMT8 €g21667836 TSS £ 1500 0.29%** Débil positiva
RAG1 €g11494699 TSS £ 1500 0.294*** Débil positiva

**%p < 0,001 **p < 0.01 *p < 0.05

TSS: sitio de inicio de la transcripcion

TSS + 1500: sitio de inicio de la transcripcion desde 200 hasta 1500 nt aguas arriba o aguas abajo del TSS,
TSS + 200: sitio de inicio de la transcripcion hasta 200 nt aguas arriba o0 aguas abajo del TSS
5'UTR: regi6n no traducida 5



Tabla 19 A. Correlacion entre la expresion de genes y el nivel de metilacion
de ADN en el promotor, para UCS

Gen Sonda Region promotora Pearson r (p-valor) * Tipo de Correlacion
NEK9 €g01952931 TSS £ 200 -0.859 ** Alta negativa
NEK9 €g13494334 TSS £ 200 -0.848 *** Alta negativa
NEK9 €g01992424 TSS £ 200 -0.843 *** Alta negativa
NEK9 ¢g11812906 TSS £ 200 -0.842 ** Alta negativa
NEK9 €g09944325 TSS £ 200 -0.837 *** Alta negativa
NEK9 €g20071051 TSS £ 200 -0.829 ** Alta negativa
NEK9 €g08847533 TSS £ 200 -0.827 *** Alta negativa
NEK9 €g09945151 TSS £ 1500 -0.796 *** Alta negativa
NEK9 cg14426084 TSS + 1500 -0.794 ** Alta negativa

SETDB2 €g15906151 TSS + 1500 -0.743 ** Alta negativa
SETDB2 cg18393014 TSS £ 200 -0.736 ** Alta negativa
SETDB2 €g18656860 TSS £ 1500 -0.735 ** Alta negativa
SETDB2 €g01928147 TSS +200 -0.735 *** Alta negativa
SETDB2 €g00919994 TSS +200 -0.726 ** Alta negativa
SETDB2 €g11973886 TSS +200 -0.723 ** Alta negativa
SETDB2 cg06870750 TSS + 1500 -0.708 ** Alta negativa
SETDB2 €g25756590 TSS £ 200 -0.706 *** Alta negativa
SETDB2 €g16543390 TSS + 1500 -0.700 ** Moderada negativa
SETDB2 cg04914982 TSS £ 200 -0.695 ** Moderada negativa
SETD1A cg04033451 TSS £ 200 -0.672 ** Moderada negativa
MASTL ¢g11609007 TSS £ 1500 -0.660 ** Moderada negativa
CARM1 cg17918830 TSS +200 -0.658 ** Moderada negativa
SIRT2 cg07375277 TSS £ 200 -0.611 ** Moderada negativa
ATM €g27599391 TSS + 1500 -0.610 *** Moderada negativa
KDM4D €g14963860 TSS + 1500 -0.604 *** Moderada negativa
SUV39H2 ¢g14487075 5'UTR -0.597 *** Moderada negativa
SETD1A €g05102288 TSS +200 -0.595 *** Moderada negativa
KAT5 cg05785768 TSS +200 -0.594 ** Moderada negativa
ATM cg03569616 TSS £ 1500 -0.592 *** Moderada negativa
ATM cg05033322 TSS £ 1500 -0.580 ** Moderada negativa
ATM cg17420659 TSS £ 1500 -0.574 ** Moderada negativa
KAT5 cg07564927 TSS £ 200 -0.564 ** Moderada negativa
ATM cg06081482 TSS + 1500 -0.553 ** Moderada negativa
KAT2B €g18053505 TSS + 1500 -0.552 *** Moderada negativa
SETD2 €g25849265 TSS +200 -0.552 *** Moderada negativa
ATM €g24568245 TSS + 1500 -0.546 ** Moderada negativa
KDM5B €g02624558 TSS £ 200 -0.546 *** Moderada negativa
CARM1 €g22378614 TSS £ 1500 -0.543 *** Moderada negativa
HDAC6 cg07674520 TSS £ 1500 -0.537 *** Moderada negativa
PAK2 cg06284169 TSS £ 1500 -0.536 *** Moderada negativa
SETD1B €g22748630 TSS + 1500 -0.536 *** Moderada negativa
RPS6KA4 €g16332631 TSS + 1500 -0.535 ** Moderada negativa
SIRT2 cgl4074741 TSS + 1500 -0.535 ** Moderada negativa
KDM5B €g09889216 TSS +200 -0.534 *** Moderada negativa
EZH1 cg05979501 TSS £ 200 -0.533 *** Moderada negativa
ATM cg03165700 TSS £ 1500 -0.529 ** Moderada negativa
ATM €g10610482 TSS £ 1500 -0.526 ** Moderada negativa
ATM €g10976287 TSS £ 1500 -0.525 ** Moderada negativa
KAT5 cg00582417 TSS +200 -0.525 ** Moderada negativa
CDK17 €g20697958 TSS + 1500 -0.524 *** Moderada negativa
ATM €g12019961 TSS + 1500 -0.523 *** Moderada negativa
SETD2 €g09563240 TSS +200 -0.520 *** Moderada negativa
SUV39H2 €g17621642 TSS +200 -0.519 *** Moderada negativa
RPS6KA5 cg10112022 TSS £ 200 -0.518 *** Moderada negativa
ATM cg09808176 TSS £ 1500 -0.517 *** Moderada negativa
ATM cg17114932 TSS £ 1500 -0.513 ** Moderada negativa
EZH1 cg05375741 TSS £ 200 -0.513 *** Moderada negativa
SETD1B €g20594607 TSS + 1500 -0.508 ** Moderada negativa
CARM1 €g26504915 TSS + 1500 -0.506 *** Moderada negativa




CDK17 ¢g16563660 5'UTR -0.506 *** Moderada negativa
ATM €g23275463 TSS £ 1500 -0.503 ** Moderada negativa
RNF8 cg14425796 TSS £ 200 -0.502 ** Moderada negativa

EYA2 cg13061637 TSS +200 -0.500 *** Baja negativa
CDK17 €g25056994 5'UTR -0.495 *** Baja negativa
SETD1B ¢g01493758 TSS + 1500 -0.492 ** Baja negativa
CHUK €g26847029 TSS £ 200 -0.490 ** Baja negativa
ATM ¢g01800843 TSS £ 1500 -0.488 ** Baja negativa
TET1 cg12630147 5'UTR -0.487 ** Baja negativa
KDM4D cg13474527 TSS £ 200 -0.478 *** Baja negativa
SIRT1 ¢g03211233 TSS £ 1500 -0.477 ** Baja negativa
SETD1B €g26483661 TSS + 1500 -0.473 ** Baja negativa
EZH1 ¢g03623386 TSS £ 200 -0.472 ** Baja negativa
KDM4D cg16384862 TSS + 1500 -0.470 *** Baja negativa
KAT5 €g14726348 TSS +200 -0.468 ** Baja negativa
SETD1B €g20978010 TSS £ 1500 -0.468 ** Baja negativa
SETD1A ¢g02153299 TSS £ 200 -0.464 ** Baja negativa
TET1 cg02774862 5'UTR -0.461 ** Baja negativa
SIRT1 €g02720207 TSS + 1500, TSS + 200 -0.457 ** Baja negativa
PAK2 cg07061775 TSS £ 1500 -0.454 ** Baja negativa
PPP1CC €g04375036 TSS + 1500 -0.454 ** Baja negativa
SETDB1 €g19689029 TSS £ 200 -0.450 ** Baja negativa
KDM3A €g20191795 TSS £ 1500, TSS + 200 -0.449 * Baja negativa
ATM €g25918541 TSS + 1500 -0.446 ** Baja negativa
TET1 cg06767766 5'UTR -0.445 ** Baja negativa
EHMT1 €g13982446 TSS £ 1500 -0.444 ** Baja negativa
EZH1 €g12812489 5'UTR -0.441 ** Baja negativa
MASTL €g23635883 TSS + 1500 -0.433 ** Baja negativa
KDM2A ¢g05295919 TSS £ 1500 -0.432 ** Baja negativa
EZH1 ¢g00728999 TSS £ 200 -0.431 ** Baja negativa
SIRT2 cg18330372 TSS + 1500 -0.431 ** Baja negativa
SETDB1 ¢g02060408 TSS £ 200 -0.430 ** Baja negativa
KDM4D cg05713782 TSS +200 -0.427 ** Baja negativa
CHUK cg07793810 TSS £ 200 -0.425 ** Baja negativa
SETD2 cg07817810 TSS + 1500 -0.424 ** Baja negativa
DNMT3A cg00220517 5'UTR -0.420 * Baja negativa
PRMT2 ¢g10187059 TSS £ 200 -0.420 * Baja negativa
TET1 cg13848707 5'UTR -0.418 * Baja negativa
ATM ¢g06750635 TSS £ 200 -0.416 ** Baja negativa
EZH1 €g27088844 TSS £ 200 -0.415 ** Baja negativa
KDM6A €g11895950 TSS +200 -0.415 ** Baja negativa
KDM5A €g02590486 TSS + 1500 -0.414 ** Baja negativa
BAP1 cg00794529 TSS £ 1500 -0.413* Baja negativa
STK4 €g19344870 TSS £ 200 -0.412 ** Baja negativa
PRMT2 ¢g06725035 TSS + 1500 -0.411~* Baja negativa
KDM3A ¢g02972551 TSS + 1500 -0.409 * Baja negativa
PPM1D ¢g00162940 TSS + 1500 -0.409 * Baja negativa
RNF40 €g27151980 TSS + 1500 -0.409 ** Baja negativa
KDM1B €g15124342 TSS + 1500 -0.408 * Baja negativa
HDACS €g22455616 TSS £ 200 -0.407 * Baja negativa
KDM4D €g16993220 TSS +200 -0.406 ** Baja negativa
MASTL cg03642224 TSS + 1500 -0.406 * Baja negativa
ATM €g16693212 TSS + 1500 -0.405 ** Baja negativa
ATM €g15504467 TSS + 1500 -0.404 ** Baja negativa
ATM €g12848864 TSS + 1500 -0.403 ** Baja negativa
KDM3A €g22404242 TSS + 1500, TSS + 200 -0.398 * Baja negativa
SETD1B cg05410123 TSS +200 -0.397 * Baja negativa
SETD2 €g05971911 TSS +200 -0.397 ** Baja negativa
EYA2 €g23214267 TSS £ 200 -0.396 ** Baja negativa
DNMT3A €g26470599 TSS + 1500 -0.395 * Baja negativa
TET1 €g23350336 5'UTR -0.394 * Baja negativa
HDAC11 ¢g13397067 TSS £ 200, TSS + 1500 -0.392 * Baja negativa
SETD2 €g25864757 TSS + 1500 -0.391~* Baja negativa

MGEA5 909644451 TSS + 200 -0.390 * Baja negativa




ASH1L
KDM6A
SIRT3
HDACS
PPP2CA
ATM
DNMT3A
DNMT3A
ATM
KDM3A
MASTL
KDM3A
PPM1D
ATM
CLOCK
ASHI1L
SETD1B
KDM2A
PRKCD
HDAC7
MGEA5
PRKDC
PRMT2
KDM2A
PRMT7
HDACS
EYAl
ATM
EHMT1
ATM
KAT5
SETDB1
KDM3A
KAT2B
SETD1A
PRKDC
PRKCB
KDM4D
ATM
ATM
RNF40
PPP5C
PRKDC
PRMT7
RNF40
SIRT2
STK4
HLCS
PPP2CA
CDK5
BUB1
EYA3
NAT10
NAT10
RNF40
EYAl
USP22
BUB1
PRKDC
CDK5
SIRT2
STK4
CDK5
GSK3B

€g26185843
cg07167981
€g22239605
€g24461939
€g04599652
€g22837512
cg06748978
€g15998962
€g18391757
€g02152982
€g08905758
cg01744130
cg06090421
€g25400013
€g23506964
€g24312492
€g21968169
€g21293464
cg07687398
cg01088404
€g18927080
cg00318618
€g23283320
€g05038268
cg02477175
€g12234922
€g24611608
cg06053805
€g21225130
€g24030675
€g02561205
€g10961700
cg07211384
€g14937543
€g03532420
cg09303136
€g00735962
€g20096208
€g20342375
€g12106634
cg01871251
cg16126516
€g05669285
cg06092312
€g03941744
cg07063145
€g04834749
€g08269941
€g25512513
cg18597031
cg01114573
cg01012394
€g06513075
€g09902061
€g14828965
€g08234354
cg13763516
cg08703553
€g22691796
cg15879755
€g22546859
€g18394527
€g17919020
cg11789444

TSS + 1500
TSS +200
TSS + 1500
TSS £+ 200
TSS £+ 200
TSS £ 200
5'UTR
TSS + 1500, TSS + 200
TSS +200
TSS + 1500
TSS + 1500
TSS + 1500
TSS + 1500
TSS £+ 200
TSS + 1500
TSS +200
TSS + 1500
TSS + 1500
5'UTR
TSS + 1500
TSS + 1500
TSS +200
5'UTR
TSS + 1500
5'UTR
TSS +200
TSS +200
TSS +200
TSS + 1500
TSS +200
TSS +200
TSS + 1500, TSS + 200
TSS £+ 1500, TSS + 200
TSS + 200
5'UTR
TSS + 1500
TSS +200
TSS + 1500
TSS + 1500
TSS + 1500
TSS + 200
TSS + 200
TSS + 1500
5'UTR
TSS + 1500
TSS + 1500
TSS +200
5'UTR
TSS + 1500
TSS + 1500
TSS + 1500
TSS + 1500
TSS + 1500
TSS +200
TSS + 1500
TSS +1500, 5'UTR
TSS + 1500
TSS + 1500
TSS + 200
TSS + 1500
TSS + 200
TSS + 1500
TSS + 1500
TSS +1500

-0.388 *
-0.387 *
-0.381 *
-0.380 *
-0.380 *
-0.379 **
-0.379*
-0.378 *
-0.376 **
-0.375*
-0.374 *
-0.373*
-0.372*
-0.371**
-0.371*
-0.369 *
-0.369 *
-0.368 *
-0.366 *
-0.365 *
-0.365 *
-0.361 *
-0.360 *
-0.357 *
-0.351 *
-0.348 *
-0.347 *
-0.346 *
-0.342 *
-0.326 *
-0.325 *
-0.325 *
-0.324 *
-0.322 *
-0.322 *
-0.319*
-0.316 *
-0.310 *
-0.298 *
-0.295 *
+0.664 **
+0.612 ***
+0.608 ***
+0.577 **
+0.574 **
+0.549 **
+0.509 **
+0.493 **
+0.465 **
+0.460 *
+0.454 **
+0.452 **
+0.451 **
+0.444 **
+0.437 **
+0.436 **
+0.436 **
+0.420 *
+0.417 **
+0.414 *
+0.414 **
+0.414 **
+0.398 *
+0.397 *

Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Baja negativa
Débil negativa
Débil negativa
Moderada positiva
Moderada positiva
Moderada positiva
Moderada positiva
Moderada positiva
Moderada positiva
Moderada positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva




KATS
KATS
SIRT2
EYA2
KDM5A
STK4
JMJID6
PRMT7
ATM
CARM1
CDK5
STK4
CDK5
KDM4D
DNMT3A
RPS6KA4
BAZ1B
CDK5
RPS6KA4
SIRT2
CDK5
CDK5
PRMT7
ATM

€g20108992
€g22048492
€g10186215
cg01585717
cg07165616
€g27194614
cg15457598
€g26561196
€g05231509
€g12317676
€g16218204
cg04241444
cg13301722
cg04388472
€g05652528
cg06848762
€g00525989
cg09641486
cg03074984
cg11761572
€g06942561
€g04531694
€g26796563
€g15370815

TSS + 1500
TSS +200
TSS +200

TSS +1500

TSS +1500

TSS +1500

TSS +1500

TSS + 1500

5'UTR

TSS + 1500

TSS + 1500

TSS +1500

TSS +1500
TSS £+ 200

5'UTR

TSS + 1500
TSS +200

TSS + 1500
TSS +200
TSS +200

TSS + 1500

TSS + 1500
TSS +200

TSS + 1500

+0.396 **
+0.396 **
+0.395 **
+0.386 **
+0.385 *
+0.385 **
+0.381 *
+0.381 *
+0.380 **
+0.375*
+0.370 *
+0.370 *
+0.369 *
+0.358 *
+0.354 *
+0.354 *
+0.353 *
+0.352 *
+0.349 *
+0.349 *
+0.346 *
+0.345*
+0.332*
+0.287 *

Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Baja positiva
Débil positiva

***p < 0.001 **p < 0.01 *p < 0.05
TSS: sitio de inicio de la transcripcién

TSS + 1500: sitio de inicio de la transcripcion desde 200 hasta 1500 nt aguas arriba o aguas abajo del TSS,

TSS + 200: sitio de inicio de la transcripcion hasta 200 nt aguas arriba o aguas abajo del TSS
5'UTR: region no traducida 5



