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Resumen

El cdncer de endometrio (CE) es la segunda neoplasia ginecoldgica més frecuente y la séptima
causa de muerte por cancer en mujeres tanto a nivel mundial como nacional; en los préximos 20 anos
se prevén aumentos mayores al 50% en las tasas de incidencia y mortalidad de esta enfermedad.
Se caracteriza por la proliferacion descontrolada de las células del endometrio sobre otros tejidos
y érganos del cuerpo humano.

En la practica clinica, el diagnéstico de CE se realiza a partir de la sintomatologia caracteristica de
sangrado uterino anormal y/o factores de riesgo aumentados, mediante una ecografia transvaginal
y una biopsia o legrado uterino con o sin histeroscopia. El diagndstico se completa con la extraccién
quirdrgica del ttero, llamada histerectomia, y la clasificacién y estadificacion definitiva del cancer
basada en el estadio, grado e invasion miometrial del sistema de la Federaciéon Internacional de
Ginecologia y Obstetricia. A partir de lo anterior se define la indicacién del tratamiento terapéutico
quirdrgico y adyuvante. A diferencia de otros tipos de cédncer, actualmente no existen pruebas de
deteccién para el CE. En funcién de criterios basados en la evaluaciéon anatémico-patoldgica, el 75%
de los casos es diagnosticado en estadio temprano (estadio I) y presenta una sobrevida total (OS)
a b afios del ~90%. El 25% restante es diagnosticado en estadios avanzados, con invasién mayor al
50% del miometrio y/o nédulos linfiticos. Estos casos presentan un peor prondstico y tasas de OS
a b aflos entre el 20 y 65%. Asimismo, del 75% de los casos inicialmente diagnosticados en estadio
temprano, ~20% sufre una reclasificacién a estadios més avanzados luego de la estadificacion
quirargico-patolégica. Estos casos presentan un prondstico pobre, con un aumento en la tasa
de recurrencia post-quirtrgica, mayor probabilidad de presentar metastasis extra-pélvica en el
momento de la recurrencia y, consecuentemente, una disminucién en la sobrevida a 5 anos.

Sobre la base de lo expuesto, resulta imperativo desarrollar estudios orientados a la identifi-
cacién de biomarcadores moleculares que complementen el manejo actual del CE, contribuyendo a
una mejor clasificacién de tumores, estimacion de riesgos y disminucion de efectos secundarios del
tratamiento. Los biomarcadores tumorales en CE tienen el potencial de asistir el manejo preopera-
torio de la enfermedad para identificar pacientes de alto riesgo, atin en casos en estadio temprano, y
de ser trasladados a la practica clinica de rutina mediante un método estandarizado, reproducible y
de bajo costo. Son de especial interés los biomarcadores diagnésticos para la categorizacién
de la agresividad tumoral y los biomarcadores prondsticos de recurrencia temprana.
Considerando la relevancia que ha ganado la bioinformaética en la investigacién biomédica, en anos
recientes se han implementado diversos algoritmos que emplean abordajes bioinforméticos para
la identificacién de biomarcadores para diversas enfermedades, particularmente el cancer. Esto
ha aportado nuevas herramientas basadas en la evaluacién de conjuntos de genes con expresion
diferencial para el diagnostico y prondstico de cancer de mama, colon, estémago y préstata, entre

otros.
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El presente estudio tuvo por objeto utilizar un algoritmo basado en una combinacién de he-
rramientas bioinformaticas de mineria de texto, datos y priorizacion génica, asi como analisis
bioestadisticos para identificar genes con potencial de biomarcadores de la progresién y agresivi-
dad del CE. En primer lugar, el anélisis de los resultados de un estudio de transcriptémica con
microarreglos de ADN (GSE17025; plataforma GEO) de muestras de pacientes con CE permiti6
identificar genes diferencialmente expresados, a partir de los que se seleccionaron 39 con expresién
diferencial para tres parametros del CE: la expresién en el tumor respecto del tejido no tumoral, el
subtipo histolégico (CE endometrioide respecto de CE no endometrioide) y el grado (grados 1 y 2
respecto de grado 3). Este andlisis contribuy6 a enfocar la evaluacién en aquellos genes asociados
a un pronostico mas desfavorable de CE. Por otra parte, se realizé una bisqueda de genes previa-
mente reportados como asociados a CE, utilizando la base de datos DisGeNET, y se identificaron
962 genes asociados a la enfermedad. A continuacién se realizé un anélisis de priorizacién génica
(ToppGene) empleando la lista de genes seleccionados en el andlisis de transcriptémica GEO como
“lista de prueba” y los genes de DisGeNET como “lista de entrenamiento”. Luego de desestimar
6 genes por diversos criterios, la expresion de los 33 restantes fue evaluada en un muestreo de
CE de TCGA (TCGA-UCEQC). Los genes fueron posteriormente evaluados empleando modelos
estadisticos como el método de Kaplan-Meier, Odds Ratio y el modelo de riesgos proporcionales
de Cox, selecciondndose 20, 16 y 6 genes, respectivamente. Finalmente, tres de los 6 genes fueron
elegidos sobre la base de los datos disponibles en el repositorio Human Protein Atlas: PTCH1,
TMPRSS2 y TPX2.

La expresion de los transcriptos de PTCH1, TMPRSS2 y TPX2 fue evaluada por PCR estan-
dar en dos lineas celulares (Hec-la e Ishikawa) en un modelo de sobreexpresién del factor de
transcripcion ETV5S (cuya expresién se encontré aumentada en el frente tumoral del CE) (HGE
e Ishikawa-ETV5) y sus controles (Hec-1a e Ishikawa). Como resultado, se encontré expresién
menor o indetectable para PTCH1 y TMPRSS2 en las lineas celulares HGE e Ishikawa-ETV5 de
fenotipo mas agresivo, en concordancia con los resultados de los estudios bioinformaticos y bioes-
tadisticos. El transcripto TPX2 fue detectado en las 4 lineas celulares, y su expresiéon aumentada
en las lineas HGE e Ishikawa-ETV5 fue detectada en protocolos de PCR cuantitativa en tiempo
real. Por encontrarse sobreexpresado en los modelos més agresivos, el gen TPX2 fue caracterizado
ademas a nivel de proteina, encontrandose una expresién mayor en las lineas HGE e Ishikawa-
ETV5 respecto de los controles. La expresiéon aumentada de TPX2 se ha asociado a la progresién
de diferentes cénceres, entre ellos carcinoma esofigico de células escamosas, de vejiga, de cuello
uterino, hepatocelular, de préstata y gastrico. Més atin, los resultados se encuentran en linea con
dos reportes recientes que identifican a TPX2 como un gen relacionado al CE; y un estudio que
propone a TPX2 como un indicador de prondstico pobre. Asimismo, otros estudios identifican a
Aurora Quinasa A como una molécula clave para el CE, la que se ha propuesto constituye una
unidad funcional con TPX2 para la progresiéon tumoral.

En estudios futuros, se podran disefiar estrategias para evaluar sobre muestras frescas de tejido
de pacientes con CE la expresion de los transcriptos PTCH1, TMPRSS2 y TPX2 empleando PCR.

en tiempo real. Estos estudios contribuiran a su validacién final como biomarcadores de agresividad
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de CE. Teniendo en cuenta que para el estudio de biomarcadores proteicos asociados a la progresién
y agresividad del cancer se prefiere la identificacién de moléculas cuya expresion aumenta con la
malignidad frente a aquellas cuya expresién disminuye pues facilita los abordajes de deteccién (ej.
en inmunohistoquimica), se podrén realizar estudios de expresion de la proteina TPX2 en muestreos
de pacientes con CE. Los abordajes propuestos permitiran determinar el aporte al diagnodstico y

pronéstico de la enfermedad, asi como la factibilidad de su implementacién en la clinica.
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Introduccion

1 Generalidades del cancer

El cancer es un conjunto de mas de 100 enfermedades caracterizadas por la proliferaciéon
descontrolada de células anormales en algiun tejido del cuerpo que eventualmente pueden
diseminarse e invadir tejidos cercanos, el sistema linfatico y otros érganos a través del torrente
sanguineo [1]. Si bien el cdncer puede desarrollarse practicamente en cualquier tejido del cuerpo
humano y en cada uno presenta caracteristicas particulares, los procesos béasicos de la tumorigé-
nesis son similares en todos los casos: senalizacién de crecimiento autosuficiente, inmortalidad
replicativa, evasién de senalizacién supresora de crecimiento celular, resistencia a la apoptosis,
induccién de angiogénesis y activacién de invasién y metastasis [2, 3].

En las tltimas décadas, multiples grupos de investigacién se han abocado a dilucidar las bases
moleculares de la carcinogénesis. Como uno de los resultados principales, se ha identificado a
las mutaciones genéticas como factores clave en el proceso de expansién clonal del crecimiento
tumoral [4], siendo el cdncer de mama, con los genes BRCA 1y 2, un ejemplo de estos avances [5].
Aunque este tipo de descubrimientos han tenido un gran impacto en el entendimiento, la preven-
cién y el tratamiento del cancer a nivel mundial, esta enfermedad atn presenta una complejidad
subyacente que los sistemas de salud no han podido resolver [6].

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en el 2018 se produjeron 9,6 mi-
llones de muertes por causas relacionadas con céncer, el 70% de ellas en paises de ingresos bajos
y medio-bajos [7]. Por su parte, la Argentina es un pais con mortalidad por cdncer media-alta,

con 68 700 muertes en 2018, de acuerdo con las cifras del Instituto Nacional del Céncer (INC) [8].
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El mayor agravante de esta situacién son las predicciones para la incidencia y mortalidad de la
enfermedad: se estima un aumento del 63,4% en la incidencia y 71,5% en la mortalidad

a nivel mundial, y del 47,8% y 53,9% en la Argentina, respectivamente [9].

2 Cancer de Endometrio

El 1tero es un 6rgano muscular hueco, normalmente del tamafio de un pufio, situado en la
pelvis menor, entre la vejiga y el recto. Es uno de los principales érganos del aparato reproductor
femenino: su funcién es recibir al blastocisto para su implantacién y, posteriormente, la nutricién
y preservacion del embrién y el feto en el transcurso del embarazo. La Figura 1.1 esquematiza la
anatomia del dtero. Este presenta cuatro regiones diferenciadas: el cuerpo, el fondo (zona donde
se insertan las trompas de Falopio), el cérvix (o cuello uterino, conecta el interior del ttero con la
vagina) y el itsmo (ubicado entre el cuerpo y el cérvix). El tejido graso y conjuntivo que rodea al

cuerpo uterino es el parametrio, y las tres capas que componen el cuerpo del 1itero se denominan:

o Endometrio: es una mucosa glandular que recubre internamente el ttero; consiste en un
epitelio simple altamente vascularizado. Durante el ciclo menstrual, el endometrio presenta
alteraciones ciclicas en sus glandulas y vasos sanguineos en preparacion para la implantacién

de un blastocisto.

e Miometrio: es una capa muscular intermedia formada por musculo liso, ubicada entre el
endometrio y la serosa, que constituye la mayor parte de la pared uterina. Es el tejido mas
flexible del cuerpo humano y, durante el parto, tiene la funcién de contraerse para la expulsién

del feto por el canal cervical.

e Serosa: también llamada perimetrio, es una membrana epitelial que recubre externamente

al utero.
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Anatomia del aparato reproductor femenino
y cancer de endometrio
Fallopian tube

Cancer

A
Y,
\Ovary
LY
Uterus—| .\Ligament of
uterus

Endometrium

Cervix—|

Figura 1.1. Diagrama anatémico del aparato reproductor femenino, en el que se distinguen las
siguientes estructuras: ovarios (Ovary), trompas de Falopio (Fallopian tube), cuerpo (Uterus), cérvix
(Cerviz), ligamentos uterinos (Ligament of uterus) y endometrio (Endometrium). Adicionalmente, la

imagen retrata un ejemplo de neoplasia de endometrio en estadio avanzado (Cancer). La Seccién 2.4 de

este capitulo proporciona més informacion acerca de la estadificacion y clasificacién del CE). Fuente de la
imagen: National Cancer Institute, EEUU (2018) Terese Winslow LLC

El Céncer de Endometrio (CE) es el tipo de cdncer de cuerpo uterino mas frecuente!. Se
origina cuando algunas células del endometrio proliferan sin control sobre el resto del tejido e
incluso sobre otros tejidos. El CE afecta principalmente a mujeres postmenopausicas y la edad
promedio de deteccién primaria es de 63 afios [10].

La mayor parte de las veces, el CE se detecta tempranamente (es decir, cuando el o los tumores
adn presentan bajo grado y estadio temprano) gracias a su principal sintoma: el Sangrado Uterino
Anormal (SUA). Concretamente, el 80% de las neoplasias son diagnosticadas en estadio I y poseen
una tasa de sobrevida a 5 anos del 95%. Por el contrario, el prondstico es especialmente desfavo-
rable cuando existe diseminacién local o metéstasis de las neoplasias (sobrevida a 5 afios del 68%
y 17%, respectivamente) [11]. En aquellos casos con tumores agresivos y de alto grado, la enfer-

medad progresa rapidamente y se espera que las pacientes presenten metéastasis en el transcurso

1El otro tipo de céncer de cuerpo uterino es el sarcoma uterino, que se origina en el miometrio o el tejido
conectivo del ttero; los tumores de este tipo son muy infrecuentes.
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de aproximadamente un afo a partir de la deteccién [12].

2.1 Incidencia y mortalidad

El CE es el cuarto cadncer més frecuente en mujeres en EEUU [11] y el séptimo en la Argentina [8].
Ademss, es la primera neoplasia ginecoldégica en prevalencia en paises desarrollados, y la segunda
en paises en vias de desarrollo, siguiendo al céncer de cuello de ttero [13]. En la Figura 1.2 se
representa graficamente la situacién actual (afio 2018) de incidencia y mortalidad por cdncer en
Argentina.

La Tabla 1 presenta las cifras a nivel mundial y en Argentina de incidencia de céncer segtin
el tipo de tejido primario. Estas corresponden al afio 2018 y permiten apreciar que, en ambos
casos, aproximadamente el 2% (2,11% y 1,87%, que surgen de las cifras 382 069/18 078 957 y
2 412/129 047 en el mundo y Argentina, respectivamente) de los nuevos casos detectados corres-
ponden a neoplasias del cuerpo uterino. Por su parte, la Tabla 2 lista la cantidad de muertes de
pacientes por tipo de cancer en el mundo y en Argentina en el mismo periodo. En este caso, el
cédncer de cuerpo uterino representa cerca del 1% del total en ambas poblaciones (0,94% y 1,3%,

respectivamente, provenientes de calcular 89 929/9 555 027 y 895/68 778).

Incidencia y mortalidad estimadas segun tipo de cancer en Argentina

Mama

Colorrectal

Cuello uterino

Pulmon

Tiroides

Péncreas
Cuerpo uterino
Ovario

Rifion

M Incidence
Linfoma no Hodgkin W Mortality

4000 8000 12000 16 000 20000

Globocan 2018
Global Cancer Numbers

Figura 1.2. Incidencia y mortalidad por cincer en mujeres en Argentina, afio 2018. Gréfica
de incidencia y mortalidad de los 10 cdnceres mas prevalentes en mujeres en la Argentina. El de cuerpo
uterino, que incluye al CE, se encuentra en 7% posicién en incidencia, con casi 2 500 nuevos casos y
aproximadamente 1 000 muertes en 2018. Fuente: Globocan 2018, International Agency for Research on
Cancer.
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Incidencia de cancer

. 3 Numero de casos
Tipo de Cancer .
Mundo Argentina

Todos 18 078 957 129 047
Pulmén 2 093 876 11 595
Mama 2 088 849 21 558
Colorrectal 1 849 518 15 692
Préstata 1276 106 11 600
Estémago 1 033 701 3 980
Higado 841 080 2 343
Eséfago 572 034 2 299
Cérvix 569 847 4 484
Tiroide 567 233 3482
Vejiga 549 393 3 631
Pancreas 458 918 4 878
Rinoén 403 262 4 889
Cuerpo uterino 382 069 2 412
Ovario 295 414 2 330
Testiculos 71 105 1724
Vulva 44 235 355
Pene 34 475 352
Otros 2 316 378 14 667

Tabla 1: Incidencia de cancer en el mundo y Argentina en 2018. En la tabla se presenta una
estimacién de nuevos casos en el mundo y Argentina en 2018, clasificados segin tipo de tumor. Se
destaca la categoria cuerpo uterino, que incluye al CE. Fuente: Globocan 2018, International Agency for
Research on Cancer.

Mortalidad por cancer

. 3 Numero de casos
Tipo de Cancer )
Mundo  Argentina

Todos 9 555 027 68 778
Pulmén 1761 007 10 662
Colorrectal 880 792 8 721
Estéomago 782 685 3 202
Higado 781 631 2113
Mama 626 679 6 38

Eséfago 508 585 1891
Péancreas 432 242 4 683
Préstata 358 989 3974
Cérvix 311 365 2 231
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Leucemia 309 006 2 098
Cerebro, SNC 241 037 1616
Vejiga 199 922 1599
Ovario 184 799 1321
Rinoén 175 098 2314
Cuerpo uterino 89 929 895
Melanoma de piel 60 712 592
Tiroide 41 071 265
Vulva 15 222 159
Pene 15 138 131
Otros 1 062 437 6 315

Tabla 2: Mortalidad por cancer en el mundo y Argentina en 2018. En la tabla se presenta una

estimacion de muertes por cancer en el mundo y Argentina en 2018, clasificados segin tipo de tumor. Se

destaca la categoria cuerpo uterino, que incluye al CE. Fuente: Globocan 2018, International Agency for
Research on Cancer.

El aumento en la incidencia del cancer ha sido un patrén constante en las tltimas décadas, tanto
en la poblacién mundial como en la Argentina. Este fendmeno se presenta como consecuencia de
factores ambientales como la polucion, médicos como el incremento en el porcentaje de mujeres
con obesidad y enfermedades asociadas, y sociales como el mayor acceso a prestaciones médicas y
el aumento en la expectativa de vida de la poblacién [14, 15].

Actualmente, la incidencia estimada para cédncer de cuerpo uterino en el mundo [expresada en
Age-Standardized Rate (ASR)?] es de 8,4 casos cada 100 000 mujeres [9]. Por su parte, la tasa de
mortalidad es de 1,8 [9]. Los mapas de las Figuras 1.3 y 1.4 presentan graficamente los datos de
incidencia (en color azul) y mortalidad (en rojo) para cédncer de cuerpo uterino de todo el mundo.
Estas visualizaciones son utiles para entender mejor la epidemiologia de la enfermedad: mientras
que la Argentina presenta una incidencia moderada (7,6) y similar a la media mundial, los paises
desarrollados tienen tasas significativamente superiores. Respecto de la mortalidad, la Argentina
presenta una tasa moderada a elevada (2,3) y superior a la media mundial. Las tasas més elevadas
estan distribuidas entre paises de ingresos diversos en los cinco continentes: Bahamas, Letonia,

Emiratos Arabes Unidos y Zimbabue tienen los mayores indicadores.

2ASR es una medida de resumen que refleja la cantidad de casos anuales cada 100 000 personas. Se calcula
normalizando la poblacién en estudio a una estructura etaria estandar.
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Incidencia estimada de cancer de cuerpo uterino en el mundo, afio 2018
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Figura 1.3. Incidencia de cancer de cuerpo uterino a nivel mundial, ano 2018. La figura
representa las tasas de incidencia (ASR) de cdncer de cuerpo uterino cada 100 000 mujeres en el mundo
en 2018. La Argentina presenta una tasa de 7,6 casos de cancer de cuerpo uterino, que incluye al CE.
Fuente: Globocan 2018, International Agency for Research on Cancer.

Mortalidad estimada por cancer de cuerpo uterino en el mundo, afio 2018
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Figura 1.4. Mortalidad por cancer de cuerpo uterino a nivel mundial, ano 2018. La figura
representa las tasas de mortalidad (ASR) cada 100 000 mujeres en el mundo en 2018. La Argentina
presenta una tasa de 2,3 muertes por cdncer de cuerpo uterino, que incluye al CE. Fuente: Globocan

2018, International Agency for Research on Cancer.
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Adicionalmente, de acuerdo con la informacién disponible en la pagina web del Observatorio
Global del Céncer (Globocan) se prevé un aumento del 52,7% en la incidencia y del 70,6% en
mortalidad femenina por cancer de cuerpo uterino en los préximos 21 anos a nivel mundial. En
Argentina, las proyecciones de la misma fuente estiman un aumento del 44,9% y 50,9%, respecti-
vamente.

Las estadisticas epidemioldgicas anteriores reflejan claramente la relevancia del CE en los sistemas
de salud, tanto en el mundo como en la Argentina. A su vez, plantean al nivel de desarrollo e
ingresos de cada pais como una variable de peso en la incidencia y mortalidad del cdncer en
general, y del CE en particular. Esta tematica ha sido abordada por gran cantidad de autores
que establecen que las desigualdades de ingresos, riqueza, educacién y poder impactan en los
individuos, comunidades y paises, produciendo gradientes sociales en la incidencia y mortalidad
del cancer tanto dentro de un pafs como entre paises en el mundo [16]. La gréfica de la Figura 1.5
acompaiia este andlisis y refleja cémo, si bien la incidencia es significativamente mayor en paises
con alto Indice de Desarrollo Humano (IDH), la proporcién mortalidad-incidencia es cerca de 3

veces mayor en paises con bajo IDH.

Incidencia y mortalidad estimadas para cancer de cuerpo uterino
segun Indice de Desarrollo Humano, afio 2018

Muy alto IDH

Alto IDH
China

Medio IDH

Bajo IDH
Incdence
W Mortality

0 20 4.0 6.0 8.0 10 12 14

ASR (World) per 100 000

Figura 1.5. Incidencia y mortalidad por cdncer de cuerpo uterino en el mundo segiin Indice
de Desarrollo Humano (IDH). La grafica presenta cifras de incidencia y mortalidad por cédncer de
cuerpo uterino segtn el IDH de las Naciones Unidas. Aunque la incidencia disminuye conforme lo hace el
IDH, la mortalidad en paises con bajo IDH es superior a la de paises con alto IDH, y la proporcién
incidencia/mortalidad es significativamente mayor en los paises con bajo IDH. Fuente: Globocan 2018,
International Agency for Research on Cancer.
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2.2

Factores de riesgo y protectores

A continuacién se presentan factores cuya asociacién favorable o desfavorable con el CE ha sido

comprobada clinicamente.

En primer lugar, segin la OMS, un factor de riesgo es cualquier rasgo, caracteristica o ex-

posicién de un individuo que aumente su probabilidad de sufrir una enfermedad. Puntualmente

para el CE, el Consenso Nacional Inter-Sociedades del Programa Argentino de Consensos de En-

fermedades Oncoldgicas relaciona los factores de riesgo con la exposicién aumentada a largo plazo

a estrégenos, ya sea exégenos o endégenos [13]. Algunos de los més importantes son:

Menarca temprana y/o menopausia tardia: implican mayor cantidad de ciclos mens-

truales y mds afos de exposicién hormonal [17].

El estado postmenopausico: en esta etapa las pacientes no producen niveles compensato-

rios de progesterona por lo que hay una condicién de hiperestrogenismo [18].

Nuliparidad: el embarazo disminuye los niveles de estréogeno en sangre, por lo que las

mujeres con al menos un embarazo tienen menor exposicién que aquellas sin embarazos [19].

Anovulacion: las irregularidades en el ciclo menstrual, la ovulacién infrecuente y la anovu-

lacién se asocian a mayores niveles de estrégeno y una deficiencia de progesterona [18].

El uso de estrégenos sin oposicion progestacional: se indican para tratamientos de largo

plazo en mujeres menopausicas y aumentan en mas 6 veces el riesgo de CE [20].

El tratamiento con tamoxifeno: es un firmaco estandar para algunos tipos de cancer
de mama que induce hiperestrogenismo en el tutero. Incrementa 4 veces el riesgo de CE
en mujeres postmenopausicas [21]. De todos modos, se sugiere evaluar la continuidad del

tratamiento en funcién de sus efectos beneficiosos sobre el cancer de mama.

Adicionalmente, la bibliografia coincide en los siguientes factores de riesgo:

Un {ndice de masa corporal mayor a 25 mg/m?
La inactividad fisica

Una ingesta calérica excesiva
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o Presion arterial superior a 140/90
o Altas concentraciones de glucosa en sangre

o La diabetes no insulinodependiente (tipo II)

El Instituto Nacional del Céncer (NCI, National Cancer Institute) de Estados Unidos agrega
como factores de riesgo en CE a los genéticos. Entre ellos destaca a los sindromes de ovario
poliquistico, de Cowden y de Lynch, el cancer de colon no poliposo hereditario y una historia
familiar de CE en familiares de primer grado (madre, hermanas o hijas) [19].

No obstante, hasta un 50% de las pacientes portadoras de CE son diagnosticadas sin estos
factores [13]. Asimismo, el Consenso expone que, manteniendo un peso normal y siendo fisicamente
activas, las mujeres pueden reducir sustancialmente su riesgo de cancer de endometrio.

Por otra parte, los factores protectores en salud son caracteristicas o exposiciones detectables
en un individuo que favorecen el mantenimiento o la recuperacién de su salud. En céncer, los
factores protectores son aquellos que se asocian con una reduccién en el riesgo de incidencia,
recurrencia o muerte respecto de individuos sin presencia de estos factores. En particular para CE,
los factores protectores se relacionan con una baja exposicién a estrégenos [17, 18]. De acuerdo

con el NCI, algunos de estos son [19]:
e Menarca retrasada

¢ El embarazo y la lactancia, en particular la pluriparidad y los periodos de lactancia prolon-

gados
 Anticonceptivos orales combinados de estrégeno y progesterona [20]

e La practica habitual de actividad fisica

2.3 Presentacion clinica y diagnéstico

El sintoma maés frecuente de CE y por el que se diagnostica el 90% de los casos es el Sangrado
Uterino Anormal (SUA) o intermitente [21]. Este sintoma caracteristico contribuye a la de-
teccion del cédncer en estadios tempranos en un 75% de los casos, lo que mejora el prondstico de

las pacientes diagnosticadas [13, 18]. En pacientes postmenopdusicas, el SUA se presenta como

10
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metrorragia postmenopéusica; para pacientes premenopausicas, el SUA ocurre entre ciclos men-
struales [10] o en forma de menorragia. La edad promedio de deteccién primaria es de 63 afios [10]
y el 90% de los casos se presenta en mujeres mayores a 50 afos, especialmente hasta los 60 [22].
Con respecto a la prevencion, hasta el momento no existen pruebas de deteccién de CE en
pacientes asintomaticas. Por este motivo, el Consenso sobre CE de las Sociedades Europeas de
Oncologia Médica (ESMO), Radioterapia y Oncologia (ESTRO) y Oncologia Ginecoldgica (ESGO)
del ano 2016 recomienda la difusiéon y concientizacién sobre los sintomas y factores de riesgo en
todas las pacientes, especialmente en aquellas con riesgo aumentado o SUA [21]. En este

grupo se indica adicionalmente el siguiente protocolo diagnéstico, ilustrado en la Figura 1.6:

Métodos diagnésticos de CE

Uterus Hysteroscope

P

Uterus

Transducer

Figura 1.6. Métodos diagnésticos de CE. Esquema de los estudios a realizar en pacientes con
sintomatologia, riesgo y/o sospecha de CE: A. ecografia transvaginal, B. biopsia endometrial
ambulatoria y C. legrado uterino con (o sin) histeroscopia [21]. Fuente de la imagen: Mayo Foundation
for Medical Education and Research, 2019.

1. Ecografia transvaginal: es un método de alta sensibilidad y moderada especificidad diag-
néstica para diferenciar espesores endometriales (por ejemplo, 90% y 54% respectivamente
para el punto de corte de 5 mm) [13]. Es ttil como primer estudio de deteccién en pa-
cientes con sintomatologia dudosa por su capacidad de discriminar aquellas que requieren
estudios complementarios de las que solo necesitan controles periddicos [13]. No existe un
criterio unificado sobre el espesor endometrial critico y el procedimiento a seguir a partir de
los resultados de una ecografia transvaginal. En general, en todas las pacientes con SUA a
repeticion se indica adicionalmente una biopsia endometrial, independientemente de los re-
sultados de la ecografia. En pacientes postmenopausicas con sintomatologia dudosa y riesgo

aumentado o factores de riesgo detectados, el punto de corte de 3 mm (también 4 0 5 mm
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para algunos autores) determina la realizacién de la biopsia [10, 13, 23]. Por tultimo, en pa-
cientes postmenopausicas con o sin factores de riesgo y asintométicas, un espesor endometrial

ecografico mayor a 11 mm se deriva en una biopsia endometrial [21, 23].

2. Biopsia endometrial ambulatoria: consiste en la extraccion ambulatoria de tejido en-
dometrial por medio de la introduccién de un instrumento a través del cuello uterino. Pos-
teriormente, la muestra del tejido es examinada por un patélogo para detectar células can-
cerosas; si el resultado es positivo, el patélogo también procede a la determinacién del tipo
histolégico y el grado de diferenciacién tumoral [19]. La biopsia por aspiracién endocavitaria
es el segundo paso en la rutina de diagnéstico de CE, después de la detecciéon de un espesor
anormal en el tejido. Tiene gran utilidad en la confirmacién del diagnéstico, no asi en el
descarte. Por este motivo, en casos de sospecha firme puede reemplazar al procedimiento
quirtrgico bajo anestesia solo si el andlisis patolégico es positivo [13]. Actualmente, dos de
los instrumentos utilizados para biopsias endometriales son las canulas Pipelle y Vabra; estas
técnicas tienen sensibilidad y especificidad de deteccién elevadas (99,6 y 97,1%, respectiva-
mente [10]) pero requieren un orificio cervical interno complaciente [13] y muestras apropia-
das. La obtencién de muestras puede presentar dificultades, por lo que en algunos casos es

necesario recurrir al procedimiento de dilatacién y raspado, con o sin histeroscopia [18].

3. Legrado uterino fraccionado con o sin histeroscopia: este procedimiento extrae una
muestra de tejido del interior de la cavidad uterina. En primer lugar, el cuello uterino se dilata
por medios fisicos o farmacolégicos. Posteriormente se introduce un instrumento quirdrgico
llamado legra que remueve una porciéon del revestimiento endometrial; el legrado puede rea-
lizarse tanto por aspiracién como por raspado del tejido [22]. En ambos casos, la muestra
obtenida es analizada por un patélogo. Adicionalmente, el procedimiento de dilataciéon y
legrado puede ser acompanado por una histeroscopia, esto es, la introduccién de una pieza
instrumental con luz y una camara para inspeccionar visualmente el revestimiento uterino.
La histeroscopia también extrae una porcién de tejido para su posterior analisis. Este método
diagndstico tiene sensibilidad y especificidad elevadas (99,2% y 86,4%, respectivamente), y
es més costoso, invasivo y riesgoso que el legrado sin histeroscopia [18]. De acuerdo con el

Consenso Nacional Inter-Sociedades, actualmente se considera que el legrado dirigido por
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histeroscopia es el gold standard en la evaluacién diagndstica del carcinoma endometrial, ya
que presenta como ventaja la posibilidad de determinar la localizacion y extension del tumor,

y seleccionar el sitio mas adecuado para la toma de la muestra [13].

2.4 Clasificacion y estadificacion de tumores

La seccién anterior describe los algoritmos de diagnodstico de CE para distintos escenarios de
sintomatologia, edad y factores de riesgo. Una vez diagnosticada la presencia de tejido tumoral, es
necesario obtener méas informacion sobre el cuadro, ya que el CE abarca un conjunto de neoplasias
histoldgica, bioldgica y patoldgicamente muy diverso con tratamientos y pronésticos diferentes.

La estadificacién final de la enfermedad es siempre quirtirgica [13, 22], pero existen instancias
previas que contribuyen a su caracterizacion preoperatoria. Entre ellas, la evaluacion del cuello
uterino mediante un raspado endocervical o una biopsia cervical, un examen fisico general de las
regiones ganglionares inguinales y supraclaviculares, una tomografia computada de térax y otra
de abdomen y pelvis con contraste, y un laboratorio completo con hepatograma [13]. El objetivo
de estos estudios complementarios al diagnéstico es definir, junto con la estadificaciéon quirtrgica,
el tipo histolégico y grado de los tumores, el sitio anatémico y la extensién de la enfermedad (es
decir, identificar la extension local del tumor y la existencia de metdstasis a distancia) [18]. A

continuacién se describen las principales caracteristicas del CE utilizadas para su clasificacion.

2.4.1 Clasificacién histopatolégica

Desde un punto de vista histolégico existe una diferencia entre las lesiones precursoras (“precur-
sores”) y los tumores (“carcinomas”) de endometrio. Los precursores son hiperplasias, es decir,
procesos patolégicos de proliferacion celular exagerada. Afectan tanto a las células epiteliales como
a las del estroma endometrial y son producto de la exposicién estrogénica prolongada sin oposi-
cién progestacional [13]. Los carcinomas de endometrio son usualmente precedidos por lesiones
precursoras. En el afio 2014, la OMS, en conjunto con la Sociedad Internacional de Patologia

Ginecoldgica, difundié la siguiente clasificacién de tumores y precursores epiteliales [24]:

e Precursores

— Hiperplasia sin atipia
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— Hiperplasia atipica/neoplasia intraepitelial endometrial
e Carcinomas endometriales

— Carcinoma endometrioide

* con diferenciacién escamosa
* velloglandular

* secretor

— Carcinoma mucinoso

Carcinoma seroso intraepitelial endometrial

Carcinoma seroso

Carcinoma de células claras

— Tumores neuroenddcrinos

— Adenocarcinoma mixto

Carcinoma indiferenciado

Carcinoma desdiferenciado

Asimismo, los carcinomas endometriales se clasifican en dos grupos a partir del perfil histopa-
tolégico del tumor [13, 24, 25]. El Cancer de Endometrio Endometroide (CEE) designa a
carcinomas endometroides estrégeno-dependientes o de tipo I, mientras que el Cancer de En-
dometrio No Endometrioide (CENE) refiere a carcinomas no endometroides o de tipo II
(seroso, mucinoso, de células claras, etc) [10]. El CEE se asocia a la presencia aumentada de
estrégenos y se da principalmente en pacientes jévenes, obesas o perimenopdusicas. Suelen ser
tumores de bajo grado y tener antecedentes de hiperplasias [22]. Por otra parte, los tumores de
tipo CENE son primariamente serosos y de alto grado, se dan principalmente en pacientes de
edad avanzada, sin obesidad y postmenopdusicas [12], y se asocian a endometrio atréfico, no asf a
hiperestrogenismo [10]. El tipo I representa la mayor parte de los casos: aproximadamente el 80%
de los diagnésticos de CE corresponden a tumores CEE [10]. El prondstico y resultado clinico de
los tumores tipo I son mds favorables que los de tipo IT [22]. La Tabla 3 resume las principales

diferencias entre los dos grupos.
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Caracteristicas principales segtn clasificaciéon histopatolégica

Caracteristica CEE (tipo I) CENE (tipo II)
Estado menopausico de la paciente Pre y perimenopausia Postmenopausia
Estimulo estrogénico Presente Ausente
Hiperplasia Presente Ausente
Grado histolégico Bajo Alto
Invasion Miometrial Minima, Extensa
Subtipo histoldgico Endometrioide Seroso
Mucinoso Células claras
Velloglandular Indiferenciado
Endometrioide Grado 3
Carcinosarcoma

Tabla 3: Clasificacién histopatolégica dual de CE. Propuesta por Bokhman en 1983, esta
clasificacion divide a los tumores en dos grupos segtin sus caracteristicas histolégicas, moleculares y
clinicas: CEE o tipo I y CENE o tipo II. Fuente: [13].

2.4.2 Grados de diferenciacién

El CE admite la clasificacién de los tumores por grado de diferenciacién. El grado de un tu-
mor es una descripcion histopatolégica del tejido, que se asocia con su agresividad y la rapidez
de propagacion de las células cancerosas [25]; por este motivo, la gradacién histolégica tiene un
impacto importante en el prondstico y es considerada un indicador sensible de la enfermedad [13,
22, 26].

El CE presenta tres grados de diferenciaciéon. En los tumores de Grado 1 (G1) la mayor parte
(hasta el 95%) del tejido tumoral es similar al tejido normal y las células cancerosas forman
glandulas [11, 25]. Este tipo de tumores reciben el nombre de “bien diferenciados” y tienden a
crecer y diseminarse lentamente. Los tumores de Grado 2 (G2) son moderadamente diferenciados:
hasta el 50% del tejido tumoral es glandular [25, 26]. Por ltimo, los tumores de Grado 3 (G3) son
escasamente diferenciados o indiferenciados ya que carecen de las estructuras del tejido normal;
las células presentan estructuras atipicas y se reproducen descontroladamente. Estos tumores son
de crecimiento y diseminacién rapidos, y tienen un prondstico menos favorable que los de menor
grado [11, 22].

El grado del tumor se relaciona con otras caracteristicas clinicas del CE, como la invasién miome-

trial y el estadio, descriptos a continuacion.
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2.4.3 Estadificacion

El estadio del CE describe la extension del cancer y el nivel de diseminaciéon de las células
cancerosas; a partir de 1988 su determinacion definitiva es quirtrgica, y se basa en factores como
la localizacién anatomica del tumor primario, su tamafio y si estdn afectados los ganglios linfaticos
regionales y distantes.

La cirugia de estadificacién de inicio es el procedimiento por el que se asocia el caso clinico de una
paciente con un estadio del sistema Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO).
El examen pélvico y las ecografias son métodos diagndsticos que permiten establecer tentativamente
el estadio del CE, pero no tienen resolucion suficiente para evaluar el compromiso de los ganglios
linfaticos [27]. Por este motivo es necesario que, en todos los casos, el médico compruebe la
extension del cancer mediante una cirugia y extraiga muestras de tejido a ser analizadas por un
patdlogo [13, 22].

Adicionalmente, el estadio se basa en la invasién histolégica del carcinoma. Esto es, las células
cancerosas se pueden diseminar por el tejido como un frente amplio expansivo o en forma difusa,
y en todos los casos se puede medir el porcentaje de tejido afectado por el carcinoma respecto
del total del endometrio para definir la Invasién Miometrial (IM) [28]. Este pardmetro se
correlaciona con el grado de diferenciacién del tumor: las lesiones de G1 no presentan infiltracién
miometrial, mientras que en las de G3 esta suele ser profunda [13]. En las clasificaciones se utiliza
el 50% como punto de corte, donde una IM menor se asocia a un mejor prondstico [13].

Tradicionalmente, la estadificacién del CE se efectiia de acuerdo con el sistema propuesto por
la FIGO. Este trabajo se basa en la versién més actualizada, publicada en el afio 2009 (Tabla 4)
pero es importante notar que una parte significativa de la bibliografia sobre el tema atin responde
a la clasificacién anterior, del anio 1988. Segun el sistema FIGO, el CE puede clasificarse en cuatro
estadios, denominados con niimeros romanos. Las Figuras 1.7 y 1.8 esquematizan la localizacion,
IM y propagacién a ganglios y tejidos de todos los estadios descriptos por el sistema FIGO del ano
2009.

Es comun hallar en la literatura la clasificacién de los tumores en estadio temprano y avan-
zado, siendo el primeros los estadios I y II y los tltimos, IIT y IV. Este trabajo adopta esta

convencion.
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En la clinica, aproximadamente el 75% de los nuevos casos son detectados en estadio I, 12% en
estadio II, 13% en estadio III y 3% en estadio IV [22]. En pacientes con estadios tempranos, es decir
Iy II, la tasa de sobrevida a 5 afios es alta: 85-90% y 75-85% respectivamente [18, 24, 25, 29]. Por
el contrario, para aquellas pacientes con recurrencia de la enfermedad o estadios avanzados, la tasa
de sobrevida oscila entre 20 y 65%, por lo que el prondstico clinico es mas desalentador [24, 25, 29].
El estadio IV se caracteriza por la presencia de sitios metastasicos, siendo la vagina, los ovarios
y los pulmones los més frecuentes [25]. Asimismo, el CE de alto riesgo engloba presentaciones
clinicas heterogéneas que incluyen subtipos CEE y CENE, y estadios desde IB G3 hasta IVB [22].
Por este motivo, una correcta estadificacién es esencial para el abordaje de la enfermedad y la
optimizacién del prondstico de las pacientes [12].

Sistema de Estadificacién de CE - FIGO 2009

Estadio 1 Céancer confinado al ttero y glandulas cervicales. Sin propagacion fuera

del cuerpo uterino: cuello uterino, ganglios linfaticos o sitios distantes.
IA IM menor al 50%
IB IM mayor al 50%

Estadio IT  Cancer propagado desde el endometrio hacia tejido conectivo de

soporte del cuello uterino. Sin propagacion fuera del ttero.

Estadio IIT  Céancer propagado fuera del ttero, aunque no alcanza el recto o la vejiga

urinaria. Sin propagacion a ganglios linfaticos ni sitios distantes.

IITA Propagacion hacia la serosa y/o las trompas de Falopio u ovarios.
I1IB Propagacion hacia la vagina y/o parametrio.

IIC1 Propagacion hacia ganglios linfaticos de la pelvis.

II1C2 Propagacion hacia ganglios linfaticos paraadrticos

Estadio IV Cancer propagado a la vejiga urinaria, intestinos o metastasis distantes

IVA Propagacion al revestimiento interior del recto, vejiga urinaria o
ganglios linfaticos.

IVB Propagacion a ganglios linfaticos inguinales o metastasis en abdomen,

epiplén u érganos distantes (pulmones, higado, huesos, etc).

Tabla 4: Sistema de estadificacién de CE de la Federacién Internacional de Ginecologia y
Obstetricia (FIGO), 2009. Los tumores se clasifican en cuatro estadios de acuerdo con tres factores:
tamaiflo, nédulos y metéstasis. Fuente: [25].
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Figura 1.7. Representaciéon del tamaiio, localizacién y propagacion del CE en estadios I, II
y IIT segin el sistema FIGO 2009. El estadio I presenta tumores confinados al cuerpo uterino, con
IM variable, mientras que en el estadio II el cadncer alcanza todo el ttero. El estadio III se caracteriza por
la propagacién de tumores a las trompas de Falopio, ovarios, vagina o ganglios linfaticos pélvicos. Fuente
de la imagen: Mayo Foundation for Medical Education and Research, 2019.

2.5 Tratamiento

2.5.1 Abordaje quirurgico

En todos los casos el tratamiento del CE se basa en terapias quirtrgicas [21]. El tratamiento
primario del carcinoma endometrial consiste en una histerectomia total o radical con salpingooforec-
tomia bilateral.

De acuerdo con el NCI, en una histerectomia total se extirpan el ttero y el cuello uterino,
mientras que en una histerectomia total con salpingooforectomia se extirpan el utero, uno de
los ovarios y una de las trompas de Falopio si es unilateral, o el ttero, ambos ovarios y ambas

trompas de Falopio si es bilateral. Este procedimiento se indica en estadios tempranos, ya que
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Figura 1.8. Estadios de CE IVA y IVB. En el primer caso se observa compromiso de la vejiga
urinaria y recto; el estadio IVB, el mas avanzado, se caracteriza por tumores metastasicos en 6rganos y
tejidos fuera de la pelvis. Fuente de la imagen: Mayo Foundation for Medical Education and Research,

2019.

el cancer estd confinado al cuerpo del dtero y no hay compromiso del cuello uterino, vagina ni
recto. El objetivo de la salpingooforectomia bilateral es prevenir el cancer de ovario y descartar
metastasis ovaricas [10]; en pacientes menores de 45 afios con tumores de G1, IM menor al 50% y
sin antecedentes familiares de céncer se puede considerar la preservacion de los ovarios, no asi de
las trompas de Falopio. Esta recomendacién evita la denominada “menopausia quirargica” y sus
efectos adversos, pero no la pérdida de fertilidad de la paciente [21].

La histerectomia radical consiste en extirpar el titero, el cuello uterino, ambos ovarios, ambas
trompas de Falopio y tejidos circundantes, como la porcién superior de la vagina. Se indica lo
anterior en pacientes con CE en estadio II solamente si presentan propagacién evidente hacia el
parametrio; en estos casos un patélogo puede evaluar intraquirdrgicamente la histologia de los
tejidos resecados, hasta definir mérgenes de reseccion libres (es decir, sin células atipicas) [10].

Ambos procedimientos se realizan mediante cirugia abierta, laparotomia o histerectomia vaginal

laparoscépica [22], aunque generalmente se recomienda el abordaje minimamente invasivo para
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evitar complicaciones postoperatorias [21]. En pacientes no aptas para intervenciones quirtrgicas
se evalua la realizacién de una histerectomia vaginal y, de no ser posible, se recurre a tratamientos
hormonales o radioterapia.

El tratamiento del CE en estadios III y IV presenta una complejidad mayor a la de los estadios
Iy II, por lo que se recomiendan terapias multimodales. Estas articulan la histerectomia radical y
salpingooforectomia bilateral con cirugia citorreductora.

La cirugia citorreductora consiste en la reseccion quirurgica de la mayor porcién posible de
tejidos tumorales. El objetivo es reducir el volumen de enfermedad residual, lo que afecta positiva-
mente la sobrevida de las pacientes y puede mejorar los resultados de las terapias adyuvantes [21].
Este procedimiento es importante en pacientes que presentan propagacién abdominal, ya sea para
el tratamiento del cancer o el alivio de sus sintomas. La citorreduccién puede ser intestinal,
diafragmatica, hepatica, pancredtica, etc.

La eleccién del tratamiento depende del estado general del cdncer y la paciente [10]. Aquellos ca-
sos con tumores resecables quirurgicamente (generalmente en estadio III) son candidatos a cirugias
citorreductoras completas a fin de eliminar la enfermedad macroscépica residual [30]. Por otra
parte, en los casos en estadio IVB con metéstasis distantes se recomiendan tratamientos quirtr-
gicos paliativos [30]. En el 10%-15% de las pacientes con estadio IVB la intervencién quirtrgica
no es posible; en estos casos el tratamiento se basa en radioterapia y braquiterapia intracavitaria
vaginal [10].

La linfadenectomia es un procedimiento quirirgico que se aplica en todos los estadios del
CE para una estadificacién precisa [21, 22, 31]. Se define como la disecciéon de ganglios linféticos
pélvicos (sobre las venas iliacas comunes y externas) y/o paraaérticos (sobre la vena cava inferior
y la arteria aorta inferior hasta las venas renales).

La linfadenectomia pélvica y paraadrtica son, junto con la histerectomia total y la salpingooforec-
tomia bilateral, parte del procedimiento de estadificacién definitiva del CE [32]. Incluso en pa-
cientes con estadio I y G1, la omisién de la linfadenectomia podria perjudicar la toma de decisiones
respecto al tratamiento [32]. M4s aun, frente a la ausencia de métodos diagnésticos no invasivos
con especificidad, sensibilidad, y valor predictivo positivo y negativo adecuados, la estadificacién
quirtrgica es actualmente el criterio de referencia para determinar la extensién del CE [22]. Aunque

existe consenso en la recomendacién de una cirugia de estadiaje inicial con linfadenectomia para
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pacientes de alto riesgo histolégico [10, 21, 22, 31], atin hay discrepancias sobre los beneficios
terapéuticos de su aplicacién en grupos de bajo riesgo [25].

La Figura 1.9 resume los conceptos expuestos anteriormente sobre el abordaje quirurgico de
CE segun el estadio y grupo de riesgo histolégico, que comprende tanto el grado y el subtipo como
la IM. Se entiende por tumores de bajo riesgo histolégico a aquellos de subtipo CEE, G1 o G2
e IM<50%. El riesgo histolégico medio comprende a los tumores CEE de G1 o G2 e IM>50%,
como asf también los de G3 e IM<50%. Por tltimo, los tumores de riesgo histolégico alto son

los de G3 e IM>50%, y todos los de subtipo CENE (sin importar el grado o la invasién miometrial).

Abordaje
quirtrgico
l Estadios avanzados
Estadio I Estadio I (I y V)
Histerectomia total con Histerectomfa total con salpin- Histerectomia radical y cirugia
salpingooforectomia bilateral gooforectomia bilateral; histerec- citorreductora con reseccion total
(sin reseccién vaginal) tomia radical en caso de ser necesaria de metéstasis (de ser posible)

Bajo riesgo Riesgo his- Alto riesgo
histolégico tolégico medio histolégico

Linfadenectomia A considerar Linfadenectomia Linfadenectomia Linfadenectomia
no recomendada linfadenec- recomendada recomendada

recomendada

(sin consenso) tomfa para para estad- para estad-

estadificacién ificacion y ificacién y

tratamiento tratamiento

segun el caso

Figura 1.9. Algoritmo de abordaje quiriurgico de CE. En todos los casos el tratamiento primario
es la histerectomia (total o radical), que se combina con salpingooforectomia bilateral, reseccién vaginal,
linfadenectomia y/o cirugia citorreductora segin el estadio del cancer y riesgo histolégico.
Fuente: [21, 22].

2.5.2 Terapias adyuvantes

Aproximadamente el 75% de las pacientes con diagnéstico de CE tienen tumores en estadio I
que se curan luego de los procedimientos quirtrgicos de histerectomia total y salpingooforectomia

bilateral [10, 22]. Aquellos casos donde el cdncer es mds avanzado requieren tratamientos quirir-
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gicos adicionales (citorreduccién y linfadenectomia) e incluso terapias adyuvantes® como radio o
quimioterapia. Como sucede para el abordaje quirdrgico, la indicacién de estos tratamientos de-
pende del estadio, el grado, la IM y el tipo histologico del cancer. En aquellos tumores o pacientes
donde la intervencion quirdrgica no es posible, la radio o quimioterapia representan el tratamiento
primario de la enfermedad [22].

A continuacién se presenta un resumen de las terapias adyuvantes aplicadas en casos de CE,
de acuerdo con los algoritmos y recomendaciones del Consenso ESMO, ESGO y ESTRO del ano
2016 [21, 25]. Actualmente, la indicacién de terapias adyuvantes se basa en los niveles de riesgo

de la enfermedad:

1. Riesgo bajo (CEE en estadio I, G1-2 e IM nula o < 50%): no requiere terapias

adyuvantes.

2. Riesgo intermedio (CEE en estadio I, G1-2 e IM > 50%): se recomienda braqui-
terapia intracavitaria; en pacientes menores a 60 anos se puede considerar la opcién de no

administrar terapias adyuvantes.
3. Riesgo intermedio-alto (CEE en estadio I, G3 e IM > 50%):

« Si no hay propagacién a ganglios linfaticos (confirmado por linfadenectomia): la indi-

cacion es similar a la de riesgo intermedio.
¢ Si hay (sospecha de) propagacién a ganglios linfaticos: se recomienda radioterapia ex-

terna, preferentemente junto con quimioterapia (combinada o secuencial).

4. Riesgo alto, CEE en estadio I1I: se indica radioterapia externa y refuerzo con braquiterapia
vaginal; para tumores G3 y propagacion linfatica se recomienda acoplar con quimioterapia

(combinada o secuencial).

5. Riesgo alto, CEE en estadio III sin enfermedad residual: recomendacion de ra-

dioterapia externa y quimioterapia (combinada o secuencial).

6. Riesgo alto, CENE:

3Se define como ‘terapias adyuvantes’ a los tratamientos para el cancer que se administran después del tratamiento
primario para mejorar su efectividad y prevenir la progresién y/o recurrencia de la enfermedad. Fuente: Diccionario
del Cancer, NCI .
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e Carcinoma seroso o de células claras: existe evidencia que respalda la indicacién de
quimioterapia, a combinar con braquiterapia en estadios tempranos y radioterapia ex-

terna en estadios avanzados. Sin embargo no hay un criterio unificado al respecto.

e (Carcinosarcoma o tumores indiferenciados: se recomienda quimioterapia; algunos estu-

dios sugieren beneficios al aplicar radioterapia externa.

7. CE en estadio avanzado, no resecable o con enfermedad residual: se indica radio-
terapia radical (es decir, externa y braquiterapia intrauterina) combinada con quimioterapia
en pacientes con metéastasis o alto riesgo de recurrencia. Adicionalmente, se puede considerar

radioterapia paliativa en sitios metastasicos.

En términos generales, se desaconsejan las terapias secundarias en pacientes de bajo riesgo, espe-
cialmente en mujeres jovenes y casos de IM menor al 50% [12]. En cuadros de riesgo intermedio con
histologia favorable se prefiere la braquiterapia a la radioterapia, teniendo en cuenta el compromiso
entre efectividad y efectos secundarios de ambos tratamientos. La radioterapia es el criterio estan-
dar en el tratamiento de pacientes con tumores endometrioides en estadio II y III para controlar la
progresion del cancer en la zona pélvica, especialmente en tipos endometrioides [22]. Sin embargo,
no existe consenso en estadios mas avanzados. Algunos autores indican que la combinaciéon de
radio y quimioterapia es el tratamiento mas efectivo para maximizar las tasas de Sobrevida Libre
de Recurrencia (RFS, del inglés Recurrence-Free Survival) (ver Seccién 2.6 de este capitulo) en CE
(CEE y CENE) en estadios III y IV con propagacién hacia la serosa uterina y/o metdstasis [25,
33], mientras que otros coinciden en la quimioterapia pero recomiendan supeditar la indicacién de

radioterapia al subtipo histolégico [10, 21].

2.6 Tasas de sobrevida y riesgo de recurrencia

Por ltimo, en la clinica del CE se identifican dos conceptos de gran importancia relacionados
con el pronoéstico de la enfermedad. Estos son recurrencia y sobrevida.

Se entiende por recurrencia a la reaparicion del cancer después de un periodo de tiempo durante
el que no pudo ser detectado; normalmente ocurre en el transcurso de dos afios después de la
finalizacién del tratamiento del tumor primario [22]. La recurrencia del CE puede ser regional si

ocurre en los ganglios linfaticos o tejidos del utero, vagina o colon, o distante si afecta 6rganos
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alejados de la zona pélvica. En este tltimo caso se habla de metastasis. Entre el 13 y el 25% de
los casos de CE presentan recurrencia y metéstasis [18].

Por otra parte, las tasas de sobrevida indican el porcentaje de pacientes diagnosticadas con
algin tipo de CE que sobreviven durante un periodo de observacién determinado, generalmente
de 5 afios. Se construyen estadisticamente a partir de estudios poblacionales y varian segin el
subtipo histolégico, grado, estadio y profundidad de invasién del tumor, y los factores de riesgo de
cada sujeto. Las tasas de sobrevida a 5 afios se interpretan como la probabilidad de que, dadas
las condiciones particulares del caso clinico, la paciente viva después de 5 afios de la deteccion del
CE. Esta informacién permite al médico analizar el pronodstico de cada paciente en funciéon de sus
caracteristicas clinico-patoldgicas. Existen variantes de la tasa de sobrevida, siendo la Sobrevida
Total (OS, del inglés Overall Survival) y la Sobrevida Libre de Recurrencia (RFS) dos de las més
frecuentemente utilizadas. La primera corresponde a la cantidad de pacientes vivos al término
del periodo de observacién, ya sea con o sin enfermedad, mientras que la RFS es la cantidad de
pacientes vivos sin recurrencia de la enfermedad en el mismo periodo. Por lo tanto, la RFS es
una representacion mas especifica de la progresiéon de la enfermedad y sus efectos clinicos que la
OS [34]. En CE, la tasa de sobrevida relativa a 5 anos para CE (promediando todos los estadios)
es del 84% [29].

2.7 Desafios clinicos

El principal desafio clinico en CE es que no existe un consenso para el diagnéstico y manejo
quirdrgico 6ptimo de la enfermedad. En primer lugar, la indicaciéon de linfadenectomia, cirugia
citorreductora y terapias adyuvantes aun presenta controversias, especialmente en pacientes con
estadios avanzados o CENE. Por otra parte, los estadios tempranos se tratan tipicamente con
histerectomia y salpingooforectomia bilateral pero aproximadamente el 20% de los casos presenta
recurrencia temprana de la enfermedad [35]. Adicionalmente, el 20% de las pacientes inicialmente
diagnosticadas en estadios tempranos sufre una reclasificacién quirtirgica [12, 18, 22]. Por tltimo,
a pesar de la baja incidencia de CE en pacientes menores a 40 afios, el diagndstico en pacientes en
edad reproductiva debe realizarse con precisién para preservar la calidad de vida (y la fertilidad
cuando fuera posible) [25]. Estos puntos representan una oportunidad de mejora en el abordaje

clinico del CE.
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En este contexto resulta evidente la importancia de identificar con exactitud el estadio, la IM,
la afectacién del espacio linfovascular, el grado y el subtipo histolégico del CE en las etapas
iniciales del diagnéstico. Se entiende que los tumores en estadios avanzados, de grado alto (G3),
invasién miometrial profunda o subtipo histolégico CENE son mas agresivos respecto del resto de
los casos de CE por presentar bajas tasas de sobrevida y altas tasas de recurrencia temprana. Las
clasificaciones basadas en caracteristicas gendmicas ofrecen una alternativa novedosa para
definir la agresividad de los tumores de CE, lo que podria mejorar la clasificacién de tumores y
la estimacion de riesgos, como asi también disminuir los efectos secundarios gracias a la eleccién
selectiva del tratamiento. Son de especial interés los biomarcadores diagnésticos para la ca-
tegorizacién de la agresividad tumoral y los biomarcadores pronésticos de recurrencia

temprana.

3 Biologia molecular y celular

3.1 Gendémica

Las células son la unidad basica de todos los seres vivos. En el cuerpo humano proveen estruc-
tura, toman y convierten nutrientes en energia y llevan a cabo funciones especializadas. Ademas,
contienen el material hereditario del cuerpo, llamado Acido Desoxirribonucleico (ADN). La
mayor parte del ADN se encuentra encerrado en el nticleo celular (ADN nuclear), pero una pequena
fraccién se puede encontrar en las mitocondrias* (ADN mitocondrial) [36].

La doble hélice de ADN estd formada por cuatro bases nucleotidicas: Adenina (A), Guanina (G),
Timina (T) y Citosina (C). Las bases de ADN se aparean entre ellas, A con T y C con G, para
formar unidades llamadas pares de bases (pb). Ademads, cada base estd conectada al monosacérido
desoxirribosa y unida a un grupo fosfato [37, 38]. Una base, un aztcar y un grupo fosfato unidos
forman un nucleétido. El orden -o secuencia- de estas bases determina la informacién disponible
para construir y mantener a un organismo, similarmente a como las letras del abecedario dispuestas
en un cierto orden forman una palabra con significado [36, 38]. Dentro de la secuencia completa

de ADN existen regiones codificantes o exones separadas por regiones no codificantes llamadas

4Las mitocondrias son estructuras celulares que convierten la energia de los nutrientes en una forma energética
que la célula puede utilizar.
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intrones. Tres nucledtidos consecutivos (un codén) de ADN codifican un aminoéacido [36, 38].

Una de las propiedades elementales del ADN es su capacidad de replicarse a si mismo mediante un
complejo enzimatico. Cada una de las hebras de la doble hélice de ADN funciona como molde para
duplicar la secuencia de bases. Esto asegura la herencia genética en cada divisién celular [36, 38].

Cada region de ADN que cuenta con informacién genética para codificar una estructura se
considera un gen. El tamafio medio de un gen es de 27 000 pb y en promedio cada gen tiene
10,4 exones. Los genes estan determinados por secuencias de inicio de la codificacion, llamadas de
iniciacion, y secuencias de finalizacién, o secuencias de stop. En promedio, el ser humano cuenta
con aproximadamente 25 000 genes en su ADN [38].

Sin embargo, el ADN no sintetiza proteinas directamente, sino que usa el Acido Ribonucleico
(ARN)5 como intermediario [38]. En el proceso de transcripcién, cada una de las hebras de la
doble hélice funciona como molde para la enzima a cargo de polimerizar esta cadena. Las secuen-
cias de iniciacién y de terminacién se utilizan para determinar a partir de y hasta dénde deben
transcribirse las distintas secciones de la cadena de ADN [38]. En esta instancia, se transcriben
a ARN tanto las secuencias codificantes como las no codificantes. Luego, el ARN se procesa en
un mecanismo complejo de splicing que lleva a la eliminacion de los intrones, y resulta asi en
ARN mensajero (ARNm). Por ultimo, el ARNm se exporta al citoplasma y para ser traducido a

proteinas. En la Figura 1.10 se ilustra este proceso [36, 38].

5En el ARN, las bases nucleotidicas son iguales a las del ADN, con la diferencia de que la timina (T) se reemplaza
por Uracilo (U).
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Replicacion
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Figura 1.10. Mecanismo de traduccién del ADN a proteinas. En una primera instancia, el ADN
se transcribe en ARN, que luego de la transcripcién sufre un proceso llamado splicing para eliminar las
regiones no codificantes. Ademas, se producen cambios moleculares en los extremos del ARN y éste es

exportado al citoplasma como ARNm. Por iltimo, mediante el proceso de traduccién, cada proteina
codificada en ese fragmento puede ser sintetizada segiin las necesidades del organismo.

3.1.1 Expresion génica

Todas las células de un organismo multicelular cuentan con el mismo material genético nu-
clear, independientemente de su estructura o funcién. Durante mucho tiempo se creyé que la
diferenciacién celular estaba determinada por los genes que cada célula lleva en su nicleo, pero
eventualmente se ha determinado que en la mayoria de los casos la diferenciacién celular depende
de cambios en la expresién génica y que los tipos celulares se vuelven distintos entre si porque
sintetizan y acumulan diferentes conjuntos de ARN y proteinas [38].

Generalmente, una célula humana expresa entre el 30% y el 60% de los genes disponibles en su

nucleo. Al comparar los patrones de ARNm en distintas lineas celulares humanas, se observa que
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los niveles de expresién de los genes activos varian en cada una. Los patrones de expresion de
ARNm se determinan mediante diferentes abordajes que estudian genes individuales o conjuntos
de genes. En este tltimo caso, existen herramientas de evaluacién global como los microarreglos
de ADN y, més recientemente, la secuenciaciéon global de ARN.

El primer reporte de microarreglos de ADN fue en 1995, cuando la comunidad cientifica
enfrentaba el desafio de desarrollar un sistema para monitorear la expresiéon de multiples genes en
simultaneo. Los microarreglos de ADN son dispositivos de vidrio preparados mediante impresion
robdtica a alta velocidad de ADN complementario (ADNc) u oligonucledtidos cortos sintéticos,
representativos del genoma y desarrollados para realizar mediciones cuantitativas de la expresion
de los genes correspondientes a un sistema en estudio [39].

Su principal aplicacién es la de obtener informacién relevante de los niveles de expresién génica,
por ejemplo, para diferenciar subtipos de cédncer o proporcionar informacién pronédstica o predic-
tiva. Por otro lado, los microarreglos de ADN se han utilizado ampliamente para caracterizar el
material genético en blisqueda de mutaciones humanas, dada su facilidad para caracterizar cientos
de secuencias en paralelo. Por tltimo, permiten llevar a cabo la hibridaciéon genémica comparativa
basada en matrices, lo que brinda informacién de las variaciones del ntimero de copias [40].

Por su parte, el término RINA-Seq engloba al conjunto de técnicas que aplican Next Generation
Sequencing (NGS) al estudio del transcriptoma celular. Este proceso consiste en cuantificar el
nivel de expresiéon de genes mediante el andlisis de la abundancia y secuencia de transcripciéon del
ARNm presente en una sonda. La técnica consiste en la secuenciacién de tipo high-throughput
sobre muestras de ARN y permite obtener decenas de millones de lecturas de secuencias y billones
de bases individuales en pocos dias (o incluso horas, dependiendo de la tecnologia utilizada) [41].

Las primeras publicaciones en reportar el uso de RNA-Seq fueron [42] y [43] en 2008 y, desde
entonces, su uso se ha popularizado y revolucionado el estudio del transcriptoma. Ademads de
proveer mayor velocidad, mejor cobertura y resolucién del ARN respecto de las técnicas anteriores,
como la secuenciacién de Sanger y los microarreglos, el RNA-Seq admite el descubrimiento de
nuevos transcriptos y la identificacién de variantes de splicing alternativo [44].

Naturalmente, los volumenes de datos procedentes de las tecnologias de microarreglos y RNA-
Seq se pueden complementar con técnicas de bioinformatica y bioestadistica para la interpretacién

de sus resultados (ver Seccién 5, Introduccién).
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Tanto los microarreglos de ADN como la secuenciacién global, permiten determinar la expresién
de los genes caracteristicos de un tipo celular, lo que se utiliza para diversas aplicaciones. Una
de ellas es la tipificacién de células cancerosas humanas de tejidos de origenes desconocidos, com-
parandolas con los perfiles ya conocidos, como se puede observar en la Figura 1.11. La expresién
de los genes que determinan un tipo celular puede estar regulada diferencialmente en los distintos
pasos del mecanismo transcripcional previamente explicado [38]. Las alteraciones de este mecan-
ismo conllevan una desregulacién de la expresion génica, generando que ciertos productos se sub o

sobreexpresen, con consecuencias importantes para la célula.

3.1.2 Mutaciones en el genoma y su relacién con el cancer

Si bien las variaciones genéticas ocasionales aumentan la probabilidad de supervivencia a largo
plazo de todas las especies, para que un organismo sobreviva se requiere una cierta estabilidad ge-
nética [45]. En los distintos procesos que lleva a cabo el ADN existen mecanismos de verificacién de
secuencia que detectan y corrigen las alteraciones a la secuencia de nucleétidos que puedan surgir,
para mitigar la variabilidad genética indeseada. Estos mecanismos tienen una baja tasa de fallos,
pero cuando ocurren resultan en cambios permanentes en la secuencia de nucleétidos del ADN
llamados mutaciones. Estas mutaciones pueden no tener efectos sobre el organismo o ser fatales
si ocurren en una posicién particular de la secuencia gendmica [38]. Las consecuencias de una alta
inestabilidad genética son evidentes en humanos, donde una pérdida en la capacidad de reparacién
estd asociada a una mayor predisposicién a ciertas enfermedades, entre ellas al cidncer [46].

Adicionalmente, las mutaciones pueden afectar a las secuencias que regulan la expresion de ciertos
genes, de modo que una desregulacién génica podria tener consecuencias graves para la célula o
tejido. Entre ellas, enfermedades genéticas como el cdncer [47].

En condiciones normales, los genes del cuerpo humano sufren hasta 10'° mutaciones. Incluso
en ambientes libres de agentes mutagénicos ocurren mutaciones espontaneas en una tasa estimada
de 10~% mutaciones por gen por divisién celular®. La evidencia indica que el desarrollo de céncer
requiere que ocurra un numero sustancial de accidentes genéticos en el linaje de una célula para

que esta se vuelva tumoral [38].

6Este valor estd determinado en base a las limitaciones fundamentales de la exactitud de la replicacién y
reparacién del ADN.
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Figura 1.11. Perfiles de expresion de ARNm en distintos tipos de células cancerosas

humanas. Comparacién de perfiles de expresion génica de 142 lineas celulares de tumores humanos

(dispuestas de derecha a izquierda), donde se determinaron los niveles de ARNm de 1 800 genes

seleccionados (dispuestos de arriba hacia abajo). Las bandas rojas indican que ese gen en ese tumor se
transcribe a un nivel significativamente mas alto que el promedio en todas las lineas celulares, es decir
que se sobreexpresa. Las bandas verdes indican un nivel de expresién menor que el promedio en todas
las lineas celulares, es decir que el gen se subexpresa para ese tipo de tumor. En cuanto a las bandas
negras, indican que el nivel de expresion estd cerca del promedio en los diferentes tumores. Para generar
estos datos se utilizan microarreglos. En cada gen analizado la expresién varia notablemente dependiendo
de la linea tumoral. De esta forma, es posible definir un patrén de expresién génica caracteristico de cada
linea celular [38]. Fuente de la imagen: [38]
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3.2 Técnicas de biologia molecular y celular

Las técnicas de biologia molecular contintian siendo una herramienta central en el desa-
rrollo de trabajos de investigacién en areas afines. Estas técnicas no solo permiten manipular y
analizar el ADN, sino también las estructuras y mecanismos moleculares responsables de procesos
complejos como el crecimiento, la division y la diferenciacion celular. De manera més general, son
las que permiten manipular moléculas criticas para estos procesos y observar alteraciones en los
sistemas [48].

Dentro de los diversos estudios de biologia molecular, uno de los primeros pasos a abordar es la
extraccién y purificacién de acidos nucleicos de ADN y/o ARN. Estos se aislan del resto
de los componentes celulares mediante la ruptura celular mecanica, preservando la fragmentacién
de las cadenas. El método de extraccion se elige a partir del dcido nucleico de interés (ADN,
ARN, ARNm, etc.), el organismo de origen, la fuente (cultivo celular, biopsia de tejido, sangre,
etc.) y la técnica en que se utilizaran los dcidos nucleicos [49]. El reactivo TRIzol (Thermo Fisher
Scientific, EEUU) es uno de los principales agentes empleados en la extraccién y separacién de
acidos nucleicos y permite aislar fracciones de ARN, ADN y proteinas a partir de muestras de
tejidos y células de diversos origenes.

Existen multiples técnicas de andlisis de acidos nucleicos. En primer lugar, la digestion con
enzimas especificas o enzimas de restricciéon son enzimas capaces de reconocer una secuencia de
nucleétidos particular en una molécula de ADN y escindirla en ese punto. Este método es de amplia
aplicacién para evaluar la presencia y tamano de los fragmentos de ADN, particularmente en el
abordaje de enfermedades genéticas [50]. Por su parte, la técnica de amplificacién de segmentos
de ADN con el procedimiento de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR, del inglés
Polymerase Chain Reaction) permite amplificar, es decir copiar a gran escala, una secuencia
especifica de ADN. Esta técnica constituye uno de los grandes pilares de la biologia molecular
médica, gracias a su utilidad, y la simplicidad de su ejecucién [49]. La técnica de PCR requiere,
entre otros, un ADN molde, cebadores, nucledtidos y la enzima polimerasa del ADN. Los cebadores
son secuencias cortas de nucledtidos complementarias al ADN molde que delimitan la region a
amplificar y sirven como punto de partida para la polimerasa del ADN. Esta ultima sintetiza el

producto del ensayo de PCR a partir de los nucledtidos individuales: A, T, C y G. El ensayo
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consiste en ciclos de desnaturalizacion, hibridacion y elongacién o extensién. Los componentes
se mezclan y colocan en un termociclador, que aumenta y disminuye ciclicamente la temperatura
de la muestra. El aumento inicial de temperatura alcanza el umbral de desnaturalizacién del
ADN, por lo que éste se separa en dos hebras complementarias. A continuacién se disminuye
la temperatura para que los cebadores se unan a los segmentos de ADN molde en la etapa de
hibridacién o annealing. Finalmente, se eleva nuevamente la temperatura y la enzima polimerasa
del ADN extiende los cebadores uniendo nucleétidos complementarios a la hebra molde de ADN,
en la etapa denominada elongacién o extensién. De este modo, al finalizar cada ciclo se duplican
las moléculas de ADN y al repetir los ciclos éstas se amplifican exponencialmente en pocas horas
[61]. También es posible amplificar fragmentos de ARN, en cuyo caso es necesario primero realizar
un proceso de retrotranscripcién del ARN para generar una hebra de ADNc a partir de la de ARN,
resultando el ADNc el molde para la amplificacion.

El procedimiento de PCR permite detectar la presencia o ausencia de un producto especifico de
ADN [51]. El método de electroforesis es un método de separaciéon basado en la movilidad de las
biomoléculas en una fase liquida sometida a un campo eléctrico [52]. La electroforesis en gel es
la técnica méas utilizada para analizar los productos de PCR. Esta permite analizar la presencia, el
tamano y la carga de ADN, ARN o proteinas por comparacién con estandares de tamaino molecular
conocido [51, 53]. Los geles utilizados en el andlisis de dcidos nucleicos y proteinas son de agarosa
y/o poliacrilamida, segun el tamano de las moléculas.

El método de Reaccion en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa (qPCR, del inglés Quantitative
Polymerase Chain Reaction) es una variante de la PCR tradicional o cualitativa y sirve para
amplificar y cuantificar en tiempo real el producto de PCR; es de gran utilidad para el anélisis de
expresion génica [54]. Al igual que en la PCR, el ADN (o ADNc) se amplifica ciclicamente en un
termociclador. En este caso se adicionan a la mezcla fluoréforos para medir la tasa de generacién
de los productos especificos y en cada ciclo de amplificacién se utilizan distintas longitudes de
onda para cuantificar en el tiempo la abundancia de cada fluoréforo con sensores de fluorescencia
incorporados en el termociclador [54].

La técnica de secuenciacién de Sanger permitié conocer la primera secuencia completa de
ADN de un gen codificante de proteinas [55] y su descubrimiento, junto con el de la PCR, sig-

nificé un avance fundamental para la investigacién gendmica [56]. Esta técnica permite secuenciar
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regiones de ADN; es decir determinar la secuencia de nucleétidos [53]: se amplifica una hebra de
ADN con la enzima polimerasa y un cebador (similarmente a la PCR), y se realizan cuatro reac-
ciones en paralelo. Cada reaccién contiene cuatro deoxinucleétidos que componen la secuencia de
ADN (dATP, dGTP, dCTP y dTTP) y uno de los dideoxinucleétidos (ddATP, ddGTP, ddCTP y
ddTTP) marcados con fluoréforos que interrumpen la sintesis de la hebra en un nucleétido partic-
ular. De este modo, por cada reaccion se obtienen cadenas de ADN de distintas longitudes segin
el ANTP final, que al ser ordenados y comparados con los resultados de las reacciones restantes

permiten reconstruir la secuencia de nucleétidos de la cadena original de ADN.

3.2.1 Cultivos celulares

Las técnicas de biologia molecular y celular anteriores permiten el andlisis del genoma celular.
A continuacién se abordan técnicas de obtencién de muestras células sobre las que se aplican estas
técnicas.

Una linea celular es un conjunto de células establecidas, que proliferaran dados el medio y
el ambiente adecuados [57]. Se obtiene a partir de un cultivo celular primario (conformado por
células aisladas obtenidas directamente de un tejido o fluido biolégico) optimizado para su subcul-
tivo, pudiendo ser desarrollado dentro del laboratorio, adquirido de otros laboratorios o de origen
comercial [58, 59]. Los cultivos celulares se han utilizado ampliamente como instancia preclinica
para imitar las condiciones in vivo y desarrollar estrategias de estudio reproducibles de ciertos
tejidos o células [60-64]. En el transcurso de las tltimas décadas, los cultivos celulares han con-
tribuido al estudio del cdncer mediante estudios bioquimicos, celulares, moleculares y funcionales
en condiciones in vitro controladas [60, 65, 66].

Los requisitos técnicos para la preparaciéon y el mantenimiento de un cultivo varian dada su
necesidad de una temperatura apropiada, mezcla de gases especifica y, en especial, el medio de
crecimiento necesario [67]. Para cada tejido particular existen distintas lineas celulares que se
comercializan, como es el caso del CE. Las lineas celulares comerciales de CE son extraidas de

tumores de distinto grado o estadio [68]. Entre ellas, las més utilizadas son:

« CE tipo I (CEE): AN3, ECC-1, EN, EN-1, EN-11, Hec-1a, Hec-1b, Ishikawa, KLE, MFE-
280, MFE-296, MFE-319
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« CE tipo II (CENE): ARK1, ARK2, HEC-155/180, SPEC-2

3.2.1.1 Modelos de estudio

Como se describié anteriormente, dentro de los modelos disponibles para el estudio del CE
se encuentran las lineas celulares Hec-la e Ishikawa. Ambas provienen de adenocarcinomas de
endometrio en estadio TA tipo CEE. La diferencia entre ellas es que la linea Hec-1a es derivada de
un tumor G2 y la linea Ishikawa, de un tumor G1. Se ha demostrado que ambas lineas que cuentan
con el factor transcripcional ETV5 presentan un aumento en la migracién e invasién celular [69],
lo que se asocia a una actividad tumoral mayor en el tejido endometrial [70].

ETVS5 es un factor transcripcional de la familia de factores E26 Transformation-Specific (ETS).
Este factor se encuentra sobreexpresado en estadios tempranos del CE, especialmente en
aquellos restringidos al cuerpo uterino. Se asocia generalmente al estadio IB, donde la IM es mayor
al 50% [70]. Ademas, se ha reportado que juega un papel fundamental durante los eventos tempra-
nos de la tumorigénesis endometrial y podria estar asociado a una mutacioén inicial que desencadena
la invasién miometrial [71]. Por otro lado, se han detectado mediante inmunohistoquimica mayores
niveles de ETV5 en el frente invasivo de los tumores de endometrio [72].

El grupo colaborador encabezado por el Dr. J. Reventds genero transfectantes estables de ETV5
en ambas lineas celulares, caracterizdndose a niveles celular, molecular y funcional. La expresién
de ETV5 en ambas lineas les confirié a Hec-1a e Ishikawa un fenotipo de mayor agresividad. En
este estudio se contd con las dos lineas parentales Hec-1a e Ishikawa y las transfectantes estables
de ETV5 en ambas, Hec-1a-ETV5 (HGE) e Ishikawa-ETV5, las que se utilizaron en los estudios

de expresién de los genes seleccionados en los estudios bioinformaticos.

4 Bioinformatica

La bioinformética, surgida en la segunda mitad del siglo XX, es una disciplina relativamente joven
que combina ciencias como la informatica, matematica, estadistica, quimica, biologia, lingiiistica e
ingenieria para el estudio de organismos vivos y sus redes de interaccion de genes, proteinas y reac-
ciones bioquimicas. El objetivo comin de las técnicas de esta area es la solucion, desde un punto

de vista computacional, de problemas biolégicos a gran escala que requieren un uso intensivo
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de datos. En lineas generales, las estrategias bioinformaticas involucran la recoleccién de datos
bioldgicos, el diseno y la construccién de un modelo computacional, y la evaluacion de su desem-
pefio [73]. Algunas aplicaciones de este tipo son el anélisis de datos de secuenciacién genémica, la
construccién de entornos de simulacién y modelado celular, la prediccion de la estructura y fun-
cién de proteinas, y el modelado de redes y dinamicas de regulaciéon génica. Otras, mas sencillas,
consisten en el diseno de cebadores para la replicacién de material genético o la predicciéon de la
funcién de productos de genes [74].

En el ano 2014, el Dr. Russ Altman, profesor de la Universidad de Stanford en Estados Unidos,
defini6 a la bioinformatica traslacional como el conjunto de métodos informéticos que rela-
cionan entidades biolégicas (genes, proteinas y moléculas) con entidades clinicas (enfermedades,
sintomas y farmacos), o vice versa [75]. En este sentido, y en el contexto actual de la investigacién
cientifica en el mundo, la bioinforméatica cumple el rol fundamental de acortar la brecha entre la
investigacion bésica y su aplicacién en la clinica. Asimismo, propicia la transformacién en la des-
cripcion y clasificacién de enfermedades, incorporando los mecanismos moleculares a los métodos
tradicionales, consistentes principalmente en sintomas macroscépicos [18].

Uno de los mayores hitos de la bioinformética fue el Proyecto Genoma Humano (PGH), una
iniciativa internacional de financiamiento mixto para determinar la secuencia de los pares de bases
del ADN humano. Més de 2 800 investigadores participaron del proyecto, compartiendo la autoria
una vez publicada la versién final. El PGH represent6 un avance inédito para las ciencias, en
particular las bioldgicas, y extendié notablemente las fronteras en el estudio de las enfermedades

a través del genoma.

4.1 Proyecto Genoma Humano

Hasta el 2001, afio de lanzamiento del primer borrador del PGH, no se conocia con exactitud la
cantidad de genes humanos, y las estimaciones variaban entre 50 000 y 140 000. En el 2003, con la
publicacion final del proyecto, se reveld que existen cerca de 25 000 genes en el genoma humano y se
dieron a conocer grandes voltimenes de informacion al respecto en tres grandes ejes: la secuencia de
bases nucleotidicas de todo el genoma, mapas de la localizacion de genes en las distintas secciones
cromosomales y mapas de vinculacién donde se pueden rastrear los rasgos heredados de generacién

en generacién [76, 77]. Asimismo, el informe devel6 que el largo promedio de un gen expresado es
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de 3 000 bases y que la secuencia de dos personas es idéntica en un 99, 9%, plantedndose asf nuevos
interrogantes para comprender la funcién de la informacién genética [78, 79].

Por primera vez en la historia se pudo “leer” el genoma humano, dando lugar a nuevas disciplinas
como la biologia sintética, la medicina molecular o la farmacogenética. Esto abri6 las puertas no
s6lo a la comprensiéon y el andlisis de la extensa informacién disponible, sino también al modelado
y simulacién computacional de la informacién genética [76, 79].

Si bien se esperaba que el conocimiento del genoma humano completo resolviera muchos interro-
gantes de las disciplinas biolégicas, estos no hicieron mas que aumentar con el PGH. Si bien gracias
a éste se dispone de mas informaciéon y un mayor entendimiento sobre el genoma y sus mecanismos
intrinsecos, también se reveld, entre otras cosas, que mas del 50% de los genes descubiertos tienen
una funcién atin desconocida [79].

El PGH fue el primer trabajo bioinformatico a gran escala e interdisciplinario en el mundo. Entre
sus logros se destacan el desarrollo de nuevas tecnologias de laboratorio, la generacién de mapas
genéticos, transcriptémicos y fisicos de los genomas de varios organismos, la incorporacion de un
programa de bioética, y la gratuidad y accesibilidad de los resultados para toda la comunidad
cientifica. Sin lugar a dudas fue el puntapié inicial para el desarrollo de muchos de los proyectos y
tecnologias que conviven actualmente [80-82]. Ademds, reforzé la idea de que pequenias variaciones
genéticas tienen diferentes incidencias que podrian generar enfermedades [79]; esto representé un
cambio de paradigma para la medicina, abriendo el camino a la medicina gen6émica personali-
zada, donde el tratamiento, el tipo y el dosaje de medicacién se podrian definir a medida para la

informacién genética particular de cada individuo [81].

4.2 Areas de la bioinformatica

En la era de las tecnologias “multiémicas”, caracterizada por técnicas moleculares a gran
escala que estudian sistemdticamente el genoma, transcriptoma y proteoma de los organismos, la
capacidad de andlisis e integracién de datos de la bioinformatica se convierten en herramientas
centrales para explotar el potencial de esta nueva informacién [83]. En este contexto existen dos
areas diferenciadas dentro de la bioinformética que, en la practica, son complementarias; éstas son

la mineria de texto y la mineria de datos.
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4.2.1 Mineria de texto

La mineria de texto es una disciplina dentro de la bioinformaética que ha cobrado gran relevancia
académica en los ultimos 20 afios. Consiste en la aplicacién de técnicas de procesamiento del
lenguaje natural para la obtencién y organizacién de informacién bioldgica relevante y estructurada
a partir de extensas colecciones de datos biolégicos o biomédicos [84].

La cantidad de publicaciones de PubMed” del aiio 2018 que contienen la palabra “cancer” en su
resumen asciende a 175 587, mientras que 1 725 publicaciones contienen “endometrial cancer”. Es
asi que la mineria de texto se convierte en una herramienta imprescindible para el desarrollo de
trabajos de investigacion exhaustivos en el area; la tarea de relevar las publicaciones cientificas y
bases de datos en busca de informacién de interés solo es posible con técnicas apropiadas.

A modo de ejemplo, una de las aplicaciones mas frecuentes de la mineria de datos es la creacién
automdtica o semi-automatica de ontologias, es decir, vocabularios comunes para estandarizar
descripciones, tipos y relaciones de entidades. Existen proyectos de referencia para genes y enfer-
medades, como Gene Ontology (GO) [85] y el arbol de Encabezados de Temas Médicos (MeSH,
del inglés Medical Subject Headings) de la Biblioteca Nacional de Medicina (NLM, del inglés Na-
tional Library of Medicine) [86], que sirven como base para la aplicacién de mineria de datos sobre

conjuntos de genes, enfermedades y asociaciones de ambos.

4.2.2 Mineria de datos

Un area especialmente activa y prolifera dentro de la bioinformatica es la mineria de datos, que
se refiere a la extraccién (de ahi el término “mineria”) de conocimiento estructurado y patrones
confiables y utiles a partir de grandes volimenes de datos [87]. En la practica, los principales
objetivos de la mineria de datos aplicada a la bioinformatica son la prediccién de caracteristicas y
la descripcion de entidades bioldgicas, mediante inteligencia artificial y tecnologias de la informa-
cién. Algunos de los métodos y algoritmos de los que se vale son clasificadores, redes neuronales,
regresion, reglas de asociacion, clustering y visualizaciones [88].

La extensién de las bases de datos bioldgicas actuales [por ejemplo RefSeq, EMBL, Ensembl,

Protein Data Bank (PDB), The Human Protein Atlas (HPA))] representan tanto un desafio como

"PubMed es uno de los motores de biisqueda cientificos mas conocidos; contiene méas de 20 millones de citaciones
a la base de datos MEDLINE y diversas revistas cientificas.
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una oportunidad para la bioinformaética y, precisamente, para la mineria de datos. El PGH, de-
scripto en la Seccién 3 de este capitulo, introdujo una aproximacién a gran escala y colaborativa
para la resoluciéon de interrogantes biolégicos. Asimismo, la invencién de la técnica de RNA-Seq
en 2008 (Seccién 3.1.1, Introduccién) optimizo la deteccién y cuantificacién de transcriptos, poten-
ciando asi el aumento de informacién disponible en el drea [89]. En este contexto de complejidad
informética creciente, los métodos de mineria de datos son uno de los recursos disponibles para

abordar y explotar grandes repositorios de datos genémicos.

4.3 Biomarcadores en cancer

Una aplicacién de las técnicas bioinformaticas es la busqueda de biomarcadores para el diagnés-
tico temprano, pronéstico preciso y tratamiento efectivo de enfermedades, entre ellas el cancer.
Un biomarcador se define como una caracteristica objetivamente medible que describe el estado
biolégico normal o anormal en un organismo o tejido, ya sea mediante biomoléculas como ADN,
ARN, protefnas y péptidos, o sus modificaciones quimicas [90]. La OMS provee una definicién més
amplia del término: cualquier sustancia, estructura o proceso que puede ser medido en el cuerpo
o sus productos, y que predice o influye en la incidencia de un sintoma o enfermedad [91].

Los biomarcadores pueden clasificarse de la siguiente forma de acuerdo a su uso: biomarcadores
predictivos, prondsticos, diagnésticos y blancos terapéuticos [92]. Los biomarcadores pre-
dictivos caracterizan a los pacientes de acuerdo con el grado de respuesta a un tratamiento deter-
minado y se utilizan para predecir los resultados de la intervenciéon terapéutica. Los prondsticos
identifican pacientes segin las tasas de sobrevida o el riesgo de obtener resultados clinicos adversos,
tales como la recurrencia o progresion de la enfermedad. Los biomarcadores diagndsticos permiten
identificar una enfermedad o alguna de sus condiciones. Por ultimo, los blancos terapéuticos son
biomoléculas que pueden utilizarse en terapias de modulacién de la expresion génica. En la prac-
tica es posible que un biomarcador posea caracteristicas predictivas, prondsticas y diagndsticas en
simultaneo [93].

Este enfoque se enmarca en el concepto de medicina de precisién, que toma en cuenta la
variabilidad interindividual para desarrollar métodos diagnésticos y tratamientos mas efectivos.
El estado del arte sugiere que la integracién de perfiles gendémicos, proteémicos y transcriptémicos

con variables clinicas bien definidas conduce a un mejor desempeiio diagnéstico y prondstico [18].
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Particularmente en cancer, dada gran complejidad de los mecanismos moleculares y vias de se-
nalizacién, se sugiere a la identificacion de patrones de expresién caracteristicos, conocidos como
firmas moleculares, como una herramienta prometedora en el diagndstico y seguimiento de la
enfermedad [94]. Estas resultan de la combinacién de biomarcadores moleculares centrales en la
progresién tumoral con moléculas especificas de cada tejido alterado, resultado de los cambios en la
expresion génica celular que ocurren de manera dindmica durante la enfermedad. Los esfuerzos en
el &mbito de la investigacion estan puestos en desarrollar en una primera instancia biomarcadores
y luego firmas moleculares para vias aberrantes de procesos tumorigénicos y terapias inmunoldgi-
cas [92, 94]. A modo de ejemplo, [95], [96] y [97] exploran biomarcadores para cdncer hepético,

colorrectal y de mama, respectivamente, a partir de anélisis bioinformaéticos.

5 Analisis de datos

Como se planted anteriormente, en los tltimos afios se ha producido un incremento en la produc-
cién y recopilacién de datos a nivel mundial. Este fendmeno represento (y ain representa) tanto un
desafio como una oportunidad para la sociedad, por su complejidad y utilidad inherentes. En par-
ticular la biologia, medicina y sus areas afines han experimentado importantes avances tecnolégicos
que resultaron en nuevas metodologias para la obtencién de vastos volimenes de informacién (por
ejemplo, la introduccién de la técnica de RNA-Seq -Seccién 3 del presente capitulo-, el PGH o la
implementacion de historias clinicas electrénicas en los centros de salud); adicionalmente, parte de
esta informacién es publica y accesible a cualquier investigador a través de internet. Esto implica
que existe un nuevo enfoque para el estudio del cuerpo humano, su genoma y sus enfermedades, que
complementa a las técnicas tradicionales y contribuye al concepto de medicina de precisién [98].

Actualmente, mas alla de los costos de recolecciéon y mantenimiento, una de las principales limi-
taciones en la adopcién de datos a gran escala para investigacién cientifica es su interpretacién.
Si bien la bioinformatica (Seccién 4, Introduccién) es una herramienta clave para la extraccién de
datos desde servidores y repositorios y su posterior transformacion y estructuracién, también es
necesario llevar a cabo un analisis de los datos. El objetivo es dotar de sentido a la extraccion del
conocimiento e interpretar los resultados obtenidos. Solo asi es posible garantizar la precision,

representatividad y reproducibilidad del estudio [99].
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Hadley Wickham, uno de los referentes actuales en el area de ciencia de datos, plantea tres
etapas para el andlisis de cualquier conjunto de datos: ordenarlos, comprenderlos y comunicar-
los [100]. A su vez, la comprensién implica un proceso ciclico de transformacién, visualizacién

y modelado, como muestra la Figura 1.12.

El proceso del analisis de datos

Importar

l /v Visualizar
Ordenar —»Transformar > — Comunicar

Modelar

Comprender

Figura 1.12. Etapas del proceso de analisis de datos de acuerdo con Hadley Wickham, referente
en el drea de ciencia de datos [101].

5.1 Bioestadistica

La bioestadistica es central en los procesos de transformacién, visualizacién y modelado de datos.
La primera parte del analisis bioestadistico consiste en el disefio, tanto de la base de datos como de
los modelos a aplicar. En trabajos de investigacién cientifica, esta es una actividad crucial para dar
respuesta a las preguntas de investigacién [102]. Disefiar una base de datos implica definir qué datos
son de interés (estos reciben el nombre de “variables operativas”), el formato necesario y la relacién
entre ellos. La definicién de variables operativas consiste en asignar a cada observacién un
tipo de dato pertinente de acuerdo con los objetivos del estudio y la pregunta de investigacién; los
tipos posibles son variables nominales, ordinales, categéricas, discretas y continuas. Este proceso
puede requerir modificar, reducir o pre-procesar los datos genémicos crudos para ajustarlos a las
definiciones anteriores.

El siguiente paso es la estadistica descriptiva o analisis exploratorio de los datos, que tiene
el propésito de explorar las variables y las relaciones entre ellas, resumir los datos y presentarlos
graficamente. Esto permite identificar tanto caracteristicas sobresalientes como inesperadas en
el conjunto de muestras, que podrian ser relevantes para el andlisis inferencial. A su vez, este
resumen brinda informacién sobre la calidad de los datos disponibles [103]. Algunos de los gréficos

mas habituales en esta instancia son los de dispersion, de barras, de cajas y bigotes e histogramas.
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5.1.1 Modelos de analisis

La definicién de modelos de anélisis es el primer paso en el proceso de comprensién de datos y
comprende la eleccién de una metodologia apropiada para dar respuesta a la pregunta de investi-
gacién. En funcién del tamafio de la muestra, el tipo y la distribucién de las variables y la relacién
entre ellas se adoptan uno o varios modelos capaces de representar los datos. También es necesario
definir la cantidad de parametros a incluir en el modelo.

La literatura ofrece distintos enfoques para estudiar la relacion entre biomarcadores moleculares
y la agresividad del cdncer. Una aproximacién tradicional para cuantificar el efecto de distintos
biomarcadores sobre los resultados clinicos es el célculo de Odds Ratios (OR) e Intervalos de Con-
fianza (IC) del 95% [104-106]. Adicionalmente, algunos autores proponen anglisis de sobrevida
con curvas de Kaplan-Meier y pruebas de logRanks para estimar la curva de sobrevida y el valor
prondstico de los biomarcadores (con OS o RFS) seguidos de un modelo de riesgos proporcionales
de Cox univariado y/o multivariado [107-110]. Las secciones que siguen presentan los fundamentos

de estos modelos de anélisis.

5.1.1.1 Odds Ratios (OR)

El indice de disparidad, razén de momios o, mas comtnmente, OR es una medida de la fuerza de
asociacién entre dos variables nominales, aleatorias e independientes. Es una métrica muy utilizada
en investigacién en salud [111], donde se aplica para estudiar la asociacién entre una variable de
exposicién y una de resultado. En otras palabras, representa la posibilidad de ocurrencia de un
evento de interés (variable de respuesta) dada una exposicién (variable de agrupacién). Esto
permite no solo determinar si una exposicién representa un factor de riesgo para el resultado en
estudio, sino también comparar la medida del efecto de distintos riesgos.

El OR es una magnitud adimensional, con un rango de 0 a co. Una de las ventajas de esta medida
de efecto es su robustez, ya que, a diferencia del Riesgo Relativo (RR), se mantiene constante al
intercambiar las variables de exposicién y resultado en la tabla de contingencia.

La interpretacion de los resultados es la siguiente: OR. = 1 si no hay asociacién entre la presencia
del factor exposicién y el evento; OR > 1 si la asociacion es positiva, es decir que la presencia del

factor se asocia a mayor ocurrencia del evento; por ultimo, OR < 1 si la asociacién es negativa.
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A modo de ejemplo, si el resultado de una exposiciéon A (puede ser un tratamiento o la expresién
aumentada de un gen para el caso de estudio de este trabajo) frente a una exposiciéon B (otro
tratamiento, o la expresiéon disminuida del mismo gen que en A) produce un OR igual a 2,8 se
puede concluir que la razén entre ocurrencia versus no ocurrencia del evento es 2,8 veces mayor
en pacientes con A en comparacién a pacientes con B. Asimismo, un OR igual a 1 implicaria que
ambas exposiciones tienen la misma probabilidad de ocurrencia del evento y que, por lo tanto, no
existe una asociacién entre la exposicion y el evento.

Adicionalmente, se evaliia el error de este estimador mediante un IC, donde el ancho del intervalo
refleja la variabilidad de la medida del OR. El IC del 95% se trabaja en escala logaritmica para
cumplir con la asuncién de normalidad de la distribucién.

Nuevamente, un IC menor a 1 indica una magnitud negativa del efecto con exposicién, mientras
que un IC mayor a 1, una magnitud positiva. Si el IC del OR incluye a 1, el estadistico no es

significativo.

5.1.1.2 Analisis de sobrevida, método de Kaplan-Meier y prueba del intervalo

logaritmico

El analisis de sobrevida es el conjunto de técnicas estadisticas apropiadas para el seguimiento
de pacientes hasta la ocurrencia de un evento determinado, generalmente la recurrencia de una
enfermedad o muerte del sujeto. Lo que se pretende estimar, la funcién de sobrevida S(t), es
la probabilidad de sobrevida de un individuo més alla del tiempo t sin la ocurrencia del evento.
La gréfica de S(t) en funcién del tiempo recibe el nombre de curva de sobrevida. Otra funcién
relevante en el andlisis de sobrevida es la de riesgo h(t); esta mide el riesgo de ocurrencia del
evento en un periodo de tiempo concreto.

Uno de los analisis llevados a cabo en este estudio es el método de Kaplan-Meier, inicialmente
descripto en 1958 [112]. Este es un método no paramétrico de estimacién de la funcién de sobrevida
que se construye a partir de los tiempos de sobrevida exactos de los individuos de una poblacién.
S(t) se estima como el producto entre la proporcién de pacientes con y sin ocurrencia del evento
inmediatamente después del instante . De este modo, la curva de sobrevida (la Figura 1.13
ejemplifica dos curvas de sobrevida: una para la expresién aumentada y otra para la expresién

disminuida del gen ACSL5) se mantiene constante durante los periodos entre eventos y cambia
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cuando ocurre uno. Por su parte, la funcién de riesgo es una medida de la probabilidad de
ocurrencia del evento estudiado entre los pacientes “sanos” después del instante ¢t. Concretamente,
representa la probabilidad de que un individuo de los que todavia no han sufrido el evento lo sufra
en el periodo de tiempo en cuestion.

A partir de dos curvas de sobrevida de Kaplan-Meier, la prueba del intervalo logaritmico
(conocida como logRanks) permite comparar las distribuciones. La hipdtesis nula del anélisis es
que estas curvas (para el caso en estudio, de expresién aumentada y disminuida) son idénticas y

se busca probar si la diferencia entre ambas es mayor a la esperable por azar.

Strata =+~ ACSL5=Aumentada =+~ ACSL5=Disminuida

N
o
S

0.75

0.50

0.25

Probabilidad de sobrevida

p < 0.0001

0.00

0 2000 4000 6000
Tiempo (dias)

Figura 1.13. Ejemplo de curvas de sobrevida construidas mediante el método de
Kaplan-Meier. En este caso se comparan dos grupos definidos por un umbral en los niveles de
expresién del gen ASCL5. El eje horizontal representa el tiempo y el vertical, la probabilidad de

sobrevida. Se puede notar que el grupo con expresiéon disminuida presenta un peor prondstico.

5.1.1.3 Analisis de sobrevida y modelo de riesgos proporcionales de Cox

Normalmente, la herramienta méas utilizada para modelar la relaciéon entre una variable de res-
puesta y multiples variables predictoras es la regresion miltiple. Sin embargo, los datos de sobre-
vida tienen una distribucién sesgada y censuras, por lo que la regresién tradicional (ya sea linear
o logistica) no es una opcién vélida. El modelo de riesgos proporcionales o modelo de regresién de
Cox, inicialmente descripto en el afio 1972 [113] es un método popular para trabajar con datos de
este tipo.

El modelo de Cox estudia la relacion entre el tiempo de sobrevida y una o mas variables inde-

pendientes y permite modelar el tiempo a un evento determinado. En otras palabras, el analisis de
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datos clinicos con el modelo de Cox estima la probabilidad de ocurrencia de un evento (como ser la
recurrencia o muerte de pacientes) a partir de los valores de las variables independientes (llamadas
covariables) en un tiempo determinado. El principal resultado de este modelo son los Hazard
Ratios (HR), que miden cuénto afecta cada covariable a la funcién de riesgo para el evento de
interés (H(t)). Esta funcién representa la probabilidad del evento en un tiempo determinado (el
riesgo o hazard) y se modela segin la Ecuacién 1.1. Con covariables dicotémicas como los nive-
les de expresion de genes, el HR expresa el aumento en la probabilidad de ocurrencia del evento

cuando la variable predictora estd presente respecto de cuando esté ausente.

H(t) = Ho(t) x exp (b1 X1 + boXo + b3 X3 + -+ + b Xj) (1.1)

donde X; ... Xy son las covariables, b1 ...bs, los pardmetros o coeficientes de estas covariables, y Ho(t),
el riesgo basal en el tiempo t, es decir, el riesgo para una persona con todas las variables predictoras
iguales a 0.

La estimacion de los parametros b en la Ecuacion 1.1 tiene una distribucién aproximadamente
normal, lo que admite distintas pruebas de contraste de hipétesis para evaluar la coherencia de
afirmar cada valor b como un parametro del modelo. Una de las més utilizadas es la prueba de
Wald, que arroja un IC y un valor de significancia estadistico para cada coeficiente [114].

El modelo de regresién de Cox busca la relacién entre los riesgos de ocurrencia de un evento entre
dos individuos expuestos a factores de riesgo diferentes y parte de dos hipétesis fundamentales:
la primera, que las observaciones son independientes; y la segunda, que los riesgos son
proporcionales. Esta ultima hipétesis es central para el modelo y significa que el HR debe ser
constante en funcién del tiempo. En otras palabras, se debe cumplir que el efecto de cada variable
en el riesgo del evento entre dos individuos (para covariables dicotémicas, esto es un individuo
con el factor de riesgo y otro sin él) sea constante [115]. La evaluacién de la hipétesis de riesgos
proporcionales puede hacerse por métodos gréficos (por ejemplo, a partir de las curvas de Kaplan-
Meier) o por un estudio de la bondad del ajuste [115, 116].

Los OR, el método de Kaplan-Meier y la prueba del intervalo logaritmico (logRanks) de las
Secciones 5.1.1.1 y 5.1.1.2 del presente capitulo son ejemplos de analisis univariado, ya que

estudian la relaciéon entre un resultado o evento y una variable independiente sin tener en cuenta
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el impacto de otros factores. El modelo de riesgos proporcionales de Cox puede ser univariado
cuando se lleva a cabo con una sola covariable o multivariado cuando hay dos o méas covariables,
ya que modela en simultaneo la influencia de cada variable independiente como factor de riesgo en el
evento de interés. Este modelo es comtinmente utilizado en trabajos de investigacién médica, donde
existen muchos componentes clinicos con potenciales efectos sobre el pronéstico de los pacientes,
para identificar y caracterizar tanto a los factores como a sus efectos.

En sintesis, el modelo de riesgos proporcionales de Cox multivariado:

o Requiere una variable de estado binaria (por ejemplo, recurrencia o muerte), un tiempo
asociado a la variable de estado (tiempo hasta la recurrencia o muerte) y covariables

continuas o dicotémicas.
o Estima la funcién de riesgo H(t) (Ecuacién 1.1).
o Estima un parametro b; para cada covariable 7.
o Permite conocer el HR de cada covariable como exp(b;).

— Si b; es mayor a 0 (o lo que es equivalente, HR es mayor a 1), la covariable ¢ es un factor
pronoéstico desfavorable y se asocia positivamente con la probabilidad de ocurrencia

del evento y negativamente con el tiempo de sobrevida.
— Si b; es menor a 0 (y HR menor a 1), la covariable es un factor pronéstico favorable.

— Si HR es igual a uno, no hay efecto de la covariable en el riesgo del evento.

e Mediante el estadistico de Wald, evalta la significancia de cada HR y devuelve un IC y un

valor p.

— Como sucede en el andlisis de OR, si el IC incluye al 1, el efecto no es significativo; el

valor p es coherente con estos resultados.

e Asume que las observaciones son independientes y que el HR de cada variables es constante

en el tiempo.

— Esto puede evaluarse mediante las curvas de sobrevida de Kaplan-Meier de cada covari-

able.
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5.1.1.4 Manejo de errores

En modelos de estudio multivariados cobra relevancia el error de tipo I o alfa. Este es un
error cometido al realizar multiples pruebas estadisticas en simultdneo y representa el riesgo de
rechazar la hipdtesis nula siendo esta verdadera. En otras palabras, el error alfa refleja la tasa de
falsos positivos del andlisis y se relaciona con la significancia estadistica (valor p) de una prueba.
Tradicionalmente, el valor p utilizado en andlisis univariados es de 0,05. Sin embargo, al agregar
variables independientes al andlisis de una misma variable dependiente, es conveniente reducir
este valor para prevenir el error alfa. Una aproximacién simple al problema es la correccién de
Bonferroni [117, 118], que ajusta el valor de significancia de cada una segin aponferroni = &,
donde n es la cantidad de variables independientes del andlisis. Este enfoque es conservador ya
que, cuando se tratan muchas variables independientes en simultaneo, el valor p que arroja puede
ser demasiado pequeno.

La contrapartida de controlar el error alfa es el error beta, que afecta el poder de una prueba
estadistica. El poder es la habilidad de la prueba de rechazar la hipdtesis nula cuando esta es
falsa (y, por lo tanto, debe ser rechazada). En otras palabras, es la probabilidad de que la prueba
detecte un efecto o asociacion presente entre las variables y depende del valor p y el tamafio de la
muestra, entre otros factores. Ajustar el error alfa con un valor p demasiado estricto disminuye la
probabilidad de rechazar la hipotesis nula si es verdadera pero también aumenta la probabilidad
de no rechazarla cuando es falsa (esto es, aumenta el error beta).

En una prueba estadistica ideal ambos errores, alfa y beta, son pequenos. Sin embargo, en
la préctica suele ser necesario encontrar un valor p que equilibre ambos. Algunas publicaciones
cientificas utilizan la correccién de Bonferroni y profundizan en el poder de la prueba estadistica,
otras recurren a un valor p de 0,01 buscando un equilibrio entre los errores, y la mayor parte utiliza

un valor p de 0,05 por convencién.
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6 Hipotesis

Como ilustran las secciones anteriores, el CE es una patologia compleja cuyo abordaje clinico
presenta desafios ain por resolver para aportar al diagnéstico y pronéstico de la enfermedad,
asi como a las alternativas terapéuticas. El marcado aumento en la incidencia y mortalidad de
este tipo de cancer en los ultimos 20 anos y, mas aun, los prondsticos para los préximos 20 lo
convierten en un tema relevante en investigaciones académicas. A esto se suman las inconsistencias
y discrepancias en la categorizacion y estadificacién de tumores, que pueden conllevar imprecisiones
en el tratamiento, ya sea por deficiencia o exceso. Estas situaciones impactan en la calidad de vida
de las pacientes.

Por otra parte, la relevancia de los biomarcadores en el &mbito de la investigacién y la clinica
ha aumentado notablemente en los tltimos anos habiéndose demostrado que aportan sustancial-
mente en el abordaje de estas enfermedades. La incorporacién de marcadores moleculares en la
clasificacién de tumores y sus respectivos riesgos ha sido aceptada para complementar el proceso
de toma de decisiones médicas y mejorar asi el prondstico y sobrevida de las pacientes. Con res-
pecto a las dificultades inherentes a la identificacién de biomarcadores de este tipo, el crecimiento
exponencial de datos multiémicos y el constante desarrollo de técnicas bioinforméticas de alto
rendimiento facilitan la adaptacién e implementacion de métodos diagndsticos y tratamientos con
biomarcadores al &mbito clinico, aportando ademas a estudios que permiten, a partir de los datos
obtenidos, ofrecer soluciones simples para el diagnostico y manejo de la enfermedad.

Sobre la base de los antecedentes presentados se propone la siguiente hipétesis de investi-

gacion:

Exzisten productos bioldgicos de la expresion génica que constituyen biomarcadores para la
deteccion y clasificacion temprana de tumores en pacientes con CE. Estos pueden ser
identificados mediante el uso de herramientas bioinformdaticas de mineria de texto y datos,

evaluaciones bioestadisticas y experimentales.
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7

Objetivo general

Este trabajo tiene por objetivo identificar potenciales biomarcadores de la progresiéon tumoral

en CE para contribuir a las herramientas actuales y aportar a un manejo personalizado de la

enfermedad.

Objetivos especificos

. Realizar un analisis bioinformatico de mineria de datos y de texto para identificar genes con

un potencial rol de biomarcador del CE.

. Llevar a cabo un anélisis de datos sobre muestreos de pacientes para evaluar la expresién de

los genes identificados en 1) y su relacién con los pardmetros clinico-patolégicos.

. Realizar un conjunto de verificaciones sobre estos genes candidatos en modelos de estudio de

cultivos de lineas celulares de CE.

Para cumplir con los objetivos, se desarrollaran las siguientes estrategias:

8.1

8.2

Analisis bioinformatico

Desarrollar un flujo de algoritmos de minerfa de texto y datos que integre informacién de

repositorios publicos para identificar moléculas con potencial como biomarcadores de CE.

Recopilar caracteristicas clinico-patolégicas vinculadas con la agresividad del CE y seleccionar

genes con expresion diferencial a nivel transcripcional frente a estas caracteristicas.

Integrar la informacion de genes con asociacién reportada a CE y la seleccién de genes con

expresion diferencial mediante algoritmos de priorizacion génica.

Analisis de datos

A partir de un estudio de transcriptémica global, utilizar modelos bioestadisticos con los

siguientes objetivos:

— Describir las caracteristicas de la muestra de tejidos tumorales

48



Proyecto Final Capitulo 1. Introduccién

8.3

— Evaluar la asociacién entre la expresién de los genes previamente seleccionados y los

siguientes pardmetros clinico-patolégicos del CE:

* Grado del tumor (I, IT, IIT o IV)

* Subtipo histolégico (seroso o endometrioide)

*

Estadio del tumor (I, IT o IIT)
* Invasién miometrial (< o > 50%)

Mortalidad

*

* Recurrencia

— Evaluar la asociacion entre la expresién de los mismos genes y el tiempo de sobrevida y

sobrevida libre de recurrencia de los pacientes.

Sacar conclusiones respecto de la asociacién entre la expresién de los genes candidatos y
los pardmetros clinico-patolégicos de agresividad en CE definidos en la Seccién 8.1 de este

Capitulo.

Reducir la lista de genes seleccionados sobre la base de los resultados del analisis bioestadis-

tico.

Estudios experimentales

Aplicar técnicas de biologia molecular y celular sobre los potenciales biomarcadores identi-
ficados y analizar su expresién en modelos experimentales de cultivos celulares de CE con
fenotipo molecular y funcional previamente caracterizado. En particular se emplearan las lin-
eas celulares de CE Hec-1a e Ishikawa y las transfectantes estables del factor de transcripcién

ETV5 en ambas lineas celulares (Hec-1a-ETV5; e Ishikawa-ETV5, respectivamente).
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MATERIALES

1 Estudios 7n stlico: herramientas bioinformaticas

1.1 DisGeNET

La plataforma online DisGeNET (www.disgenet.org)! es un repositorio de Asociaciones Gen-
Enfermedad (GDA, del inglés Gene-Disease Associations) que integra informacién sobre genes y
variantes asociadas a enfermedades humanas mediante técnicas de mineria de texto, mapeos de
vocabulario de genes y enfermedades, y asociaciones ontoldgicas propias de la plataforma [119, 120].

La informacién a partir de la cual se construyen las GDA proviene de tres fuentes: bases
de datos curadas manualmente como UniProt, The Human Phenotype Ontology (HPO), The
Comparative Toxicogenomics Database (CTD) o el Catdlogo Genome-Wide Association Studies
(GWAS), modelos animales de ratas y ratones, y diversas publicaciones cientificas disponibles
en bases de datos mundiales, por ejemplo MEDLINE. Cada una de estas fuentes proporciona un
grado de evidencia distinto para respaldar las GDA y DisGeNET las jerarquiza mediante un indice
entre 0 y 1, segtin la cantidad y calidad de sus fuentes. DisGeNET posee muchas funcionalidades;
una de ellas permite al usuario buscar enfermedades y, como resultado, le proporciona una lista de

genes que presentan GDA con esos términos. Este listado puede descargarse en formato csv2.

1Todas las paginas web utilizadas en este capitulo se encuentran detalladas en Anexo A.

2El formato “Valores separados por comas (csv, del inglés Comma Separated Values)” es un tipo de archivo de
almacenamiento de datos en forma de columnas separadas por coma y filas definidas por saltos de linea. Es una
forma habitual de importar y exportar bases de datos de baja complejidad.
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La informacién reportada por DisGeNET sobre cada gen asociado a alguno de los términos de
enfermedad (términos de biisqueda) incluye el nombre y el simbolo HUGO Gene Nomenclature
Committee (HGNC)3 del gen. Adicionalmente, para cada uno proporciona dos indices de interés
en los andlisis de este trabajo: el Indice de Especificidad de la Enfermedad (DS, del inglés Disease
Specificity Index) y el Indice de pleiotropia de la enfermedad (DPI, del inglés Disease Pleitropy
Index). Ambos indices adoptan valores entre 0 y 1. El DSI es un valor inversamente proporcional
a la cantidad de enfermedades - representadas por términos UMSL CUI* - asociadas a cada gen en
particular (por ejemplo, si un gen estd asociado a gran cantidad de enfermedades en DisGeNET,
el DSI es bajo y si se asocia solamente a una, es alto). Por su parte, el DPI indica la cantidad
de términos MeSH de enfermedades a las que estd asociado un gen (por ejemplo, si un gen estd
asociado a multiples clases de enfermedades, el DPI es alto pero si se asocia a pocos términos
MeSH, el DPI es bajo). La versién de DisGeNET utilizada en el presente trabajo (v6.0, enero de
2019) recopila informacién sobre 17 549 genes, 24 166 enfermedades y 628 685 GDA resultantes,

de las que 165 354 provienen de fuentes curadas.

1.2 Gene Expression Omnibus (GEO)

El repositorio ptublico GEO (www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) del National Center for Biotechno-
logy Information (NCBI) retine datos gendémicos de estudios globales de secuenciacién de high-
throughput®, como microarreglos de ADN y Secuenciacién de préxima generacién (NGS, del inglés
Neat-Generation Sequencing), remitidos por la comunidad cientifica. GEO proporciona herramien-
tas para analizar y descargar experimentos y perfiles de expresion génica [121, 122], entre ellas
GEO2R. GEO2R permite al usuario seleccionar uno de los estudios disponibles en GEO y dividir
las muestras en dos grupos de interés, segiin sus caracteristicas clinico-patolégicas. A partir de
esta clasificacion, la herramienta analiza qué genes se expresan diferencialmente entre ambos gru-
pos; para ello realiza un andlisis univariado (prueba ¢ de Student) con un valor p asociado para

cada gen.

3El HGNC es un comité de la Organizacién del Genoma Humano que define un nombre tinico y con sentido
para cada uno de los genes humanos. Ademds, asigna una abreviatura denominada simbolo. Un ejemplo es el gen
BRCA1 DNA repair associated, cuyo simbolo es BRCAL.

4Los cédigos UMLS CUI son identificadores tinicos de términos biomédicos en el Sistema Unificado de Lenguaje
Médico®(UMLS). Cada entrada de DisGeNET esta vinculada a uno de estos identificadores.

5 High throughput: término utilizado para describir la automatizacién de experimentos con el fin de alcanzar
resultados a gran escala en tiempos acotados y conservando la calidad del proceso original. Se aplica a diversas
disciplinas tales como la biologia, la computacién y el disenio de farmacos.
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Una vez definido el estudio a analizar y realizada la separacién en dos o més grupos, GEO2R
devuelve una tabla en formato csv donde se listan los valores de expresién diferencial de los dis-
tintos genes entre los grupos (logFC), asi como medidas estadisticas de interés (valor p, valor p

ajustado, ¢t y B). También provee un script de R para descargar el conjunto de datos del estudio.

1.3 ToppGene

Los estudios globales, también conocidos como del tipo high throughput, para el analisis de
expresion génica son tutiles para la clasificacién y caracterizacién de genes y enfermedades, pero
proveen informacién limitada para establecer asociaciones causales entre ambos. Méas atn, resultan
en listas de cientos o miles de genes, en los que resulta dificil establecer su relevancia [123].
Una de las metodologias disponibles para superar estas limitaciones es la priorizacién de los
genes candidatos mediante diferentes algoritmos, entre los que se destaca la plataforma online
ToppGene (toppgene.cchmc.org), que utiliza anotaciones funcionales del genoma humano para
establecer criterios de valoracién sobre los genes, a partir de una lista de genes de referencia.

Técnicamente, el funcionamiento de ToppGene se basa en la asunciéon de que caracteristicas
fenotipicas similares se asocian con genes con funciones similares. El programa usa anotaciones
funcionales de todo el genoma para comparar una lista de genes “de entrenamiento” con otra de
genes “de prueba”, ambas provistas por el usuario. En este esquema, la lista de entrenamiento
debe contener genes con GDAs reportadas y, la de prueba, los genes que se desean priorizar.
ToppGene compara las anotaciones seménticas de los genes de entrenamiento contra las de los
genes de prueba y asigna una mejor posicion en el ranking a aquellos genes de prueba que presentan
similitudes funcionales con los de entrenamiento. El algoritmo evalia pardmetros que se consideran
biolégicamente relevantes en la lista de entrenamiento y se utilizan para calcular una medida de
similitud para cada elemento de la lista de genes de prueba [123]. Esta se construye utilizando
medidas de correlacion, fundamentos de inteligencia artificial y técnicas de meta-analisis estadistico.
Asimismo, la lista resultante incluye un valor p para la medida de similitud de cada gen de prueba.

Finalmente, luego de realizado el andlisis, se obtiene una tabla en formato csv con los genes de la
lista de prueba ordenados segin su similitud con la lista de entrenamiento. Todos los genes estan
acompaifiados por un puntaje o score que representa la medida de similitud, y una significancia

estadistica de ese score (valor p), segin la relacién entre los genes de ambas listas. También
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proporciona informacién sobre los distintos parametros biolégicos representativos de los genes de

la lista de prueba.

1.4 The Cancer Genome Atlas (TCGA)

Para obtener datos de expresién génica de muestras de pacientes con diagnéstico de CE se
recurrié a la informacién disponible en el repositorio de datos clinicos The Cancer Genome
Atlas (TCGA), un programa conjunto del NCI y el National Human Genome Research Institute
(NHGRI) de Estados Unidos, que recopila mapas multidimensionales de los cambios genémicos y
moleculares de 11 000 pacientes con 33 tipos tumorales. TCGA es actualmente la coleccion de
datos genémicos tumorales mas importante a nivel mundial [124]. Los datos de expresién génica
de los estudios corresponden a los resultados de la técnica de secuenciaciéon por RNA-Seq aplicada
a muestras de tejido tumoral y control con los secuenciadores Illumina HiSeq e Illumina GA.
Los conjuntos de datos incluyen, ademads, informacién clinico-patolégica de cada sujeto y pueden
obtenerse a través de dos plataformas de descarga y visualizacién de datos: cBioPortal y UCSC

Xena en formato de tablas csv.

1.5 The Human Protein Atlas (HPA)

El Atlas de Proteinas Humanas, en inglés The Human Protein Atlas (HPA) (www.proteinatlas.
org), nacié como un proyecto de integracién de tecnologias genémicas, proteémicas y me-
tabolémicas para mapear todas las proteinas presentes en células, tejidos y 6rganos humanos. La
versién actual de la plataforma (v18.1, noviembre de 2018) presenta una estructura que relaciona
la expresion de 17 000 genes con sus proteinas. Asimismo, describe la expresiéon y localizacion de
estas proteinas y transcriptos en todos los érganos del cuerpo, en lineas celulares de origen humano
y en tejidos normales y tumorales [125].

La totalidad de la informacién contenida en HPA proviene de un estudio de 144 sujetos sanos
y 261 con patologia tumoral, de quienes se obtuvieron muestras de 44 tipos de tejidos distintos
normales® y de 20 tipos de céncer. La informacién sobre expresién de transcriptos es analizada

mediante la técnica de secuenciacion global del ARN (RNA-Seq) asi como por andlisis de expresién

6Se entiende tejido normal como no neoplasico y morfolégicamente normal. Dado que las muestras provienen
y

de piezas quirdrgicas, muchos de los tejidos considerados normales presentan alteraciones debidas a la inflamacién

y degeneracién.
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de la proteina en secciones de tejido por técnicas de inmunohistoquimica con anticuerpos especificos
y cuantificacién de la senal.

HPA clasifica a las proteinas en 10 categorias de acuerdo con sus caracteristicas: localizacién (de
membrana, secretadas, intracelulares) y funcién (enzimas, transportadoras, receptores acoplados
a proteina G, canales iénicos voltaje-dependientes, y factores de transcripcién), asociacién a
enfermedades (relacionadas con cdncer y blancos terapéuticos aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA)) y la disponibilidad de evidencia en UniProt. A su vez, de acuerdo
al andlisis de los niveles de transcriptos, los genes que codifican para las proteinas listadas en el
HPA se clasifican de acuerdo a su abundancia en distintos tejidos. En este caso, se describen las
siguientes categorias: enriquecido en un tejido, enriquecido en un grupo, presente en todos los
tejidos, mixto y no detectado. Estas clasificaciones aportan a la caracterizacién de los genes y sus

funciones.

2 Estudios experimentales

2.1 Reactivos generales de laboratorio

Durante el desarrollo de este trabajo se utilizaron reactivos de laboratorio de grado analitico,
calidad cultivo celular o calidad biologia molecular segtin su uso especifico. Las sales y otros
reactivos generales fueron adquiridos de la firma Sigma-Aldrich Corporation (EEUU) o, de lo
contrario, a firmas que se mencionan a lo largo del texto. Los reactivos de electroforesis fueron
productos de BioRad Laboratories (EEUU) y de Amersham Biosciences Corporation (EEUU), y los
de biologia molecular fueron adquiridos de las firmas Qiagen (Alemania), Promega Corporation
(EEUU) y Life Techonolgies-Thermo Fisher Scientific (EEUU), a menos que se especifique lo

contrario.

2.2 Anticuerpos

Para los estudios de inmunodeteccién de TPX2 se emplearon los siguientes anticuerpos:

Anticuerpos primarios:

o anti-TPX2: el anticuerpo anti-TPX2 (B-5, sc-376812, Santa Cruz Biotechnology, EEUU)
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es un anticuerpo monoclonal desarrollado en ratén y dirigido contra los residuos 635-675
cercanos al extremo carboxilo de TPX2 de origen humano. Se utilizé en ensayos de inmuno-

citoquimica de fluorescencia y de Western immunoblotting.

o anti-B-tubulina: el anti-g-tubulina (D66, Sigma-Aldrich) es un anticuerpo monoclonal de-
sarrollado en ratén, que reconoce un epitope localizado en la regién del carboxilo terminal la

proteina. Se utilizé como control de carga en el ensayo de Western immunoblotting.
Anticuerpos secundarios:

o Para los ensayos de inmunocitoquimica: anti Inmunoglobulina G (IgG) de ratén aco-

plada a Cy3 (Sigma-Aldrich).

¢ Para los ensayos de Western immunoblotting: anti-IgG de ratén acoplada a la enzima

peroxidasa de rdbano picante (Vector Laboratories Inc.).

Las concentraciones de trabajo empleadas para los anticuerpos primarios y secundarios se es-
pecifican segiin corresponde a lo largo del trabajo. En todos los ensayos se incluyé IgG de ratén
purificada del suero normal de animales no inmunizados (Sigma-Aldrich, EEUU) como controles
negativo, que fue agregada en reemplazo del primer anticuerpo y a la misma concentracién que

éste.

2.3 Lineas celulares

Se emplearon las lineas celulares de CE humano Hec-1a, Ishikawa y sus transfectantes estables
de ETV5. Las primeras fueron transfectadas de forma estable con la secuencia del factor de
transcripcién ETV5 humano fusionado a la secuencia codificante de la Proteina fluorescente verde
(GFP, del inglés Green Fluorescent Protein) (Hec-1la-GFP-ETV5 [HGE], e Ishikawa-ETV5). Las
lineas transfectantes fueron generadas por el grupo del Dr. J. Reventés (Hospital Vall d’Hebron
de Barcelona, Espana), quien gentilmente cedié tanto las lineas parentales como las transfectantes
al grupo de la Dra. Vazquez-Levin, como parte de un proyecto colaborativo entre ambos grupos
de investigacion (Proyecto Prot-BioFluids; Programa 7mo Marco, Marie Curie Actions, Unién
Europea). Las caracteristicas generales de las lineas celulares empleadas y sus condiciones de

cultivo se encuentran listadas en el Anexo B.
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2.4 Cebadores

En el disenio de cebadores especificos para los protocolos de PCR se utiliz6 la her-
ramienta Primer-Blast, disponible en la Plataforma del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/
primer-blast). A partir de los cédigos refseq” del ARN del gen de interés (o alguna de sus
variantes transcripcionales), Primer-Blast genera una lista con todas las opciones de cebadores. El
programa Oligo Analyzer 3.1 (www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) permite analizar
las caracteristicas de cada cebador disenado por Primer-Blast. A partir de éstas se pueden definir
criterios para la seleccién de los cebadores més apropiados.

Para el disefio de los cebadores, se consideraron las siguientes especificaciones:

e Los cebadores deben amplificar un fragmento del ADN molde que comprenda secuencias de
al menos, y preferentemente, dos exones; se optd por elegir cebadores que intercepten la
unién entre dos exones del ARNm. Asi, se puede distinguir si el fragmento amplificado o el

amplicon provienen de un molde de ARN o ADN gendémico.

e Los cebadores no deben formar homo o hétero-dimeros ni estructuras secundarias de alta

estabilidad (AG > —10).

e Se debe evitar la presencia de dos o mas bases Guaninas o Citosinas en la regiéon 3’ de la

secuencia del cebador disefiado.

o Se busca tener una temperatura de hibridizacién o anillado (annealing) del cebador al ADN

molde entre 58 y 60°C.

o Los cebadores diseniados deben tener preferentemente un tamano minimo de 80 y méximo de

180 pb.

e El cebador debe ser lo mas especifico posible: solamente deberia unirse a la secuencia del

ADN molde y a sus variantes, y no tener ninguna interaccién con fragmentos de otros genes.

Las secuencias de cebadores utilizados y el tamano esperado para el amplicén correspondiente
a cada uno de los genes en los que se evalud los niveles de expresion del ARN se listan en el

Anexo C.

"Los cbdigos refseq son registros de secuencias tnicos del genoma, transcriptoma y proteoma de la base de datos
del NCBI.
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METODOS

3 Estudios in silico

3.1 Relevamiento de genes asociados a CE

La herramienta DisGeNET fue empleada con el objetivo de relevar genes asociados a CE. Para
ello, se consultaron e identificaron todos aquellos términos de enfermedades neoplasicas femeninas
reportados en la plataforma relacionadas al CE, de modo de identificar la mayor cantidad posible

de genes asociados a la enfermedad.

3.2 Analisis de expresion diferencial

Se utilizé la librerfa limma [126] del paquete Bioconductor® (v 3.8) en R para analizar el estudio
de expresion génica del CE GSE17025 denominado Gene Expression Analysis of Stage I
Endometrial Cancers, descargado desde la plataforma GEO [127]. Este estudio retine los re-
sultados del andlisis de expresion génica global empleando tecnologia de microarreglos de ADN
de muestras de CE en estadios tempranos, de distintos grados y subtipos histolégicos [128]. El
estudio consta de 92 muestras de CE, de las cuales 80 corresponden a tumores endometrioides y
12 a serosos o mixtos. Asimismo, incluye 12 muestras de endometrio atréfico de mujeres post-
menopdusicas (muestras control).

Sobre este muestreo de datos, se llevaron a cabo tres anélisis de expresion diferencial consecutivos.
En cada caso, se escogi6é un pardmetro clinico-patoldgico a comparar y se obtuvo una tabla de genes
diferencialmente expresados, ordenados segin su significancia estadistica. Los grupos comparados

fueron:

1. Muestras tumorales versus no tumorales
2. Tumores de tipo CEE versus CENE

3. Tumores con histologia G1-2 versus G3

8 Bioconductor es un conjunto de herramientas informéticas desarrolladas en el lenguaje R para aplicaciones de
andlisis y comprensién de datos genémicos de tipo high-throughput.
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A partir de estas comparaciones se obtuvieron tres tablas de genes diferencialmente expresados,
de los que se seleccioné aquellos en los que las diferencias fueron significativas (valor p < 0,05) y

se encontraron en los tres grupos (Figura 2.1).

A B
Tumoral Endometroide
Vvs. Vs,
No tumoral No endometroide
c Genes de
Grado 1y2 interés

vs.
Grado 3

Figura 2.1. Metodologia adoptada para la seleccion de genes candidatos a partir del analisis
de expresiéon diferencial. Diagrama de Venn representando la metodologia adoptada para la seleccién
de genes candidatos a partir de tres listas de genes diferencialmente expresados en las muestras del
estudio GSE17025. El conjunto A contiene genes diferencialmente expresados en tejido tumoral versus
normal; B, tumores de tipo CEE versus CENE y C, tumores de G1-2 versus G3.

3.3 Priorizacién génica

Para el andlisis y priorizacién de genes segtin asociaciones reportadas en bases de datos se empled
la herramienta ToppGene. La lista de entrenamiento incluyé a los genes surgidos a partir de
la buisqueda en la base de datos DisGeNET (Seccién 1.1, Materiales y Métodos) y la lista de
prueba fue la de los genes comunes a los tres grupos de expresion génica global diferencial del

estudio GSE17025 (Seccién 3.2, Materiales y Métodos).

4 Andlisis de datos

Seguidamente, se utilizé un estudio de transcriptémica global de TCGA para evaluar la expresién
de los genes seleccionados a partir de GEO y el andlisis de priorizacién con ToppGene. El estudio
utilizado fue TCGA- Uterine Corpus Endometrial Cancer (TCGA-UCEC), que retine datos clinicos
y genémicos de un conjunto independiente de pacientes con CE.

Se importd, ordend y visualizé la informacion de los pacientes para posteriormente modelar,
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mediante técnicas estadisticas, la informacién genémica y evidencia clinica disponibles, siempre
con el objetivo de propiciar el andlisis de la asociacién entre ambas. Las secciones que siguen

describen los pasos involucrados en este proceso.

4.1 Diseno y preparacion de la base de datos

El disefio de la base de datos consistio en la seleccidén y acondicionamiento de los datos disponibles
en TCGA-UCEC. Este proceso, al igual que los subsiguientes, fue llevado a cabo con el software
estadistico R (versién 3.5.3), a través del entorno de desarrollo integrado RStudio.

El tamano del estudio descargado para el analisis estadistico fue de 580 registros indepen-
dientes. Los pacientes del estudio fueron enrolados bajo los siguientes criterios de inclusion,

reportados previamente [12]:

e Pacientes con adenocarcinomas endometrioides o carcinomas serosos segin el consentimiento

de la institucién que los reporta.

« Pacientes con indicacién médica de resecciéon quirtrgica y sin tratamiento previo (quimiote-

rapia, radioterapia, etc) para CE.
o Pacientes con estadificacion certera segun la FIGO.
e Muestras con suficiente material genémico de alta calidad.

o Muestras con un minimo del 80% correspondiente al nticleo del tumor (y menos del 20% al

tejido necrético).

o Muestras con tejido normal acompafiante proveniente de a) sangre o componentes sanguineos,

b) tejido normal adyacente al tumor (con una separacién mayor a 2 c¢m), o ¢) ambos.

En el anélisis estadistico se desestimaron aquellas muestras sin informacién sobre expresién de
los genes seleccionados en la Seccion 3.2 del presente capitulo, como asi también aquellas sin
informacién acerca de los parametros clinicos RFS y OS del sujeto.

En primer lugar se procedié a construir una base de datos propia, a partir de la informacién
descargada del estudio TCGA-UCEC. Este proceso fue fundamental dado que el estudio incluye

informacién no relevante para el trabajo de investigacién (como, por ejemplo, datos de expresién
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de microarreglos, metilacién, copy number, expresion Reverse Phase Protein Array e informacién
clinica que no es de interés para el presente estudio), y también porque la informacion til no estd
estructurada adecuadamente para los modelos a utilizar. A continuacién se describe la metodologia

empleada para la preparacion de la base de datos.

4.1.1 Definicién de variables
4.1.1.1 Variables de respuesta

En el disefio de este trabajo, las variables de respuesta elegidas fueron los parametros clinico-
patoldgicos que se utilizan de rutina en la clasificacion del CE: estadio, grado, subtipo histologico,
e IM. Estos permiten determinar la agresividad de la patologia, segin lo expuesto en la Seccién 2.4
de la Introduccion.

La Tabla 5 representa el disefio tedrico de las variables de respuesta del modelo de anélisis
estadistico, que son los parametros clinico-patolégicos de la enfermedad. Sin embargo, como se
menciond anteriormente, no todas las observaciones del estudio TCGA-UCEC siguen esta estruc-
tura. Por lo tanto, la primera parte del trabajo estadistico consistiéo en adaptar la informacién

disponible al formato requerido para los modelos.

Diseno de variables de respuesta

Variable Tipo Valores
Edad del paciente
P . Discreta Afos de edad del paciente
(al momento del diagndstico)
Sobrevida libre de . . 0: paciente sin evento de recurrencia
. Categérica dicotémica . .
recurrencia (RFS) (estado) 1: paciente con evento de recurrencia
Sobrevida libre de
i ] Discreta Dias hasta el evento de recurrencia
recurrencia (RFS)(tiempo)
Sobrevida total . . 0: paciente vivo
Categérica dicotémica . .
(OS)(estado) 1: paciente fallecido
Sobrevida total
) Discreta Dias hasta el deceso del paciente
(OS) (tiempo)
Grado histolégico . . 0: Glo2
Categérica dicotémica
del tumor 1: G3
Subtipo histologico L. L 0: endometrioide
Categoérica dicotémica o
del tumor 1: no endometrioide
. . . 0: estadio I o II
Estadio del tumor Categoérica dicotémica .
1: estadio IIl o IV
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o . AT 0: <50%
Invasién miometrial Categérica dicotémica
1: >50%

Tabla 5: Diseno de variables de respuesta, al que debe adaptarse la informacién de la base de datos
del estudio UCEC disponible en TCGA (TCGA-UCEC). Cada pardmetro clinico-patoldgico corresponde
a una variable, cuyo tipo y valores fueron asignados en funcién del objetivo del anélisis estadistico.

Los pardmetros de estado del paciente (vivo/muerto) y tiempo de OS y RFS no fueron modi-
ficados, ya que su formato original cumple con la estructura deseable para la base de datos de
este trabajo. Las variables grado histolégico, subtipo histologico y estadio del tumor son original-
mente categoéricas no dicotémicas y fueron convertidas siguiendo los criterios de agrupaciéon de la
Seccién 2.4 de la Introduccion. Se eligieron los niimeros 0 y 1 arbitrariamente para facilitar la pos-
terior manipulacion de la base de datos; y en todos los casos el 1 fue asignado a las caracteristicas

maés agresivas del pardmetro clinico, segin lo descripto en la Secciéon 2.4 de la Introduccién.

o Grado histolégico del tumor: las entradas originales fueron reemplazadas por “0” (G1-2)

y “177 (GB)

¢ Subtipo histolégico del tumor: las entradas de la variable original fueron reducidas a “0”

(subtipos endometrioides) y “1” (subtipos no endometrioides: serosos y mixtos).

« Estadio del tumor: toda la estadificaciéon FIGO (Seccién 2.4.3, Introduccién) se redujo a
“0” (estadios I, TA, IB, II) y “1” (estadios I1I, IITA, IIIB, ITIC, IV, IVA y IVB), segin la

agresividad del tumor.

¢ Invasién miometrial: esta informacién no estd disponible en TCGA, por lo que se deter-
miné a partir del estadio. Los tumores con estadio FIGO IA y IB tienen invasion miometrial

“< 50%” y los demés, “> 50%”. A estos valores corresponden “0” y “1”, respectivamente.

4.1.1.2 Variables de agrupacion

De acuerdo con el disefio del trabajo, las variables de agrupaciéon de los modelos estadisticos
son las mediciones de los niveles de expresiéon de los transcriptos de los genes seleccionados,
donde cada gen corresponde a una variable.

En funcién de los modelos de analisis disponibles, se opté por simplificar esta informacién y

categorizar la expresién génica en dos niveles: aumentada (1) y disminuida (0). Para
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determinar el valor de corte en cada caso se empled el paquete de R mazstat (Mazimally Selected
Rank Statistics), que evalia todos los puntos de corte posibles de la variable continua a categorizar
y utiliza la prueba de logRanks para comparar las dos distribuciones definidas por cada punto
de corte y hallar el que es estadisticamente mas significativo. De este modo, se obtiene un valor de
significancia estadistica (valor p) para cada punto de corte tentativo y se define como punto de
corte 6ptimo de la variable a aquel que ha arrojado un menor valor p en la prueba. A partir del
punto de corte se define en qué muestras la expresién de los transcriptos estd aumentada (es decir,
es mayor al valor hallado con logRanks) o disminuida (es menor). Este enfoque fue presentado por la
herramienta online Cutoff Finder (molpath.charite.de/cutoff) [129] y adoptado por grupos de
investigacién en diversas aplicaciones bioldgicas relacionadas con céncer [130-132] y especialmente
en estudios de expresién génica tumoral [133].

En sintesis, con la informacién de expresiéon en TCGA-UCEC de todos los genes identificados
mediante los estudios bioinformaticos anteriores se evaluaron todos los puntos de corte con la
prueba de logRanks y se conservé aquel con mejor valor p respecto de la variable estado de RFS.
De este modo se obtuvo una lista con los genes seleccionados y un valor p para cada uno. A partir
de lo anterior se descartaron aquellos genes con valor p > 0,05. El método de Kaplan-Meier
fue utilizado para estimar y comparar las curvas de sobrevida asociadas a la expresion aumentada
y disminuida de cada gen con las variables de estado RFS y OS. Por cada gen se obtuvieron dos
curvas de sobrevida con el evento recurrencia y dos con el evento muerte; cada par de curvas fue

graficado en una figura indicando el valor p del punto de corte.

4.2 Estadistica descriptiva

Se llevo a cabo un andlisis exploratorio de la base de datos disenada en la Seccién 4.1, Materiales
y Métodos.

Se realiz6 un histograma con la edad de diagndstico para comprender la distribucién de la varia-
ble. Esto provee informacién sobre la composiciéon y estructura de la poblacién del estudio. Por
otra parte, para las variables categodricas se realizaron graficos de barras y circulares, que permiten
evaluar si las muestras estdn uniformemente distribuidas; lo contrario (es decir, que exista alguna
categorfa con muy poca incidencia o un desequilibrio muy grande entre categorias) podria afectar

los modelos y sus resultados. En particular se graficaron los valores de RFS y OS para visualizar

62


molpath.charite.de/cutoff

Proyecto Final Capitulo 2. Materiales y Métodos

la tendencia global de mortalidad y recurrencia en la poblacién en estudio.

4.3 Modelos de analisis

En las secciones que siguen los términos evento, punto final, resultado y variable de respuesta
se utilizan indistintamente para designar a la informacién contenida en las caracteristicas clinico-
patolégicas del estudio TCGA. Por otra parte, factores de riesgo, variables predictoras o de agru-
pacion 'y exposicion hacen referencia a los niveles de expresion de los transcriptos en las muestras
de TCGA. Los modelos de andlisis seleccionados son OR y el modelo de riesgos proporcionales

de Cox para la estimacién de curvas de sobrevida.

4.3.1 Odds Ratios (OR)

Se efectuaron andlisis de OR e IC con la expresion de cada gen candidato y todas las variables
de respuesta clinicas categéricas dicotémicas. En todos los casos, se consideré “exposicion” a la
expresion aumentada del gen en estudio y “no exposicion” a la expresién disminuida del mismo
gen. Se midio el efecto de la exposicién sobre el “resultado” de un parametro clinico-patolégico, es
decir, la ocurrencia o no del evento mas agresivo de la variable.

Siguiendo un orden asignado a las variables clinico-patoldgicas, se calculé para cada una los OR
e IC correspondientes a todas las variables de agrupacién. Los resultados de la primera ronda
de andlisis, es decir todas las exposiciones comparadas con la ocurrencia del evento de la primera
variable de respuesta, sirvieron para filtrar las variables de agrupacion antes de la segunda ronda.
Asi, sucesivamente, se consiguié un esquema de “cascada” que permitié seleccionar solo aquellos
genes con magnitudes de efecto significativas para todas las caracteristicas clinico-patoldgicas. El
orden de las variables de respuesta en la cascada fue: RFS, OS, subtipo histologico, grado, estadio
e invasiéon miometrial.

A lo largo del anélisis se consideraron como magnitudes de efecto significativas a aquellos casos
con OR perteneciente al intervalo (0,1) U (1,00)%, y con IC dentro del mismo intervalo; esto
es equivalente a aquellos casos con valor p < 0,05. Aquellos genes cuyos niveles de expresién de
transcriptos arrojaron magnitudes de efecto no significativas con algin pardmetro clinico-patologico

fueron descartados del anélisis porque, con un 95% de probabilidad, el OR puede adoptar valores

9En el conjunto de simbologia matematica, U representa la unién de dos intervalos
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iguales a 1 y, por lo tanto, no existir asociaciéon (o efecto) entre la variable predictora y la de

respuesta. La Tabla 6 resume lo anterior.

Interpretaciéon de Odds Ratios

Resultados Interpretacién
OR € (1,00) Asociacién estadisticamente significativa entre el nivel de expresién de los transcriptos del gen y la
IC C (1,00) caracteristica clinico-patologica. La ocurrencia de la categoria méas grave de la variable clinico-

valor p < 0,05 patoldgica es OR (entre IC™ e ICT) veces mayor en pacientes con expresién alta en comparacion

con pacientes con expresién baja. La expresion elevada del gen se asocia a peor prondstico.

OR € (0,1) Asociacién estadisticamente significativa entre el nivel de expresién de los transcriptos del gen y la
IC C (0,1) caracteristica clinico-patologica. La ocurrencia de la categoria méas grave de la variable clinico-
valor p < 0,05 patoldgica es 1/OR (entre IC™ e ICT) veces mayor en pacientes con expresion baja en comparacién

con pacientes con expresién alta. La expresién elevada del gen se asocia a mejor pronéstico.

1 elIC Asociacién estadisticamente no significativa entre el nivel de expresién de los transcriptos del gen.
valor p > 0,05 En el 95% de los casos en un estudio, el OR podria ser igual a 1 y no existir efecto o asociacién
entre la categoria de la variable clinico-patolégica y el nivel de expresién del gen.

No se puede sacar conclusiones sobre la asociacién entre el gen y la caracteristica clinico-patolégica.

Tabla 6: Interpretacion de resultados de Odds Ratio, donde € significa que un valor pertenece a
un conjunto y C indica que se trata de un subconjunto.

4.3.2 Modelo de riesgos proporcionales de Cox
Se llevaron a cabo dos modelos de riesgos proporcionales de Cox:
1. El primero, con el evento de recurrencia y las siguientes especificaciones:
e Variable de estado: RFS (estado)

o Tiempo al evento: RFS (tiempo)

o Covariables: expresién categorizada de los genes resultantes del andlisis de OR, (Sec-

ci6n 4.3.1 del presente capitulo) que cumplen con la hipdtesis de riesgos proporcionales

o Valor de significancia alfa: 0,05
2. El segundo, con el evento de muerte y las siguientes especificaciones:

e Variable de estado: OS (estado)

o Tiempo al evento: OS (tiempo)
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o Covariables: expresién categorizada de los genes resultantes del andlisis de OR, (Sec-

cién 4.3.1 del presente capitulo) que cumplen con la hipétesis de riesgos proporcionales

e Valor de significancia alfa: 0,05

Se utiliz6 paquete de R survival para desarrollar ambos modelos.

Antes de construir los modelos se analizaron las curvas de sobrevida de Kaplan-Meier obtenidas en
la Seccién 4.1.1.2 de Materiales y Métodos para probar el cumplimiento de la hip6tesis de riesgos
proporcionales. Fueron descartados aquellos genes cuyas curvas de sobrevida de individuos con
presencia y ausencia del factor de riesgo, es decir con expresién aumentada y disminuida del gen,
se cruzan o no se comportan de manera similar en el tiempo. Dado que las curvas de Kaplan-
Meier para RFS y OS son distintas, el descarte de genes por no cumplir la hipotesis se realizd
independientemente para ambos modelos. Por lo tanto, la cantidad de covariables de los modelos
no fue necesariamente la misma.

Se trabajaron modelos con eliminacién hacia atras. Esta metodologia comienza con un mo-
delo de todas las covariables y consiste en realizar iteraciones eliminando automaticamente una
covariable en cada iteracién de acuerdo con algin criterio. En este trabajo se adopté el criterio
del efecto menos significativo; esto es, eliminar del modelo aquella covariable con mayor valor p.
El andlisis termina cuando todas las covariables alcanzan el nivel de significancia alfa definido

previamente.

4.3.3 Manejo de errores

Tanto en los andlisis univariados (GEO, logRanks y OR) como en el modelo de riesgos propor-
cionales de Cox se utilizé un valor de significancia estadistica de 0,05. Por lo tanto, aquellos

resultados con valor p menor a 0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

4.4 Rastreo de genes candidatos

En el marco de la investigacion, se considerd que la informacién de HPA podria aportar al anélisis
de los genes candidatos. La seleccién de genes obtenidos del anélisis bioestadistico (Seccién 4,
Materiales y Métodos) fue analizada con esta herramienta (para comprender el proceso de seleccién

de los genes candidatos, remitirse a la Seccién 4.3, Materiales y Métodos) para describir los patrones
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de expresion de los genes seleccionados, identificar aquellos relacionados con cancer o el sistema
reproductor y excluir genes sin suficiente informacién reportada.
A continuacién se describen los principales aspectos tenidos en cuenta sobre el estado del arte

de los genes seleccionados.

e Registros sobre el gen, el ARNm y la proteina, y herramientas para el estudio de
la proteina: fueron de especial interés aquellos genes en los que se encontrara informacién
sobre su localizacién cromosomal, presencia de variantes de splicing del transcripto, niveles
de expresion del transcripto en diversos tejidos del cuerpo humano, datos sobre la expresién
y funciones de la proteina, y alteraciones tanto en el transcripto como la proteina en diversas

enfermedades.

e Asociacién del gen con enfermedades: fueron de interés aquellos genes que se rela-

cionaran con cancer, especialmente con neoplasias en érganos del aparato reproductor.

o Expresiéon del gen en organos reproductores: se buscaron aquellos genes de los que
hubiera informacién sobre su expresion en tejidos de 6rganos reproductores, especificamente

en cuerpo uterino.

e Estudios de expresion de ARN y proteinas: fueron de especial interés los genes con

datos de expresién de ARN y proteinas, tanto en tejidos normales como tumorales.

5 Estudios experimentales

5.1 Cultivo celular
Se realizaron cultivos en monocapa de células epiteliales tumorales de endometrio humano:
o Ishikawa: células de adenocarcinoma de endometrio estadio IA, G1.

e Ishikawa-ETV5: células Ishikawa, transfectadas de forma estable con el factor de trans-

cripcion ETV5.

e Hec-1a: células de adenocarcinoma de endometrio estadio TA, G2.
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e Hecla-GFP-ETV5 (HGE): células Hec-1a transfectadas de forma estable con el factor de

transcripcién factor ETV5.

Las lineas celulares fueron criopreservadas con Dimetil Sulféxido (Sigma) como agente criopreser-
vante en medio de cultivo y almacenadas en tanques de nitrégeno liquido. Una vez descongeladas
siguiendo un protocolo estandar de incubacién en bano de agua a 37°C por 1 minuto, se colo-
caron en un tubo estéril de 15 ml conteniendo medio de cultivo D-MEM (Nunc-Thermo Scientific,
EEUU) suplementado con 10% Suero Fetal Bovino (SFB) y 1% de penicilina/estreptomicina; a
continuacion, las células se centrifugaron durante 5 minutos a 1200 rpm, descartando el sobre-
nadante con el agente criopreservante. Las células se resuspendieron en el mismo medio de cultivo,
y se colocaron en una botella de cultivo estéril y luego en una estufa de cultivo (Forma Scientific,
EEUU) a 37°C en una atmdsfera hiimeda con 5% de COs en aire. Al alcanzar una confluencia del
80%, las células fueron sub-cultivadas utilizando una solucién estéril de Tripsina 0,25% y Acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,025% en Buffer Fosfato Salino (PBS) (Tripsina-EDTA). Al
finalizar este proceso, los cultivos fueron procesados para la preparacién de extractos totales de

proteinas y 4cidos nucleicos.

5.2 Protocolo de extraccion y analisis de ARN

5.2.1 Extraccién y cuantificaciéon del ARN total

Se realizo la extraccion del ARN total para su posterior retrotranscripcién y ensayo de PCR.
El ARN fue extraido a partir de las lineas celulares Ishikawa, Ishikawa-ETV5, Hec-la y HGE,
utilizando el reactivo TRIzol® (Life Technologies-Thermo Fisher Scientific, EEUU) y siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Los pellets de ARN total obtenidos fueron resuspendidos en agua libre de ARNasas y cuantifica-
dos con un espectrofotémetro “NanoDrop® ND1000” (Life Technologies-Thermo Fisher Scientific,
EEUU). Este dispositivo mide la absorbancia de la muestra a una longitud de onda de 260 nm. A
partir del valor de absorbancia calculado por el espectrofotémetro, se determiné la concentracién
de ARN total de cada una de sus muestras, verificando también la relacién de absorbancias 260:280
con el objetivo de determinar la pureza de las preparaciones. Aquellas con relacién de absorbancia

menor a 1, 6 se descartan por estar contaminadas de ADN genémico. Las muestras no contaminadas
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fueron almacenadas a -70°C hasta su uso.

5.2.2 Ensayo de retrotranscripciéon del ARN

Para obtener el ADNc del ARN, se realizé un ensayo de retrotranscripcién del ARN. Para su sin-
tesis se utilizaron 2 ug de ARN total de cada una de las lineas celulares Ishikawa, Ishikawa-ETVS,
Hec-1a, HGE con la enzima transcriptasa reversa “SuperScript™ III” (Life Technologies-Thermo
Fisher Scientific, EEUU). En la mezcla de la reaccién se incluyé: ARN molde, oligodT15, ANTPs
[mezcla de Desoxiadenosina trifosfato (dATP), Desoxitimidina trifosfato (dTTP), Desoxicitosina
trifosfato (dACTP) y Desoxiguanosina trifosfato (dGTP); Life Technologies-Thermo Fisher Scien-
tific, EEUU] y agua destilada estéril, cuyo volumen fue ajustado segin el resto de los componentes
para completar el volumen final de 20 ul. Luego de preparada la mezcla, se calenté 5 minutos
a 65°C en un termociclador Thermo (Life Technologies-Thermo Fisher Scientific), y se incubé al
menos un minuto en hielo. Se agregé el buffer “First Strand” (pH= 8,3), ditiotreitol (DTT) e
inhibidor de ARNasas (RNAseOUT) (Life Technologies-Thermo Fisher Scientific, EEUU). Por 1il-
timo, se agregd la enzima retrotranscriptasa “SuperScript™ III” y se incub6 durante 50 minutos
a 50°C, seguido de 15 minutos a 70°C para inactivar la reaccién enziméatica. En todos los en-
sayos se incluyeron dos controles negativos por reaccién: omisién del ARN y omision de la enzima
retrotranscriptasa.

Para comprobar el correcto desarrollo del protocolo de retrotranscripcion, se amplificé un frag-
mento correspondiente al ARNm de la enzima GAPDH (gen enddgeno), empleando un protocolo

de amplificacién en cadena de la polimerasa PCR a punto final.

5.2.3 Ensayo de PCR a punto final

Para el ensayo de PCR a punto final se utilizé la enzima ADN polimerasa Taql (Life Technologies-
Thermo Fisher Scientific) en un termociclador Thermo (Life Technologies-Thermo Fisher Scientific,
EEUU). Para la reaccién se utilizaron 20 pl de volumen final, 300 nM de cada uno de los nucleéti-
dos libres (dATP, dTTP, dCTP y dGTP; Life Technologies-Thermo Fisher Scientific), una con-
centracién de cada cebador de 1 uM y 0,75U' de la enzima ADN polimerasa Taql. El protocolo

de amplificacién utilizado se describe a continuacién (Tabla 7).

10Unidad de actividad enzimética. Se define como la actividad catalitica responsable de la transformacién de
un pmol de sustrato por minuto en condiciones 6ptimas de la enzima.
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Protocolo de PCR a punto final
Estado T°x tiempo

1 ciclo de:
Desnaturalizacion inicial 94°C x 5 minutos

40 ciclos de tres pasos de:

1. Desnaturalizacién 94°C x 30 segundos
2. Hibridacién o annealing 60°C x 1 minuto

3. Extensién / elongacién 72°C x 1 minuto

1 ciclo de:

Extension final 72°C x 5 minutos

Tabla 7: Protocolo general de amplificacién de fragmentos especificos de los diferentes ARNm
evaluados en este trabajo mediante la técnica de PCR a punto final.

En todos los ensayos realizados se incluyeron dos controles: un control negativo (omisién de
ADNc) y un control positivo de PCR (fuente de ADNc en la que se comprobé previamente la
presencia del fragmento de amplificacién de interés). Una vez finalizado el procedimiento las

muestras fueron almacenadas a -20°C hasta su andlisis.

5.2.4 Electroforesis en geles de agarosa

Luego de completado el ensayo de amplificaciéon por PCR a punto final, se sometieron los produc-
tos obtenidos a electroforesis en geles de agarosa al 2-2,5%, de acuerdo al tamaiio de los productos
a visualizar. Para lograr la concentracion deseada, se disolvié la agarosa en buffer de corrida TBE
[Tris 0,09 M, pH= 8,0; 4cido bérico 0,09 M; EDTA 0,002 M] y se suplementé con Bromuro de
Etidio a una concentracién final de 0,5 pug/ml. Se prepararon las muestras con buffer TBE conte-
niendo el colorante xileno-cianol y un agente densificador, como glicerol. En todas las corridas se
incluyeron mezclas estdndares de peso molecular (PB-L Productos Bio-Légicos, Argentina) para
una correcta estimacion del tamano molecular aparente de los productos amplificados. Las corridas
electroforéticas se realizaron a un voltaje constante de 75V en una cuba electroforética con buffer
TBE. Al finalizar la corrida, se visualizaron las senales correspondientes a los amplicones, en un
sistema de transiluminacion con deteccion en el rango UV gracias a la fluorescencia del Bromuro

de Etidio, agente intercalante del ADN. Se realizé el registro fotografico con una camara digital.
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5.2.5 Ensayo de PCR cuantitativa

Se realiz6 la evaluacién cuantitativa de los niveles de ARNm empleando un protocolo de PCR
en tiempo real con la unidad CFX96 Touch™ (BioRad). Para las reacciones, se utiliz6 la mezcla
preformada “SYBR Green® PCR Master Mix” (Life Technologies-Thermo Fisher Scientific) con-
formada por: stock 2X de una mezcla optimizada del colorante fluorescente “SYBR, Green 1”7, ADN
polimerasa “AmpliTaqGold®”, dNTPs con desoxiuridina trifosfato (dUTP), colorante de referen-
cia pasiva ROX y un buffer optimizado para la actividad de la ADN polimerasa. Se agregaron
300 nM de los cebadores de interés (listados en el Anexo C), 50 ng de ADNc del molde y agua
para completar un volumen final de 25 ul. En todos los casos se utilizé un control negativo de
PCR por reaccién (omisiéon del ADN molde). El protocolo de amplificacién utilizado se describe

en la Tabla 8.

Protocolo de PCR en tiempo real

Estado T°x tiempo

1 ciclo de:

Activacion 95°C x 10 minutos
40 ciclos de dos pasos de:

1. Desnaturalizacién 94°C x 15 segundos

2. Hibridacién + Extensién/elongacién  72°C x 1 minuto

Tabla 8: Protocolo general de amplificacién de fragmentos especificos de los diferentes genes
evaluados en este trabajo mediante la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real.

Al final de cada paso de hibridacién/elongacién de cada ciclo de amplificacién se realizd la
correspondiente medicién de fluorescencia. La fluorescencia es causada por la unién del colorante
“SYBR Green I” al ADN doble cadena.

Se monitored en el equipo de PCR el avance en la deteccién del producto amplificado, midiendo
la variacién de la fluorescencia en cada ciclo, determinando el nivel de fluorescencia umbral dentro
de la fase exponencial de la reaccién o Ct (del inglés Cycle Threshold) correspondiente al nimero
de ciclos que requiere cada muestra para alcanzar dicho umbral. El valor Ct estd directamente
relacionado con la cantidad inicial de molde presente en la reacciéon de PCR, permitiendo estimar
cuantitativamente su cantidad relativa a una muestra control.

Una vez finalizado el ensayo se realizaron curvas de disociacién (curvas de melting), dado que
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siempre que haya moléculas de ADN doble cadena se obtiene una senal, para determinar cuan
especifica es la senal e identificar la presencia de senales provenientes de falsos positivos debidos a
productos de amplificacién de ADN esptireos provenientes de amplicones inespecificos y/o dimeros
de cebadores, entre otros.

Para calcular los niveles de expresion de los transcriptos de todos los genes evaluados se utilizé

la ecuacién 5.2.5. Se utiliz6 GAPDH como gen enddgeno.

Exp = Q_Act donde AC; = C; gen estudio — Cy gen enddgeno (21)

Para determinar la expresion relativa de ciertos transcriptos respecto de una muestra de

referencia se utilizo la ecuacién 5.2.5.

EXp relativa = Z_AACt donde AACt = Act muestra — AC(t referencia (2'2)

5.3 Protocolo de extracciéon y analisis de proteinas celulares

5.3.1 Preparaciéon de extractos proteicos totales

Se lavaron las monocapas celulares dos veces con PBS a 4°C para remover el medio de cultivo y los
suplementos, y las células se recogieron de las placas de cultivo con un cell scrapper y se transfirieron
a un tubo de ensayo, a los que se agregd una solucion tamponada para la lisar las células y
extraer las proteinas. Todos los lisados celulares se prepararon con buffer de extracciéon Radio
Immunoprecipitation Assay (RIPA) (de composicién TrissHCL 20 mM pH = 7,7, NaCl 150 mM,
NP-40 1%, Deoxicolato de sodio 1%), suplementado con un céctel de inhibidores de proteasas
(p-aminobenzamidina 2 mM, fenil metil sulfonil fluoruro PMFS 1 mM, aprotinina 10 ug/ml).
La lisis celular se completé mediante ruptura fisica con jeringa con aguja 22G en hielo. Los
homogenatos proteicos obtenidos se centrifugaron a 13 000 xg durante 30 minutos a 4°C, luego de
lo cual se recuperé la fraccién de sobrenadante; se separo una alicuota para determinar el contenido

de proteinas celulares totales y el resto de la preparacion se conservé a -70°C hasta su posterior
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andlisis.

5.3.1.1 Determinacion de la concentracién de proteinas totales

Para determinar el contenido proteico de los extractos celulares, se llevé a cabo un ensayo de
cuantificaciéon de proteinas con el método de Bradford con un reactivo comercial (BioRad),
siguiendo las indicaciones brindadas por el fabricante.

El ensayo de Bradford es un método espectrofotométrico que permite cuantificar la concentraciéon
de proteinas en el volumen de una muestra. Segun este método, la muestra con proteinas es tratada
con el colorante Comassie Blue G-250, que existe en tres formas: anidénica (coloracién azul),
neutra (verde) y catiénica (roja). En condiciones dcidas, la forma catiénica se convierte en aniénica
que se une a las proteinas presentes en la muestra en estudio. En caso de que no haya proteinas
presentes, la soluciéon conserva un color amarronado. De este modo, la intensidad de luz con
longitud de onda de 595 nm (azul) absorbida por la muestra es proporcional a la concentracién
del complejo proteina-colorante. Las principales ventajas de este ensayo son su sencillez, rapidez
y baja sensibilidad a interferencias de otros compuestos quimicos.

El primer paso del procedimiento consistié en construir una curva de calibracién a partir de
una solucién de Albtimina Sérica Bovina (BSA, del inglés Bovine Serum Albumin) 0,1 mg/ml
(0,1 pg/ul) con concentraciones conocidas y reactivo de Bradford. Se analiz6 la absorbancia a
595 nm de seis diluciones de BSA dentro del rango de determinacién de proteina propio del método
(entre 1y 10 pg/ul) con el lector de placas Thermo Scientific™ Multiskan™ FC Microplate. La
Tabla 9 muestra la composicién de las muestras de la curva de calibracién. Cada muestra se sembré

en tres pocillos de la placa de microtitulacién para promediar los resultados de las mediciones.

Tabla de diluciones para la curva de calibracién
BSA (ng) BSA (ul) HO0 (wl) Total (ul)

0 0 100 100
2 20 80 100
4 40 60 100
6 60 40 100
8 80 20 100
10 100 0 100

Tabla 9: Tabla de diluciones de BSA 0,1 pg/ul para la construccién de la curva de calibracién del
ensayo de Bradford, segin las instrucciones provistas por el fabricante.
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Se aplicé un modelo de regresion lineal sobre la absorbancia media medida de cada muestra
incégnita junto con la concentracién conocida de BSA para obtener la ecuacién de la curva de
calibracién.

Se prepararon 9 muestras incégnitas: dos por cada linea celular (Ishikawa, Hec-la, y ambas
transfectadas con el pldsmido ETV5) y un control positivo (extracto proteico de células de céancer
de ovario humano SKOV3). Para cada una se cre6 una solucién con reactivo de Bradford en una
placa de microtitulacién de 96 pocillos. A partir de la ecuacién de la curva de calibracién, se

calculé la concentraciéon de proteinas en cada muestra de interés.

5.3.2 Obtencién de perfiles proteicos e identificacién de TPX2

Luego de la cuantificacién de extractos proteicos se realizo la técnica de electroforesis en geles de
poliacrilamida seguido de electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa, seguido de incubacién
con anticuerpos especificos para detectar la presencia de las(s) forma(s) proteica(s) de TPX2 en
las muestras de extractos proteicos de células de endometrio humano. A continuacién se describen

los pasos realizados para completar este proceso.

5.3.2.1 Preparacién de muestras

A partir de los extractos proteicos de las 4 lineas celulares de CE de interés obtenidos segin se
indica en la Seccién 5.1 del presente Capitulo, el primer paso consistié en la cuantificacién de
la concentracion proteica de cada extracto empleando el ensayo de cuantificacién de proteinas
con la técnica de Bradford (Seccién 5.3.1.1 de los Materiales y Métodos). De esta manera se puede
determinar la cantidad exacta en volumen del extracto de cada linea celular a colocar en cada
carril del gel.

Se utilizaron volimenes de muestras correspondientes a 30 pg de proteina total del extracto
celular, segin lo calculado a partir del ensayo de Bradford (Capitulo 2, Seccién 5.3.1.1).

La muestra a sembrar fue suplementada con buffer muestra Laemmli [buffer Tris-HCL 60 mM
(pH = 6,8), con Dodecilsulfato sédico (SDS, del inglés Sodium Dodecyl Sulfate) 2%, glicerol 10%,
B-mercaptoetanol 5% y azul de bromofenol 0,01%] hasta llegar al volumen final de 25 pl. Todas las
mezclas proteicas de siembra se incubaron durante 5 minutos a 100 °C para su desnaturalizacion.

Todas las corridas electroforéticas incluyeron mezclas proteicas de estandares de peso molecular
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de origen comercial, de los que se utilizaron 10 yul por carril.

5.3.2.2 Ensayo de electroforesis en geles de poliacrilamida

La electroforesis en gel es una técnica utilizada para separar distintas proteinas en una
muestra segin su peso molecular, dado que las proteinas se mezclan con un detergente que al unirse
les otorga una carga promedio negativa. Se utilizan geles porosos de poliacrilamida (el tamafio
del poro determina el nivel de separacion final de las proteinas; a mayor poro mayor resolucién
de proteina de alto peso molecular) y se definen “carriles” para las distintas mezclas de proteinas
a resolver; se aplican corrientes eléctricas constantes para que las proteinas migren al electrodo
positivo del dispositivo. Como resultado, luego de las corridas electroforéticas, las proteinas se
distribuyen en la matriz de poliacrilamida, siendo las de mayor movilidad (mds cercanas al frente
de corrida) las de menor tamafio molecular aparente.

A partir de las muestras de proteinas preparadas anteriormente, se llevo a cabo en el laboratorio
la electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Se utilizé un gel al
10% ya que es el porcentaje recomendado para detectar el peso molecular de la proteina de interés
TPX2 (86 kDA). La electroforesis se llevé a cabo en el sistema de minigeles Mighty Small SE 250
(Hoefer Inc., EEUU) a 25 mA por gel utilizando buffer de electroforesis [buffer Tris-HCl 25 mM
(pH= 8,3), conteniendo glicina 192 mM y SDS 0,1%].

En la corrida se incluyé como estdandar de peso molecular la mezcla de proteinas: miosina
(200 kDa), S-galactosidasa (116 kDa), fosforilasa b (97 kDa), BSA (66 kDa), ovoalbtimina (45 kDa),
anhidrasa carbénica (31 kDa), inhibidor de tripsina de soja (21,5 kDa), lisozima (14,4 kDa), apro-
tinina (6,5 kDa) (BioRad Protein Broad Range, BioRad, EEUU). Los marcadores de peso mole-
cular son una mezcla purificada de proteinas cuyo peso molecular es conocido y se utilizaron para
verificar si la proteina buscada se encontraba dentro del rango de tamano adecuado.

En todas las corridas se incluy6 el analisis de un extracto de células de cancer de ovario humano
SKOV3 (datos no mostrados). La misma se empleé como control positivo de deteccién de TPX2,
dado que en la literatura se ha descripto la expresiéon de dicha proteina en esa linea celular. La
presencia de TPX2 fue evaluada en extractos proteicos de las lineas Ishikawa, Ishikawa-ETVS,
Hec-1a, HGE. Sobre los perfiles proteicos en los que se evalué TPX2 también se evalué la presencia

de S-tubulina (tamafio molecular aparente: 51 kDa), proteina que se utiliz6 como control interno
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de carga proteica, esperandose una senal similar en la lineas celulares parentales y transfectantes

de ETV5.

5.3.2.3 Western immunoblotting

Una vez finalizada la electroforesis en geles de poliacrilamida, las proteinas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa (Amersham Hybond ECL, GE Healthcare, EEUU) mediante electro-
transferencia a voltaje constante de 100 V durante una hora, empleando buffer Tobwin [Tris 25
mM, glicina 192 mM, metanol 20%], con el dispositivo sumergido en agua con hielo para mantener
la temperatura de la transferencia a 0°C. La membrana sirve como soporte solido para inmovilizar
a las proteinas, facilitando su detecciéon por parte del anticuerpo.

Las membranas fueron tefiidas de manera reversible con solucién de &cido acético 0,5% (v/v)
complementada con 0,2% de colorante Rojo Ponceau S (p/v) para visualizar los perfiles proteicos
ya transferidos e identificar la ubicacién de la siembra, el frente de la corrida y los estdndares
proteicos para la correcta estimacién del peso molecular.

Para detectar la proteina de interés, se realizaron ensayos de inmunorrevelado de las mem-
branas de nitrocelulosa con anticuerpos especificos, utilizando protocolos estandarizados. En
primer lugar, las membranas se sumergieron en solucién de bloqueo de sitios inespecificos, emple-
ando buffer PBS con Tween-20 0,02% (v/v) (PBS-T 0,02%) suplementado con leche descremada
al 10% (p/v) durante 45 minutos a temperatura ambiente en agitacién constante. El objetivo de
la incubacién con la solucién de bloqueo es minimizar la unién de la proteina a sitios de unién
inespecificos de la membrana. Luego fueron incubadas durante una hora a 37°C en presencia del
anticuerpo monoclonal especifico diluido en solucién de bloqueo (anti TPX2 2 ug/ml). Como
segundo anticuerpo, se utilizé el anti-IgG de ratén (Vector Laboratories Inc.) conjugado con pe-
roxidasa de rdbano picante (0,4 pg/ml) en solucién de bloqueo durante una hora a temperatura
ambiente, en agitacion constante. Entre estos pasos, las membranas fueron lavadas tres veces
consecutivas durante 5 minutos cada una con PBS-Tween 0,02%.

Para el revelado de los anticuerpos se utilizo el sistema de quimioluminiscencia “ECL Western
Blotting Detection kit” (ECL, Enhanced Chemiluminescence; GE Healthcare, EEUU), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Se obtuvieron réplicas de tres experimentos.

Las bandas obtenidas en las placas de revelado fueron digitalizadas y la densidad de pixeles fue
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determinada con el programa “Image J” (Wright Cell Imaging Facility, UNHR, Canad4) siguien-
do un protocolo para la cuantificaciéon de la senal (http://www.yorku.ca/yisheng/Internal/
Protocols/ImageJ.pdf). Las densidades de las senales obtenidas para las diferentes proteinas
analizadas se normalizaron empleando las densidades de las senales correspondientes a S-tubulina

reveladas en la misma membrana. El anticuerpo anti S-tubulina fue usado a concentracién 0,5

pg/ml.

5.3.3 Ensayos de inmunocitoquimica de fluorescencia

Las células a evaluar crecieron en monocapas sobre cubreobjetos de vidrio en placas de cultivo
de 6 pocillos (Nunc-Thermo Scientific, EEEU) hasta un 80% de confluencia, como explica la
Seccién 5.1 de este Capitulo. Se retiré el medio de cultivo y se realizaron dos lavados con PBS 1x
duramte 5 minutos cada uno. Las células fueron fijadas con PBS 1x suplementado con 4% de
formaldehido (v/v). Dado que la proteina en estudio posee localizacién perinuclear, las células
fueron permeabilizadas con PBS suplementado con 0,1% de Tritén X-10 (v/v), seguido por el
bloqueo de sitios no especificos con PBS suplementado con 4% de BSA (p/v) por 45 minutos.
La incubacién con el anticuerpo primario o IgG control diluido en PBS, suplementado con 4% de
BSA (p/v), se realizé durante una hora a temperatura ambiente. Se continué con dos lavados de 5
minutos en solucién PBS-T 0,02% para remover el exceso de anticuerpo primario. Luego, se incub6
con el anticuerpo secundario conjugado a fluorocromos por una hora a temperatura ambiente y se
realizaron dos lavados de 10 minutos en solucién PBS-T 0.02%.

El anticuerpo primario utilizado en esta instancia fue anti-TPX2 a 2 ug/ml. Como controles
negativos se utilizaron IgG de ratén purificadas y agregadas a igual concentraciéon que el anticuerpo
primario. Se incubé a las células con 1 ug/ml de Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) en PBS por 5
minutos para la tincién de los ntcleos celulares. Luego de un lavado con PBS, los cubreobjetos se
montaron con solucién Vectashield (Vector Laboratories Inc., EEUU) formulada para prevenir la
calda de la sefial fluorescente.

Se analizaron todos los preparados en un microscopio confocal ldser Nikon C2 (filtros de ex-
citacién: 488 y 544 nm; filtros de emisién: 523-530 y 570-LP nm) o en un microscopio Nikon
equipado para fluorescencia con cadmara acoplada a un programa de captura y procesamiento

de imdgenes (IPLab Scientific Image Processing version 3.06, Scanalytics Inc., EEUU). Las im4-
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genes fueron luego analizadas con el software “Image J” (Wright Cell Imaging Facility, UNHCR,
Canad4), siguiendo el protocolo sugerido para este programa (https://sciencetechblog.files.

wordpress.com/2011/05/measuring-cell-fluorescence-using-imagej.pdf).

7


https://sciencetechblog.files.wordpress.com/2011/05/measuring-cell-fluorescence-using-imagej.pdf
https://sciencetechblog.files.wordpress.com/2011/05/measuring-cell-fluorescence-using-imagej.pdf

Resultados

Biasqueda e identificacion de potenciales biomarcadores

de CE

1 Resultados in silico

Con el objetivo de identificar potenciales biomarcadores de CE, se empleé un algoritmo que
combina herramientas bioinforméaticas de mineria de texto y datos. A continuacién se listan los

pasos seguidos y los resultados obtenidos en cada caso.

1. Se utiliz6 un estudio de transcriptémica con microarreglos de ADN (GEO) para identificar
genes diferencialmente expresados en CE. Se seleccionaron 39 genes con expresion diferencial

para tres parametros clinico-patoldogicos asociados a la agresividad del CE.

2. Se realiz6 una busqueda de genes previamente reportados como asociados a CE (DisGeNET).
Se identificaron 962 genes asociados a CE y dos listas relacionadas a los indices DPI y DSI

(386 y 417 genes, respectivamente).

3. Se realizé un andlisis de priorizacion génica (ToppGene) empleando la lista de genes selec-
cionados en el andlisis de transcriptémica GEO como “lista de prueba” y las dos listas de
genes de DisGeNET como “listas de entrenamiento”. En este punto se desestimaron dos
genes por figurar tanto en la lista de prueba como en las de entrenamiento. Como resul-

tado se obtuvieron dos priorizaciones con 37 genes, cada una correspondiente a una lista de
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entrenamiento (DPI y DSI).

4. Los 37 genes restantes fueron rastreados en un estudio de expresién génica global (TCGA)
y aquellos sin informacién disponible fueron descartados. El resultado fue un listado de 33
genes, que fueron posteriormente evaluados y seleccionados empleando modelos estadisticos
(método de Kaplan-Meier [resultado: 20 genes], OR [resultado: 16 genes] y modelo de riesgos

proporcionales de Cox [resultado: 6 genes]) hasta llegar a una lista de 6 genes.

5. Los genes resultantes del andlisis estadistico fueron identificados en la priorizaciéon génica.
Tres de los 5 genes se encontraron priorizados entre los 10 primeros, por lo que fueron
seleccionados nuevamente; los dos restantes se descartaron a partir de un analisis de rastreo
realizado en el HPA, por no contar con informacién suficiente sobre su expresién proteica y

de transcritos.

Por tanto, se seleccioné un conjunto de tres genes con expresién diferencial en CE que fueron
evaluados en modelos experimentales de CE como ultima etapa del trabajo.
En la Figura 3.1 se presenta un diagrama de flujo del algoritmo empleado para su identificacién.

Las secciones siguientes describen el andlisis realizado en cada paso del proceso.
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GEO

GSE17025

(Seccién 1.1)

TCGA
(Seccién 1.4)
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(Seccién 1.5)

Analisis
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(Seccién 1.6)
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disticamente
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Ranking
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Figura 3.1. Diagrama de flujo de la metodologia empleada en la biisqueda e identificacién
de potenciales de biomarcadores de CE. A partir de los genes expresados diferencialmente en tres
caracteristicas clinico-patolégicas en el estudio GSE17025 (GEO) se realiz6 a) un andlisis estadistico y b)
un andlisis de priorizacién (ToppGene) con genes cuya asociacién con CE fue reportada en la literatura
(DisGeNET). Los resultados de ambos se combinaron y contrastaron con la informacién disponible en
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1.1 Analisis de expresion diferencial

Inicialmente, se realizé un andlisis de expresién génica diferencial empleando el estudio GSE17025
disponible en el repositorio GEO. En la Figura 3.2 se ilustra la metodologia empleada en esta sec-

cién. Las caracteristicas clinico-patolégicas de las muestras analizadas se resumen en la Tabla 10.

Parametros

Estudio
GSE17025

de agrupacién

GEO
Normal vs. CEE vs.
G1-2 vs. G3
Tumoral CENE

(216 genes)

(7 021 genes) (2 393 genes)

v

Lista final
(39 genes)

Figura 3.2. Diagrama de flujo del anilisis de expresién diferencial. Se utilizé la informacién de
expresion de microarreglos del estudio GSE17025 (disponible a través de la plataforma GEO) para
evaluar la expresién diferencial en tres grupos: normal versus tumoral, endometrioide versus no
endometrioide y G1-2 versus G3.
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Caracteristicas clinico-patolégicas

Muestras no tumorales
N %
Endometrio atréfico 12 100%

Muestras tumorales

Estadio N %
I 91 100%
Histologia
Endometrioide 79  86,81%
Seroso 12 13,19%
Grado histolégico

G1 30 32,97%

G2 36 39,56%

G3 25 27.47%

Invasién miometrial
Superficial (<50%) 67  74,44%
Profunda (>50%) 23 25,56%

Tabla 10: Resumen de las caracteristicas clinico-patolégicas de las muestras del estudio
GSE17025, disponible en la plataforma GEO.

Como resultado del anélisis de expresion diferencial se obtuvieron tres listas (Materiales y Méto-
dos, Seccién 1.2). Los genes de cada una de ellas, luego de ser filtrados por valor p (< 0,05) y

eliminar aquellos repetidos, son:

1. Genes diferencialmente expresados entre muestras tumorales versus no tumora-

les: 7 021 genes

2. Genes diferencialmente expresados entre muestras tumorales de tipo CEE versus

CENE: 2 393 genes

3. Genes diferencialmente expresados entre muestras tumorales de G1-2 versus G3:

216 genes

A partir de estas listas, se seleccionaron los genes comunes a todos los grupos mediante un dia-
grama de Venn (Figura 3.3), resultando en una lista de candidatos con un total de 39 genes
(Anexo D). Este andlisis contribuy6 a enfocar la evaluacion en aquellos genes asociados un pronds-

tico mas desfavorable de CE.
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1071

5869 1211

39

42 72

63

Figura 3.3. Diagrama de Venn representando la cantidad de genes diferencialmente
expresados en cada caracteristica clinica del estudio GSE17025. La interseccién representa los
genes comunes a los tres grupos, siendo A genes expresados diferencialmente en tejido tumoral respecto

de no tumoral, B tumores de tipo CEE respecto de CENE y C tumores G1-2 versus G3.

Ademas, se registro la expresion de los 39 genes en el estudio GSE17025 de la plataforma GEO
(Tabla 11) para los tres pardmetros clinicos: tejido tumoral, subtipo y grado histoldgico. En
cada caso se determiné la expresién aumentada o disminuida respecto de la media de los niveles

de expresién de cada gen en todo el estudio. La Tabla 11 muestra los resultados obtenidos.

Expresion diferencial de genes candidatos en GSE17025

Tumoral CENE G3
ACSL5 Disminuida  Disminuida Disminuida
ANAPC4 Disminuida  Disminuida Disminuida
ARSD Disminuida  Disminuida Disminuida
ATAD2 Aumentada Aumentada Aumentada
CCDC160 Aumentada Disminuida Disminuida
CDC20B Aumentada Disminuida Disminuida,
CEP83 Disminuida  Disminuida Disminuida
CREB314 Disminuida  Disminuida Disminuida
DLGAP1-AS1 Disminuida Disminuida Disminuida
DLGAPI1-AS2 Disminuida  Disminuida Disminuida
FAM189A2 Disminuida  Disminuida Disminuida
FOXA2 Disminuida  Disminuida Disminuida
GSTP1 Disminuida  Disminuida Disminuida
HAUSS Aumentada Aumentada Aumentada
HES6 Aumentada Disminuida Disminuida
KIAA1324 Disminuida  Disminuida Disminuida
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KIF7 Disminuida  Aumentada Aumentada
LINCO00261 Disminuida  Disminuida Disminuida
LINCO00261 Disminuida  Disminuida Disminuida
LPCAT?2 Disminuida  Disminuida Disminuida
PALMD Disminuida  Disminuida Disminuida
PCDH7Y Disminuida  Disminuida Disminuida
PDZRN3 Disminuida  Disminuida Disminuida
PGR Disminuida  Disminuida Disminuida
PLEKHHI1 Disminuida  Disminuida Disminuida
PPM1H Disminuida  Disminuida Disminuida
PTCH1 Disminuida  Disminuida Disminuida
SLC25A35 Disminuida  Disminuida Disminuida
SLC47A1 Disminuida  Disminuida Disminuida
SOAT1 Aumentada Disminuida Disminuida
SORBS2 Disminuida  Disminuida Disminuida
SPATAG6 Disminuida  Disminuida Disminuida
TAB2 Aumentada Aumentada Aumentada
TBCEL Aumentada Disminuida Disminuida
TMEMI132A Aumentada Disminuida Disminuida
TMPRSS2 Aumentada Disminuida Disminuida
TPX2 Aumentada Aumentada Aumentada
TRAF3IP2 Disminuida  Disminuida Disminuida
ZDHHC2 Disminuida  Disminuida Disminuida

Tabla 11: Expresion diferencial de los 39 genes seleccionados del estudio GSE17025 para
tres caracteristicas clinico-patolégicas. Se presenta como se comporta la expresién de los genes para
cada una de los grupos estudiados, respecto de su caracteristica menos agresiva: tejido tumoral respecto

de normal (Tumoral), tumores tipo CENE respecto de CEE (CENE) y tumores G3 respecto tumores

G1-2 (G3), respecto de la expresién media del gen en todo el estudio.

1.2 Relevamiento de genes asociados a CE

Con el objetivo de relevar genes asociados a CE se empleé la herramienta DisGeNET. En la
Figura 3.4 se muestra el diagrama de flujo general de la secciéon. En primer lugar se relevaron
los términos de busqueda de enfermedades neoplasicas relacionadas a CE. Los términos hallados,

junto con sus respectivos codigos UMLS CUI, se listan en la Tabla 12.
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25 cédigos UMSL
CUI (Tabla 12)

DisGeNET

962 genes

reportados
Lista DPI Lista DSI
(386 genes) (417 genes)

Figura 3.4. Diagrama de flujo del relevamiento de genes asociados a CE. A partir de 25
términos de busqueda relacionados con enfermedades neoplasicas de CE se obtuvo un listado de 962
genes con GDA reportadas. Este fue filtrado mediante los indices DPI y DSI, resultando en dos listas de
386 y 417 genes, respectivamente.

Términos de busqueda utilizados en DisGeNET

Término de busqueda CUI
Carcinoma In Situ of Endometrium C0346191
Endometrial Adenocarcinoma C1153706
Endometrial Carcinoma C0476089

Endometrial Clear Cell Adenocarcinoma C0279765
Endometrial Endometrioid Adenocarcinoma — C1336905
Endometrial Intraepithelial Neoplasia C1333394
Endometrial Neoplasms 0014170
Endometrial Neoplasm Malignant Metastatic — C0278801
Endometrial Neoplasm Malignant Stage I C0278798

Endometrial Sarcoma 2959547
Endometrial Serous Adenocarcinoma C1336921
Endometrial Squamous Cell Carcinoma C1333396
Endometrial Stromal Sarcoma C0206630
Endometrial Stromal Sarcoma, High Grade (2239246
Endometrial Stromal Tumors C0334695

Endometrial Undifferentiated Carcinoma C1516865
Low Grade Endometrial Stromal Sarcoma C0334486
Malignant Neoplasm of Endometrium C0007103
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Metastatic endometrial carcinoma C0813148
Recurrent Endometrial Cancer C0278802

Serous Endometrial Intraepithelial Carcinoma C1516857
Stage, Endometrial Cancer C0280255

Stage I Endometrial Carcinoma C0813147

Type I Endometrial Adenocarcinoma C1519719
Type II Endometrial Adenocarcinoma C1519714

Tabla 12: Términos de busqueda de DisGeNET, con sus respectivos codigos UMLS CUI. Estos
términos fueron seleccionados por representar todas las enfermedades neoplasicas relativas a CE de la
plataforma.

Todos los términos de la plataforma identificados en la literatura en asociacién a CE fueron
empleados en el andlisis de asociacién gen-enfermedad. Esto tuvo por interés completar un andlisis
amplio y robusto y obtener un listado completo de los genes asociados a la enfermedad. Como
resultado del andlisis se identificé un total de 962 genes.

Tal como se mencioné en la Secciéon 1.1 de Materiales y Métodos, DisGeNET proporciona dos
indices que proveen informacién sobre la especificidad y la cantidad de enfermedades a las que
un gen estd relacionado: DSI y DPI, respectivamente. Estos indices adoptan valores entre 0 y 1,
determindndose un DSI bajo si un gen se asocia a una gran cantidad de enfermedades (definidas
por términos UMSL CUI) y un DPI bajo si se encuentra asociado a pocas clases de enfermedades
(definidas por los términos MeSH). Seguidamente al relevamiento de genes en DisGeNET, se realiz6
el filtrado de la lista de 962 genes identificados segin estos indices. La media aritmética para los
valores de DPI y DSI en la lista fue de 0,624 y 0,547, respectivamente. Dichas medias fueron
utilizadas independientemente como puntos de corte para filtrar la lista preliminar de genes, lo que

resulté en dos listas de 386 y 417 elementos, respectivamente, disponibles en el Anexo E.

1.3 Priorizaciéon génica y analisis de enriquecimiento funcional

La lista de 39 genes diferencialmente expresados en el estudio GSE17025 representa una primera
aproximacién a la seleccién de biomarcadores tumorales de CE. A continuacién se emple6 la herra-
mienta ToppGene (Seccién 1.3 de Materiales y Métodos) para la priorizacién génica y el andlisis
de las vias de senalizacion y procesos biolégicos representativos de los genes en la lista a fin de

determinar de qué modo los genes de expresién diferencial seleccionados a partir del muestreo GEO
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se relacionan con los ya reportados en la literatura e identificados con la herramienta DisGeNET.

En la Figura 3.5 se resume el procedimiento.

Test set
(386 y 417

genes)

Training
set
(37 genes)

ToppGene

Genes Genes

priorizados priorizados

por DSI por DPI

por ponderacién

Genes
priorizados

Figura 3.5. Diagrama de flujo de la metodologia empleada en la priorizaciéon génica con
ToppGene. Se utilizdé como training set el listado de 39 genes obtenido luego del analisis de expresién
diferencial, al que luego se le eliminaron los genes ATAD2 y KIAA1324 por ya estar reportados en ambos
test sets. Dado que se realizaron dos priorizaciones, se utilizaron como test sets las listas obtenidas luego
del relevamiento de genes asociados a CE: la lista filtrada por DPI (386 genes) y la filtrada por DSI (417
genes). Como resultado, se obtuvo una lista de genes ordenados segtin un ranking final que surge como el
promedio de cada ranking particular.

{ Ranking final }

La comparacién de los genes de la Seccién 1.1 de este capitulo (como lista de prueba a priorizar)
con los de las dos listas filtradas por DPI y DSI de la Seccién 1.2 del mismo capitulo (como listas
de entrenamiento) dio como resultado dos priorizaciones distintas. En otras palabras, por cada
gen de los 39 inicialmente listados en el Anexo D se obtuvieron dos posiciones en la priorizacion,
una segin la similitud con los genes de la lista de DPI y otra segtin DSI (Tabla 13). En ambos
casos, la posicién de cada gen estd dada por la significacion estadistica de la comparacion efectuada

por ToppGene. En este punto es importante aclarar que la lista final contiene un nimero menor
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de genes que los inicialmente contrastados, dado que se identificaron genes en ambas listas (DSI
y DPI) repetidos en la lista de entrenamiento (DisGeNET). De este modo, los genes ATAD2 y
KIAA1324, ya reportados como asociados a CE, fueron excluidos. Como muestra la Tabla 13, se

calcul6 el promedio de estos resultados para el ranking final.

Resultados de la priorizacion génica en ToppGene

Gen Posicion Posicion Promedio Posicion
DPI DSI Final
PGR 2 1 1,5 1
PTCH1 1 3 2 2
FOXA2 3 2 2,5 3
SOAT1 5 6 5,5 4
TPX2 6 5 5,5 4
TMPRSS2 7 4 5,5 4
HES6 4 8 6 5
SORBS2 8 7 7,5 6
PCDHT7 11 9 10 7
TAB2 10 11 10,5 8
ACSL5 9 15 12 9
GSPT1 12 12 12 9
PALMD 15 10 12,5 10
TRAF3IP2 13 16 14,5 11
CREB3L4 17 14 15,5 12
TMEM132A 19 13 16 13
SPATAG 16 20 18 14
ARSD 14 24 19 15
PPM1H 20 18 19 15
PDZRN3 18 21 19,5 16
ZDHHC2 23 17 20 17
ANAPC4 22 19 20,5 18
KIF7 21 23 22 19
LPCAT?2 25 22 23,5 20
HAUSS 26 27 26,5 21
TBCEL 28 26 27 22
SLC25A35 24 31 27,5 23
CEPS83 27 28 27,5 23
FAMI189A2 31 25 28 24
PLEKHH1 30 30 30 25
SLC47A1 29 32 30,5 26
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CDC20B 32 29 30,5 26
CCDC160 33 33 33 27
CCDC160 34 34 34 28

DLGAP1-AS2 35 36 35,5 29
DLGAP1-AS1 36 35 35,6 29
LOC100129098 37 37 37 30

Tabla 13: Resultados de la priorizacién génica con ToppGene. En la segunda columna se
observa la posicién de cada gen al ser priorizado con la lista de DisGeNET filtrada por DPI. En la
tercera, al ser priorizado con el listado filtrado por DSI. A continuaciéon se muestra el resultado del
promedio de ambas posiciones. Por tltimo, la columna ‘Posicion Final’ enumera los 37 genes de acuerdo
con el promedio anteriormente calculado (los genes con igual promedio se encuentran en la misma
posicién). Dos de los genes fueron excluidos durante el andlisis de priorizacién por encontrarse en la lista
de genes asociados a CE.

Respecto del enriquecimiento funcional, el analisis con ToppGene demostré que los genes prio-
rizados se asocian a 1419 términos GO. En las Tablas 14 y 15 se describen los 15 términos GO
mas representativos para el conjunto de genes previamente priorizados con cada una de las listas

de entrenamientos (por DPI y DSI), asi como el valor p y FDR B&H! asociados.

GO: Funcién Molecular

ID Nombre valor p FDR B&H
1 GO:0003682 chromatin binding 3,88e-08 4,07e-05
2 GO:0003690 double-stranded DNA binding 2,18e-06 1,15e-03
3  GO:0005102 signaling receptor binding 7,54e-06 2,64e-03
4 GO:0044212  transcription regulatory region DNA binding  2,37e-05 6,00e-03
5 GO:0001067 regulatory region nucleic acid binding 2,86e-05 6,00e-03

GO: Proceso biolégico

ID Nombre valor p FDR B&H
1 GO:0048608 reproductive structure development 6,11e-11 1,24e-07
2 GO:0042127  regulation of cell proliferation 6,53e-11 1,24e-07
3  GO:0061458  reproductive system development 7,88¢e-11 1,24e-07
4  GO:0022414  reproductive process 1,18e-10 1,24e-07
5 GO:0000003 reproduction 1,26e-10 1,24e-07

GO: Componente celular

ID Name valor p FDR B&H
GO:0005667 transcription factor complex 9,43e-02 4,00e+01
GO0:0044427  chromosomal part 1,82¢-01 4,00e+01
GO0:0016327  apicolateral plasma membrane 2,92e-01 4,00e+01

L False Discovery Rate (FDR, por sus siglas en inglés) es un método de conceptualizacién del error de tipo I para
hipdtesis nulas de multiples comparaciones, calculado con el procedimiento Benjamini-Hochberg (B&H)
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4  GO:0043513
5 GO:0000785

4,00e+01
4,06e+01

inhibin B complex 3,12e-01

chromatin 4,02e-01

Tabla 14: Principales términos GO (segin funcién molecular, proceso biolégico y componente

celular) asociados a la lista de genes priorizados por DPI.

GO: Funcién molecular

ID Nombre valor p FDR B&H
1 GO:0003682 chromatin binding 3,76e-07 4,04e-04
2 GO:0018748 iprodione amidohydrolase activity 9,07e-06 5,13e-04
3  GO:0034882  cis-aconitamide amidase activity 9,07e-06 5,13e-04
4  GO:0043747 N2-acetyl-L-lysine deacetylase activity 9,07e-06 5,13e-04
5 GO:0034573  didemethylisoproturon amidohydrolase activity 9,07e-06 5,13e-04

GO: Proceso biolégico

ID Nombre valor p FDR B&H
1 GO:0009967 positive requlation of signal transduction 1,11e-09 3,47e-06
2 GO:0071495  cellular response to endogenous stimulus 2,54e-09 3,47e-06
3 GO:0023056 positive regulation of signaling 3,22e-09 3,47e-06
4 GO:0042127  regulation of cell proliferation 3,62e-09 3,47e-06
5 GO:0010557 positive requlation of macromolecule 4,05¢-09 3 476-06

biosynthetic process
GO: Componente Celular

ID Nombre valor p FDR B&H
1 GO:0000785 chromatin 7,36e-04 4,01e-01
2 GO:0044427  chromosomal part 1,81e-03 4,93e-01
3 GO:0005694 chromosome 4,18e-03 7,59e-01
4  GO:0043511  inhibin complex 6,93e-03 9,44e-01
5 GO:0016327 apicolateral plasma membrane 2,24e-02 2,45e+00

Tabla 15: Principales términos GO (segtin funcién molecular, proceso biol6gico y componente
celular) asociados a la lista de genes priorizados por DSI.

En las Tablas 16 y 17 se enumeran las vias de senalizacién més representadas en el conjunto

de genes priorizados (para las listas de DPI y DSI), junto con el valor p, FDR B&H y los genes

correspondientes a cada via.

Vias de senalizacion

ID Nombre valor p FDR B&H Genes
82940 Steroid hormone biosynthesis 6,45e-06 8,78e-03 58
1268754  Glycoprotein hormones 1,20e-04 8,14e-02 12
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3 1268753  Peptide hormone biosynthesis 3,74e-04 1,55e-01 14

4 852705 MicroRNAs in cancer 4,55e-04 1,55e-01 299

5 790011 Ovarian steroidogenesis 1,83e-03 4,97e-01 50

6 1270046  Metabolism of steroid hormones 6,75e-03 1,53e+-00 32
Steroid hormone biosynthesis, cholesterol

7 413396 1,26e-02 2,44e+00 3
=>prognenolone =>progesterone

8 413376 Chondroitin sulfate degradation 1,83e-02 3,10e+4-00 8
TFAP2 (AP-2 il lates t ip-

9 1427841 (AP-2) family regulates transerip- ) o7 00 3 430100 16
tion of growth factors and their receptors

10 1269973  Hyaluronan metabolism 3,15e-02 3,99e+-00 17

Tabla 16: Vias de sefnalizacion mas representativas de los genes priorizados con la lista
DPI. La columna Genes ofrece un hipervinculo al listado de genes del training set asociados a cada via
de sefializacién. Fuentes: KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), REACTOME y Pathway

Interaction Database.
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Vias de senalizacion

ID Nombre valor p FDR B&H Genes
1 1268754  Glycoprotein hormones 7,15e-08 1,10e-04 12
1268753  Peptide hormone biosynthesis 4,15e-07 3,18e-04 14
82940 Steroid hormone biosynthesis 1,86e-04 9,51e-02 58
TFAP2 (AP-2) family regulates transcrip-
4 1427841 1,65e-03 6,31e-01 16

tion of growth factors and their receptors

Transcriptional requlation by the AP-2

5 1427839 5,97e-03 1,83e+4-00 40
(TFAP2) family of transcription factors

6 852705  MicroRNAs in cancer 7,77e-03 1,99e+00 299

7 413376  Chondroitin sulfate degradation 2,63e-02 5,76e+00 8
Signali t diated by HDAC

8 137997 O ShANNs CVENIS IMEAIAed by 4,056-02  7,53e-+00 66
Class 1

9 413375  Dermatan sulfate degradation 4,64e-02 7,53e+4-00 9

10 1269973  Hyaluronan metabolism 4,91e-02 7,53e+00 17

Tabla 17: Vias de senalizacién mas representativas de los genes priorizados con la lista DSI.
La columna Genes ofrece un hipervinculo al listado de genes del training set asociados a cada via de
sefializacién. Fuentes: KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), REACTOME y Pathway

Interaction Database.

1.4 Rastreo de genes en TCGA

El siguiente paso fue la realizacién de un andlisis estadistico, que involucré la evaluacién de los
genes previamente identificados con informacién clinico-patolégica proveniente del estudio de ex-
presion génica global Uterine Corpus Endometrioid Cancer de TCGA (TCGA-UCEC). Del mismo
modo en que en la priorizacién génica dos genes fueron excluidos del anélisis por haberse identifi-
cado que habian sido reportados en la literatura, se eliminaron de la lista de los genes diferencial-
mente expresados de GEO aquellos sin informacién disponible en el estudio de secuenciacién global
de TCGA. Los genes eliminados del listado por este motivo fueron DLGAP1-AS1, DLGAP1-
AS2, LINC00261 y LOC100129098.

Por tanto, de los 39 genes inicialmente identificados en la Secciéon 1.1 del presente capitulo, el

listado se redujo a 33 genes. La Tabla 18 presenta la lista de los genes resultantes.
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Genes candidatos

Gen Nombre del gen

ACSL5 acyl-CoA synthetase long chain family member 5
ANAPC4 anaphase promoting complex subunit 4

ARSD arylsulfatase D

CCDC160 coiled-coil domain containing 160

CDC20B cell division cycle 20B

CEPS83 centrosomal protein 83

CREB3L4 cAMP responsive element binding protein 3-like 4
FAM189A2 family with sequence similarity 189 member A2
FOXA2 forkhead box A2

GSPT1 G1 to S phase transition 1

HAUSS HAUS augmin like complex subunit 8

HES6 hes family bHLH transcription factor 6

KIF7 kinesin family member 7

LPCAT2 lysophosphatidylcholine acyltransferase 2
PALMD palmdelphin

PCDHT7 protocadherin 7

PDZRN3 PDZ domain containing ring finger 3

PGR progesterone receptor

PLEKHH1 pleckstrin homology, MyTH4 and FERM domain containing H1
PPM1H protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent 1H
PTCH1 patched 1

SLC25A35 solute carrier family 25 member 35

SLC47A1 solute carrier family 47 member 1

SOAT1 sterol O-acyltransferase 1

SORBS2 sorbin and SHS domain containing 2

SPATAG6 spermatogenesis associated 6

TAB2 TGF-beta activated kinase 1 (MAP3K?7) binding protein 2
TBCEL tubulin folding cofactor E like

TMEM132A transmembrane protein 132A

TMPRSS2 transmembrane serine protease 2

TPX2 TPX2 microtubule nucleation facto

TRAF3IP2 TRAFS3 interacting protein 2

ZDHHC?2 zinc finger DHHC-type containing 2

Tabla 18: 33 genes candidatos. Fueron obtenidos a partir de la comparacién de las tres listas de
expresiéon diferencial de GEO, eliminando aquellos que ya se encontraban reportados en la literatura
(ATAD2 y KIAA1324) y aquellos sin informacién en el estudio de secuenciacién global de TCGA
(DLGAP1-AS1, DLGAP1- AS2, LINC00261 y LOC100129098).
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1.5 Preparacion y analisis exploratorio de la base de datos

Previo al analisis estadistico de la informacién gendmica sobre los 33 genes seleccionados segun
se detalla en las secciones anteriores, fue necesario llevar a cabo el diseflo de la base de datos (ver
Materiales y Métodos, Seccién 4.1). Se utilizé la informacién disponible en el repositorio TCGA
del estudio TCGA-UCEC a través de la plataforma Xena, por contar con una interfaz optima
para realizar la seleccién de la informacion. La descarga de la informacién de TCGA-UCEC y el
diseno estadistico resultaron en una base de datos de 514 registros (correspondientes a muestras
de pacientes con CE), 8 variables de respuesta (estado de RFS, tiempo de RFS, estados de OS,
tiempo de OS, grado y subtipo histoldgico, estadio del tumor e invasién miometrial) y 33 variables
de agrupacion correspondientes a los niveles de expresion de transcritos de cada gen en estudio.

El siguiente paso fue el analisis exploratorio de la base de datos mediante estadistica descriptiva.

La Tabla 19 resume las caracteristicas clinico-patolégicas de las pacientes del muestreo analizado.

Caracteristicas clinico-patolégicas

N %
Estadio
I 325 63,23%
11 54 10,51%
111 117 22,76%
v 18 3,50%

Subtipo histolégico
Endometrioide (CEE) 391  76,07%

Seroso 103 20,04%
Mixto 20 3,89%
Grado histolégico

G1 94 18,29%
G2 118 22,96%

G3 293 57%

Grado alto 9 1,75%

Invasién miometrial

<50% 299  58,17%
>50% 215  41,82%
Edad (afos) 63,73 £10,91

Tabla 19: Caracteristicas clinico-patoldgicas del estudio TCGA-UCEC, con la cantidad de
muestras de cada categoria (‘N’) y la proporcién de esas muestras sobre el total (‘%’).
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El analisis revel6 que la edad al momento del diagndstico presenta una distribuciéon normal,
con una media de 63,7 anos y un desvio estandar de 10,9 anos. La edad de deteccién minima es
31 anos y la maxima, 90. La mediana es 63 anos y su similitud a la media refuerza la normalidad

de la distribuciéon. La Figura 3.6 muestra un histograma de edades al momento del diagndstico.

. |||||||||||||||‘||||‘||||“||“““h“‘hlﬂmhd|
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N = 514 pacientes

Figura 3.6. Histograma de edades al momento del diagnéstico para pacientes del estudio
TCGA-UCEC (514 observaciones). Se observa mayor incidencia de diagnéstico en mujeres entre 55 y
70 afios de edad; esto es coherente con la mayor incidencia de CE en mujeres postmenopausicas.

La variable edad guarda relacién con el estado menopausico de las pacientes. Las muestras del
estudio representan 31 casos en estado premenopéusico (menos de 6 meses desde el tltimo periodo
menstrual, sin ooforectomfia previa y sin reemplazo de estrégeno), 19 en estado perimenopdusico
(entre 6 y 12 meses desde el tltimo perfodo menstrual), 417 en estado postmenopausico (més de
12 meses desde el ultimo periodo menstrual sin histerectomia previa o con ooforectomia bilateral
previa) y 47 de estado indeterminado, es decir, sin caracterizar. La Figura 3.7 representa grafi-
camente lo anterior y deja en evidencia un sesgo en el estudio ya que una fraccién mayor al 80%

de las muestras proviene de pacientes postmenopausicas.
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Figura 3.7. Representacién de estado menopdusico al momento del diagnéstico para
pacientes del estudio TCGA-UCEC. De 514 muestras, mas de 400 corresponden a pacientes
postemopdausicas (~80%), resaltando a esta caracteristica como factor de riesgo de la enfermedad.

En TCGA-UCEC, la variable estadio presenta 12 niveles que se corresponden con los de la
Tabla 4. Estos fueron agrupados en cuatro categorias (estadio I, I, IIT y IV) para facilitar la
interpretacién de la informacion. La Figura 3.8 presenta un grafico circular con el porcentaje
correspondiente a cada una. A simple vista se nota mayor presencia de estadios tempranos, que
alcanzan cerca del 75% del total de muestras. Del porcentaje restante, el estadio IV es el menos

representado en el estudio (4%).
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Estadio

Estadio |
I Estadio Il
B Estadio 1l
I Estadio IV

Figura 3.8. Representacién de estadios de CE en el estudio TCGA-UCEC. Cerca de dos
tercios de las muestras tumorales analizadas en el estudio corresponden a estadio I, un cuarto a estadio
111, 10% a estadio II y menos del 5% a estadio IV. Esto indica un sesgo en el estudio hacia estadios
tempranos.

De acuerdo al subtipo histolégico y segin lo expuesto en la Seccién 2.4.1 de la Introduccion,
el CE puede clasificarse en CEE (tipo I) y CENE (tipo II). Entre los tumores CENE se distinguen,
a su vez, los subtipos serosos, mucinosos, de células claras y mixtos. El estudio TCGA-UCEC
describe solamente muestras de CEE, CENE mixto y CENE seroso y en las proporciones que
presenta la Figura 3.9. Nuevamente queda evidenciado el marcado desbalance en el estudio, con
mayor cantidad de casos de subtipo CEE, el menos agresivo de los tres. El subtipo CENE seroso

representa un quinto de todas las muestras, mientras que el mixto menos del 5%.
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Subtipo
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Figura 3.9. Representacién de subtipos histolégicos de CE en el estudio TCGA-UCEC. Mas
del 75% de las muestras analizadas en el estudio son de CEE, y las restantes, de tumores CENE,
principalmente serosos. Nuevamente se observa un marcado desbalance en el estudio, en este caso con
preponderancia de la caracteristica menos agresiva.

Como ilustra la Figura 3.10, la representacién de cada grado histolégico de las pacientes
con CE en el estudio clinico es: 59% de tumores G3, 23% de tumores G2 y 18% de tumores Gl1.
A diferencia de las caracteristicas clinico-patolégicas anteriores, donde los rasgos menos agresivos
presentan mayor incidencia, en este caso se observa un predominio de muestras de G3. Para
continuar el andlisis, la Figura 3.11 presenta una grafica de barras de los estadios en estudio
(nuevamente, agrupados en estadio I, II, IIT y IV) donde los colores de la leyenda indican la
cantidad de muestras de cada grado. De este modo se puede notar que la mayor parte de los casos
de bajo grado (G1 y G2) pertenecen al estadio I, mientras que las muestras en estadios II, IIT y IV
son predominantemente tumores G3. En otras palabras, los estadios més avanzados corresponden
mayoritariamente a tumores de grado alto y, por lo tanto, muy agresivos. Por otra parte, en las

muestras de estadio I se distribuyen més equitativamente los grados bajos (Gl y G2) y alto (G3).
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Figura 3.10. Representacién de grados histolégicos de CE en el estudio TCGA-UCEC. Mas

de la mitad de las muestras corresponden a tumores G3, aproximadamente un cuarto a tumores G2 y las

restantes, a tumores G1. De este modo se puede notar que el estudio presenta un sesgo hacia los grados
mas agresivos.
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Figura 3.11. Cantidad de muestras por estadio y grado histolégico en el estudio
TCGA-UCEC. Cantidad de pacientes con G1, G2 y G3 para cada estadio (I, II, III y IV) en el estudio.

De los casos analizados, 76 fallecieron en el periodo de seguimiento del estudio sin informa-

cién disponible al respecto (el motivo de la muerte es desconocido). Por otro lado, 85 pacientes
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presentaron recurrencia durante el estudio, siendo el tiempo medio de recurrencia de 826 dias.

1.5.1 Categorizacion de las variables de agrupaciéon

Para cada gen en estudio se definié un punto de corte en los niveles de expresién de transcritos,
siguiendo la metodologia expuesta en Materiales y Métodos, Secciéon 4.1.1.2. De este modo, a
partir de los niveles de expresion de cada gen en las muestras del estudio TCGA-UCEC y la
variable estado de RF'S se aplicé la prueba de logRanks sobre cada posible punto de corte para
encontrar aquel que maximiza la diferencia entre las curvas de sobrevida para expresién aumentada
y disminuida del gen. De esta forma, se obtuvo un valor p para el punto de corte 6ptimo de cada
gen. La Tabla 20 muestra la definicién del valor de corte de cada gen y el valor p asociado.

Una vez encontrados los puntos de corte, los niveles de expresion de cada gen en cada muestra
del estudio se categorizaron en expresién “aumentada” o “disminuida” de acuerdo a si los valores
de expresién son superiores o inferiores a los puntos de corte de la Tabla 20, respectivamente. A
continuacion se descartaron aquellos genes con valor p mayor a 0,05 dado que la categorizacién
no se considera estadisticamente significativa. De esta manera se seleccionaron 18 genes. El
Anexo F muestra las curvas de sobrevida obtenidas mediante Kaplan-Meier para la expresién
aumentada y disminuida de estos genes con la variable RFS (36 curvas en 18 figuras) y OS (36

curvas en 18 figuras).
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Puntos de corte de cada gen

Gen Punto de corte Valor p
PGR 10,22 1,04e-06
TPX2 11,06 3,27e-06
FAM189A2 6,593 5,41e-06
TMPRSS2 8,57 5,96e-05
TRAF3IP2 9,54 6,45e-05
SLC47A1 8,90 1,06e-04
PTCH1 8,12 1,41e-04
SLC25A35 7,63 2,52e-04
ARSD 11,250 3,84e-04
ANAPC4 9,17 4,413e-04
SORBS2 9,82 2,66e-03
PLEKHH1 9,505 3,72e-03
LPCAT?2 7,96 6,75e-03
ACSL5 10,590 7,96e-03
PALMD 8,831 1,08e-02
TAB2 10,4 1,48e-02
GSPT1 11,04 2,2e-02
PDZRN3 7,93 2,42e-02

Tabla 20: Puntos de corte en los niveles de expresiéon de transcritos de los 18 genes
seleccionados. Se utilizé el método de logRanks y la informacién de TCGA-UCEC sobre expresiéon
génica y estado de RF'S de todas las pacientes. Los genes con puntos de corte no significativos fueron

excluidos del andlisis.

1.6 AnaAlisis estadistico

A continuacién se detallan los resultados del andlisis estadistico realizado sobre la base de datos
del estudio TCGA-UCEC, con el objetivo de identificar los genes mas prometedores como biomar-

cadores de CE. La Figura 3.12 esquematiza la metodologia y los resultados de esta etapa.
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Informacién o2
Seleccién

clinica

de 33 genes
TCGA

Maxstat
(logRanks):
18 genes (Tabla 20)

|

Odds-Ratios Curvas de
(“cascada”): 15 Kaplan-Meier:
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Figura 3.12. Diagrama de flujo de la preparacion de la base de datos de TCGA-UCEC y el
analisis estadistico. Se tomé la lista de 33 genes obtenida a partir del anélisis de expresion diferencial
(sin los cuatro genes reportados en TCGA) en conjunto con la informacién clinica del estudio
TCGA-UCEC. Se categorizo la base de datos con el paquete maxstat de R (prueba de logRanks) para
luego medir la fuerza de asociaciéon de cada gen con las caracteristicas clinico-patoldgicas de interés con
los OR. Por dltimo, se realizaron dos modelos de regresiéon de Cox, uno con la variable de respuesta OS y
otro con la variable de respuesta RFS. Los genes resultantes de cada andlisis se cotejaron con la
priorizacién génica de ToppGene y la informacién disponible en HPA para terminar de definir el listado
de genes para los estudios in vitro.

1.6.1 Odds Ratios (OR)

Para medir la “fuerza” de asociacion de cada gen con las caracteristicas clinico-patologicas de
interés, se realizé el cdlculo en “cascada” de Odds Ratios (OR) para las siguientes caracterfs-
ticas clinico-patolégicas: RFS, OS, histologia, grado, estadio e IM. Los detalles de como se calcula

esta medida de asociacién se encuentran en la Seccion 4.3.1 de Materiales y Métodos.
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Fueron descartados del andlisis aquellos genes sin asociacién significativa (valor p o IC no sig-
nificativos, ver Tabla 6) con al menos un pardmetro clinico-patolégico. De este modo, los genes
PDZRN3, GSPT1 y TAB2 quedaron excluidos del estudio por no asociarse significativamente con
estadio, grado y RFS, resultando en la seleccion de un total de 15 genes con medidas de efecto sig-
nificativas sobre las caracteristicas clinico-patoldgicas estudiadas (Figura 3.13). En el Anexo G
se listan los valores obtenidos para cada gen y todas las caracteristicas clinico-patologicas.

Ademas de analizar si el efecto de la variacién en la expresion de los genes sobre los pardme-
tros clinicos es significativo, el calculo de OR permite determinar si es la expresion aumentada
(sobreexpresién) o disminuida (subexpresion) de cada gen se asocia a tumores con caracte-
risticas agresivas. En otras palabras, en algunos casos una menor expresion de los transcritos de
interés se asocia con condiciones favorables como ausencia de recurrencia, subtipo histolégico CEE,
bajo grado, estadio temprano e IM superficial, mientras que en otros casos sucede lo contrario. A
partir del andlisis de OR se determina que los genes que se subexpresan (es decir que para la
poblacién en estudio y de acuerdo a cémo se definieron las variables de respuesta, la menor expre-
sién de estos transcritos se asocia a un tumor mds agresivo) son: ACSL5, ANAPC4, ARSD,
FAM189A2, LPCAT2, PALMD, PGR, PLEKHH1, PTCH1, SLC25A35, SLC47A1,
SORBS2, TMPRSS2 y TRAF3IP2. TPX2 es el tinico gen que se sobreexpresa en todas las
etapas de la cascada, es decir que la expresién aumentada del transcrito esté asociada a caracteris-

ticas clinico-patologicas més agresivas.
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Figura 3.13. Representacion de los resultados del andlisis de OR para la selecciéon de 18
genes. Se evaluaron las caracteristicas clinico-patolégicas RFS, OS, subtipo (‘Histologia’) y grado
histolégico, estadio e IM para cada gen. El esquema representa en verde aquellos genes con medidas de
efecto significativas en todas las instancias. En rojo se presentan aquellos genes que no arrojaron
resultados estadisticamente significativos para la primera caracteristica comparada (GSPT1 y TAB2) y
en amarillo aquel gen que presento resultados estadisticamente significativos para todos los pardmetros
clinico-patolégicos excepto el ultimo (PDZRN3). Se ilustra también en qué etapa de la cascada fueron
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1.6.2 Modelo de riesgos proporcionales de Cox

Por ultimo, se realizaron dos andlisis multivariados de regresién de Cox para identificar variables
predictoras independientes de prondstico en CE: uno para la variable de estado RFS y otro para
OS. En ambos casos se partié de los niveles de expresion categorizados de los 15 genes resultantes
del andlisis de OR como variables independientes. Para definir las covariables de cada modelo
se prob6 la asuncién de riesgos proporcionales. Con este fin se compararon las curvas de
sobrevida de expresién aumentada y disminuida de los genes; fueron descartados como covariables
del modelo aquellos genes cuyas curvas se cruzan o no mantienen un comportamiento similar en
el tiempo. De este modo, para el modelo de Cox con RFS todos los genes fueron considerados
como covariables en el primer paso, mientras que para el modelo de Cox con OS se considerd que
11 de 15 genes cumplen la asuncién. Las curvas de Kaplan-Meier de ANAPC4, ARSD, LPCAT2
y PLEKHHI no garantizan que el riesgo de la exposicién (ya sea aumentada o disminuida) sea
constante en el tiempo (Figura 3.14), por lo que estos genes no fueron incluidos como covariables

del modelo.
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Figura 3.14. Curvas de sobrevida de los genes que no cumplen la hipétesis de riesgos
proporcionales del modelo de Cox. Las curvas de expresiéon aumentada (rosa) y disminuida
(celeste) de ANAPCA4 (arriba izq.) y PLEKHH1 (arriba der.) se cruzan, por lo que la proporcién entre
ambas curvas invierte su signo. En el caso de ARSD (abajo izq.) y LPCAT2 (abajo der.) el par de
curvas no mantiene un comportamiento similar en el tiempo, por lo que la proporcién no es constante.

Se construyeron dos modelos de riesgos proporcionales de Cox con eliminaciéon hacia atras como
describe la Seccion 4.3.2, Materiales y Métodos. Como resultado se obtuvieron dos grupos de
genes predictores a partir de varios pasos en cada modelo. Todos los pasos para ambas variables
clinico-patolégicas se exponen en el Anexo H.

Tras el andlisis de riesgos proporcionales de Cox con la variable de estado RFS se obtuvieron

los siguientes resultados:

« TPX2: b =0,62, HR = 1,86, valor p = 0,015
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« PTCH1: b =-0,6, HR = 0,55, valor p = 0,013
« TMPRSS2: b =-0,66, HR = 0,52, valor p = 0,005
e« SLC25A35: b =-0,58, HR = 0, 56, valor p = 0,017

Por otra parte, el andlisis multivariado con la variable estado de OS arrojé los siguientes

resultados:
« TPX2: b =0,69, HR = 1,99, valor p = 0,008
e SLC47A1: b =-0,98, HR = 0, 38, valor p = 0,001

A partir de estos resultados, se definié como genes candidatos a todos aquellos predictores de
las variables prondsticas RFS y OS en CE. Por lo tanto, de la lista inicial de 962 genes candidatos
asociados a CE, el andlisis in silico realizado combinando diversas herramientas y criterios basados
en el andlisis de pardmetros moleculares y clinico-patolégicos condujo a la seleccion de un conjunto
de 5 genes candidatos: PTCH1, SLC25A35, SLC47A1, TMPRSS2 y TPX2 como po-
tenciales biomarcadores de CE cuya asociacién con la enfermedad atin no ha sido reportada por la

literatura.

1.6.3 Curvas de sobrevida de genes candidatos

Se ilustran en la Figura 3.15 las curvas de sobrevida obtenidas para los genes resultantes del
modelo de Cox con la variable pronéstica estado de RFS. Estas curvas fueron construidas en la
Seccién 1.5.1 del presente capitulo con el método de Kaplan-Meier a partir de la informacién de

expresion génica dicotomizada y clinico-patolégica del estudio TCGA-UCEC.
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Figura 3.15. Curvas de sobrevida de los genes candidatos estimadas mediante el modelo de
Kaplan-Meier para la variable pronéstica estado de RFS. Los genes representados son: TPX2,
PTCHI1, TMPRSS2 y SLC25A35. Para cada gen, la curva de sobrevida para la expresién aumentada
(rosa) se compara con la de expresién disminuida (celeste).

La Figura 3.16 muestra las curvas de sobrevida de los genes resultantes del modelo de riesgos

proporcionales de Cox con el pardmetro clinico estado de OS.

108



Proyecto Final Capitulo 3. Resultados

Strata == SLC47A1=Aumentada =+ SLC47A1=Disminuid Strata =+ TPX2=Aumentada =+ TPX2=Disminuida

1.00 1.00
© ©
ke ke
8075 8075
fe) fe)
o [«]
2] 2]
S S
5 0.50 5 0.50
© ©
o o
2 2

0.25 0.25
S p < 0.0001 S p < 0.0001
o o

0.00 0.00

0 2000 4000 6000 0 2000 4000 6000
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 3.16. Curvas de sobrevida de los genes candidatos estimadas mediante el modelo de

Kaplan-Meier para la variable prondstica estado de OS. Los genes representados son: SLC47A1

y TPX2. Para cada gen, la curva de sobrevida para la expresién aumentada (rosa) se compara con la de
expresién disminuida (celeste).

1.7 Rastreo de genes candidatos

La ultima instancia de evaluacién tedrica de los 5 genes seleccionados consistié en rastrear y
resumir la informacién disponible de cada uno sobre su localizacién en el genoma, fenotipo, patrones
de expresion del transcrito y la proteina, vias metabdlicas relacionadas y asociaciéon con cancer.

A continuacion se expone un resumen de la informacién identificada en HPA:

1. PTCH1: Patched 1

e Gen localizado en el cromosoma 9q22.32 humano.
¢ Gen codificante de 15 isoformas de la proteina transmembrana patched-1.
e Proteina expresada en todos los tejidos del cuerpo humano (Figura 3.17).

o La proteina patched-1 actiia como receptor de la proteina Sonic Hedgehog (SHh), que
estd implicada en el desarrollo temprano, la formacién de estructuras embrionarias, el
crecimiento y la especializacion celular y la tumorigénesis. En ausencia del ligando SHh,
patched-1 previene el crecimiento y la proliferacién celular. Todos los componentes de
la via Hedhog (Hh), incluidas SHh y patched-1, han sido propuestos como potenciales

biomarcadores.
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o Expresion elevada en tejidos normales de cuello y cuerpo uterino. No hay informacién

sobre alteraciones en su expresién en tejidos con CE (Figura 3.18).
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Figura 3.17. Expresién de la proteina patched-1 en tejidos normales de 44 érganos del cuerpo humano.
Fuente: Human Protein Atlas, 2019.
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Figura 3.18. Expresién de PTCH1 (medida en transcritos por millén; TPM) para muestras de 44
tejidos normales del cuerpo humano. Fuente: Human Protein Atlas, 2019.

2. SLC25A35: Solute carrier family 25 member 35

¢ Gen localizado en el cromosoma 17p13.1 humano.

¢ Gen codificante de una proteina solute carrier, que cataliza el transporte de grupos

fosfato desde el citoplasma celular a la matriz mitocondrial.

e Gen con 5 variantes de splicing alternativo.
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o Expresion del transcrito en todos los tejidos, elevada en tejidos femeninos, especialmente

del dtero y la placenta, y masculinos, principalmente de los testiculos (Figura 3.19).

e La expresiéon aumentada del transcrito de SLC25A35 es un marcador pronds-

tico favorable en cancer renal, de vejiga y de endometrio.
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Figura 3.19. Expresién de SLC25A35 (medida en transcritos por millén; TPM) para muestras de 44
tejidos normales del cuerpo humano. Fuente: Human Protein Atlas, 2019.

Nota: Las anotaciones disponibles en HPA sobre expresion de la proteina no son concluyentes.

3. SLC47A1: Solute carrier family 47 member 1

¢ Gen localizado en el cromosoma 17p11.2 humano.

e Gen codificante de una de las proteinas transmembrana que regulan el transporte de
sustancias a través de la membrana celular, también conocido como Multidrug and Toxin
Eztrusion Transporter (MATEL), fue descubierto hace relativamente pocos afios y ha
cobrado gran relevancia. La familia de proteinas MATE tiene la funcién de excretar

electrolitos toxicos, tanto endégenos como exdgenos, mediante la bilis y orina.

¢ Proteina expresada especialmente en el citoplasma y membranas celulares de tejidos de

los tibulos renales y las glandulas adrenales (Figura 3.20).

e SLC47A1 es un marcador prondstico favorable en cancer renal, de pulmén
y de endometrio y su expresion es superior a la media en tejidos normales de rinén,

glandulas adrenales, cuerpo y cuello uterino y hepatocitos (Figura 3.21).
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Figura 3.20. Expresién de la proteina codificada por SLC47A1 en tejidos normales de 44 6rganos del
cuerpo humano. Fuente: Human Protein Atlas, 2019.
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Figura 3.21. Expresién de SLC47A1 (medida en transcritos por millén; TPM) para muestras de 44
tejidos normales del cuerpo humano. Fuente: Human Protein Atlas, 2019.

4. TMPRSS2: Transmembrane protease, serine 2

¢ Gen localizado en el cromosoma 21¢g22.3 humano.
e Gen con hasta 6 variantes de splicing (dos variantes anotadas, variantes 1 y 2).

e Gen codificante de una proteina de la familia de proteasas de serina, detectada en
uniones intercelulares y, presuntamente, en el nucleoplasma. Se asocia a diversos pro-

cesos fisiolégicos y patologicos del cuerpo humano.

e Proteina expresada en tejido normal de proéstata, tracto gastrointestinal, rinén y pan-

creas, entre otros (Figura 3.22).
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o Expresion del transcrito elevada en prostata y otros tejidos (Figura 3.23).

¢« TMPRSS2 es un marcador pronéstico favorable tanto de cancer renal como

de endometrio.

PROTEIN EXPRE 5SI0N OVERVIEW!

Expression  Alphabetical

SCORE
High

Medium —

:
detected & £ © £ D Fa P PO S F FPI T FIFE PP 0 FEEEAT ST
I 7 b%iiﬁiﬁ & SHELES o SFEETEGFF 8L L7, SIS
&8 FLS £ F&& T FULsET s & &, & &
FE CEE T {}&@f & 5 £ & 9@5{* FE

Figura 3.22. Expresion de la proteina codificada por TMPRSS2 en tejidos normales de 44 érganos del
cuerpo humano. Fuente: Human Protein Atlas 2019.
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Figura 3.23. Expresion de TMPRSS2 (medida en transcritos por millén; TPM) para muestras de 44
tejidos normales del cuerpo humano. Fuente: Human Protein Atlas 2019.

5. TPX2: Targeting protein for Xklp2

¢ Gen localizado en el cromosoma 20.q11.21 humano.

¢ Gen codificante de dos isoformas de la proteina targeting protein for Xenopus kinesin-

like protein 2, expresada en la regién perinuclear.
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¢ Proteina requerida durante el ensamblaje del huso acromético en la fase de reproduccion

celular y también durante la reorganizacién de microtibulos en el proceso de apoptosis.

« Expresion proteica elevada en tejido de testiculos, estémago, piel y médula 6sea (Figura

3.24).
o Expresion del transcrito elevada en tejido testicular (Figura 3.25).
¢« TPX2 es un marcador prondstico desfavorable en cancer renal, hepatico,

pancreatico y de endometrio.
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Figura 3.24. Expresion de la proteina codificada por TPX2 en tejidos normales de 44 érganos del
cuerpo humano. Fuente: Human Protein Atlas 2019.
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Figura 3.25. Expresion de TPX2 (medida en transcritos por millén; TPM) para muestras de 44 tejidos
normales del cuerpo humano. Fuente: Human Protein Atlas 2019.
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1.8 Seleccién de potenciales biomarcadores de CE

A partir de los resultados del andlisis estadistico (Seccién 1.6 del presente capitulo) se identifi-
caron 5 genes como potenciales biomarcadores de CE. Estos son PTCH1, SLC25A35, SLC47A1,
TMPRSS2 y TPX2. A continuacién se recurrié a los resultados de la Seccion 1.3, que proveen
una lista de 37 genes ordenados segtn el andlisis de priorizacion génica. La posicién resultante
de la priorizacion para los 5 genes candidatos se expone en la Tabla 21. Esta informacion fue
utilizada para reducir la seleccién de genes: se decidié conservar a PTCH1, TMPRSS2 y TPX2
porque, al encontrarse entre las primeras cinco posiciones de la Tabla 21, estos genes tienen
mayor similitud funcional con los reportados por la literatura (DisGeNET). Lo anterior fue vali-
dado con los resultados expuestos en la Seccién 1.7 del presente capitulo: PTCH1, TMPRSS2 y
TPX2 se comportan como biomarcadores prondsticos en distintos tipos de cancer y sus funciones
se relacionan con vias de senalizaciéon tumorigénicas.

Los dos genes restantes, SLC25A35 y SLCA47A1, se encuentran en el tercio inferior del ran-
king de priorizacién de la Tabla 21 (posiciones 23 y 26, respectivamente), por lo que no fueron
seleccionados para los estudios in vitro. Esta decisién fue validada con los resultados del rastreo de
genes, que probaron que la informacion disponible sobre ambos genes es atn limitada, especialmente
en el caso de SCL25A35.

Por lo anterior, PTCH1, TMPRSS2 y TPX2 fueron los genes escogidos para continuar con

los estudios in wvitro.

Ranking de genes candidatos

Gen Posicion Final
PTCH1 2
TPX2 4
TMPRSS2 4
SLC25A35 23
SLC47A1 26

Tabla 21: Ranking de genes candidatos obtenido luego de la priorizacién con ToppGene
(Seccién 1.3, Resultados). Se muestran resaltados los genes seleccionados para el andlisis in vitro.
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Evaluacion de potenciales biomarcadores de CE

2 Resultados experimentales

2.1 Descripcion del modelo celular

Para los estudios experimentales se emplearon dos lineas celulares establecidas de CE de origen
comercial, Hec-1la e Ishikawa. Ambas lineas fueron obtenidas a partir de adenocarcinoma de
endometrio humano en estadios tempranos y con alto grado de diferenciacién (ver Anexo B).
Ademaés, se utilizaron células de ambas lineas transfectadas de forma estable con el factor de trans-
cripcién ETV5 (células HGE e Ishikawa-ETV5, respectivamente). La expresién del factor ETV5 se
ha encontrado aumentada en CE estadio IB asi como en el frente invasivo de los tumores [18] y la
sobreexpresion de ETV5 en lineas celulares de CE se ha asociado con la adquisicién de un fenotipo
celular agresivo, caracterizado por la expresién de marcadores moleculares tipicos y capacidad
migratoria e invasiva aumentadas [69].

Hec-1a e Ishikawa presentan morfologia cuboide, tipica de células epiteliales, mientras que las
células transfectantes de ETV5 adquieren morfologia de tipo fibroblastica (Figura 3.26). Por otro
lado, las células HGE presentan una organizacién en forma de ctiimulos celulares, con crecimiento

en tres direcciones (hacia arriba y sobre el plano).
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(02
Ishikawa

Figura 3.26. Lineas celulares del estudio in vitro. Imagenes en campo claro tomadas en un
microscopio invertido con objetivo 20X. Arriba: lineas celulares Hec-1a (izq.) y HGE (der.). Abajo:
lineas celulares Ishikawa (izq.) e Ishikawa ETV5 (der.).

2.2 Evaluacion de la expresiéon de transcriptos

Como se explico en la Seccion 5.2.3 de Materiales y Métodos, se realizo la técnica PCR a punto
final para evaluar la expresién de los transcriptos de interés identificados como resultado de los
estudios bioinforméticos y estadisticos sobre muestras de ADNc obtenido mediante retrotranscrip-
cién de ARN de las lineas Hec-1a, Ishikawa, HGE e Ishikawa-ETV5.

Una vez completados los procedimientos de preparacién de ARN y cuantificacién, seguidas de
retrotranscripcién para la obtencién de ADNc a ser usado como molde en los procedimientos de
PCR, se realizé un protocolo de amplificacién de un gen enddgeno cuya expresién se ha demostrado
que no varia con la sobreexpresion del factor de ETV5 y, por lo tanto, se puede tomar como trazador
de los procedimientos de extraccion de ARN y retrotranscripcion. El gen seleccionado es GAPDH,
que codifica para la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, enzima de 37 kDa que cataliza el sexto
paso de la glucélisis, como parte del mecanismo para descomponer la glucosa de las moléculas de
energia y carbono. El fragmento esperado, segun el diseno de los cebadores, es de 83 pb. Como
resultado, el procedimiento de PCR condujo a la obtencién de un fragmento del tamano esperado
y sefial con intensidad comparable en las cuatro lineas celulares y ausente en el control (sin molde),

confirmando de esta manera la especificidad de la sefial detectada (Figura 3.27).
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88 pb >

Figura 3.27. PCR a punto final del gen endégeno GAPDH. Se puede notar que el procedimiento
de PCR condujo a la obtencién de un fragmento del tamaifio esperado, con sefial comparable en las 4
lineas. A la derecha se incluye la calle correspondiente al control negativo.

A continuacién se procedié a realizar sobre estas muestras de ADNc elanélisis de expresion de
los genes seleccionados: PTCH1, TMPRSS2 y TPX2. Teniendo en cuenta que la sobreexpresién
de ETV5 se ha asociado a un peor pronostico en CE y que las células HGE e Ishikawa-ETV5
presentan un comportamiento més agresivo que las células parentales Ishikawa y Hec-1a, se espera
encontrar una menor expresion de PTCH1 y TMPRSS2 en las lineas menos agresivas respecto
de las mas agresivas y una mayor expresion de TPX2 en las lineas mas agresivas respecto de
las menos agresivas. Los resultados obtenidos al realizar PCR a punto final se ilustran en la

Figura 3.28 (A-C).
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Figura 3.28. PCR a punto final de los genes A. PTCH1, B. TMPRSS2 y C. TPX2 con el
ARN obtenido de las lineas celulares Hec-1a, HGE, Ishikawa e Ishikawa-ETV5. A la izquierda se
incluyen los perfiles de los estdndares de peso molecular (EPM), correspondientes a una escalera de 50 pb
(se resalta el fragmento de 250 pb). A la derecha se ubica la calle correspondiente al control negativo de
PCR.

En todos los casos se determind la presencia de una amplificacién especifica del fragmento de ADN

de interés con el protocolo de amplificacién empleado, evidenciado por la ausencia de producto
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en los controles de ensayo en los que se omitié el molde correspondiente al ADNc de las lineas
celulares para todos los sets de cebadores. Asimismo, los productos amplificados presentaron
tamafios moleculares esperados segtn el disefio de los cebadores (ver Anexo C). En cuanto a los
resultados obtenidos para cada uno de los genes:

En el caso de PTCH1, el protocolo de amplificacién condujo a la obtencién de un producto
con senal de baja intensidad para los productos de amplificacién de ambas lineas parentales, de-
tectandose una menor intensidad en el correspondiente a la linea HGE respecto de Hec-1a y sefial
indetectable en las células Ishikawa-ETV5. La menor o ausente expresion en las células con fenotipo
mas agresivo concuerda con los resultados esperados.

Los resultados de TMPRSS2 revelan la presencia de un fragmento amplificado en ambas lineas
celulares parentales, y ausencia de sefial detectable en las transfectantes de ETV5 de las dos lineas
de CE, en concordancia con lo esperado. La sefial del fragmento es de mayor intensidad en la
linea Ishikawa-ETV5 comparado con la de la linea HGE. Asimismo, el andlisis de los resultados
revela una diferencia en el tamano esperado de los fragmentos correspondientes a ambas lineas
celulares parentales. El tamano molecular de los fragmentos no fue calculado, si bien la banda
correspondiente al fragmento generado en la linea Hec-la aparece méas préximo al marcador de
150 pb, por lo que en principio presentaria un tamano menor al esperado para el fragmento.

Por dltimo, para TPX2 se detectd expresion en las cuatro lineas celulares, con sefiales compa-
rables. Para cuantificar los niveles de expresion del transcripto, se realiz6 PCR en tiempo real
para este gen (Figura 3.29). En concordancia con los resultados esperados, las células HGE e
Ishikawa-ETV5 mostraron mayores niveles de expresién del transcripto TPX2 en comparacion a

los detectados en las células Hec-1a e Ishikawa, respectivamente.
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Figura 3.29. Expresion del transcripto TPX2 en las células Hec-1a, HGE, Ishikawa e
Ishikawa-ETV5 evaluada con PCR en tiempo real. En ambos casos se observan los niveles de
expresion relativa de ARNm de TPX2, mediante PCR en tiempo real, de acuerdo a la expresién 272267
empleando GAPDH como gen endégeno. Los asteriscos determinan la significancia estadistica de los
resultados: * p < 0,05 one sample t—test, ** p < 0,01 one sample t—test

2.3 [Evaluacién de expresion de la proteina TPX2

Se procedié a caracterizar la expresién de la proteina TPX2 en ambos modelos celulares, em-
pleando estrategias de deteccién de niveles de expresion de la(s) forma(s) proteica(s) por Western
immunoblotting y su localizacién celular por inmunocitoquimica de fluorescencia. La eleccion de
esta proteina para su caracterizacion se basé en los datos de HPA, que lo proponen como un factor
desfavorable para CE y por la posibilidad de su seguimiento en tumores a través de la deteccién

de un incremento en su expresion.

2.3.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida y Western immunoblotting

Las células de las cuatro lineas celulares de CE fueron cultivadas en monocapas, cosechadas
y procesadas para la extraccién de proteinas totales, siguiendo el protocolo detallado en la Sec-
ci6én 5.3.2 de Materiales y Métodos. Una vez cuantificado el contenido proteico de cada uno de
los extractos, los componentes de las mezclas fueron separados en matrices de poliacrilamida en
el procedimiento de electroforesis. Las matrices fueron luego sometidas al procedimiento de elec-
trotransferencia a membranas de nitrocelulosa e inmunodeteccién de TPX2 con un anticuerpo de
origen comercial; el tamafnio molecular aparente esperado para TPX2 es de 100 kDa. Como control
de carga se empled S-tubulina, con un tamano molecular aparente esperado de 51 kDa. Los detalles
del procedimiento de electrotransferencia fueron los presentados en la Seccién 5.3.2 de Materiales

y Métodos. Los resultados obtenidos al realizar esta técnica se presentan en la Figura 3.30.
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Figura 3.30. Evaluacién de la expresiéon de TPX2 empleando electroforesis en geles de
poliacrilamida y Western immunoblotting. Izquierda: Anélisis por Western immunoblotting de la
expresién de TPX2 en las lineas celulares Hec-1a, HGE, Ishikawa e Ishikawa-ETV5. Las membranas
fueron tenidas con anti TPX2 (2 pg/ml); como control de carga se empled S-tubulina (5 pg/ml).
Derecha: Cuantificacion de la expresién de TPX2 en las lineas celulares. Representacién grafica de los
resultados del andlisis densitométrico de la sefial para TPX2 en las lineas celulares, normalizado con
respecto al control de carga, empleando el software ImageJ. Se tomé como referencia la expresiéon de las
lineas parentales. *p < 0,0001 one sample t—test

Segin se observa en las imagenes de la izquierda, en las cuatro lineas se detect6 una senal intensa
para el control de carga en el tamafio molecular esperado. En relacién a TPX2, se observé una
banda correspondiente al tamano molecular esperado con una intensidad mayor en los extractos
celulares de las lineas transfectantes de ETV5 (Figura 3.30 (izq.)), en concordancia con los
resultados del andlisis de la expresién del transcripto en las lineas celulares (Figura 3.29). El
analisis de cuantificacién de la sefial observada para TPX2 en las lineas parentales y transfectantes

de ETV5 revel6 un aumento en ambos casos en las células con fenotipo agresivo (Figura 3.30

(der.)).

2.3.2 Inmunocitoquimica

Conjuntamente con el andlisis de expresién de la proteina total TPX2 en los modelos celulares, se
procedié a estudiar su expresion y localizacién en extendidos de células cultivadas en monocapas,
fijadas y evaluadas empleando un protocolo de inmunocitoquimica de fluorescencia, segiin detalla

la Seccion 5.3.3 de Materiales y Métodos. Los nucleos celulares fueron visualizados empleando una
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tinciéon con Hoescht 33342, un colorante fluorescente que se une al ADN.

Los resultados obtenidos al hacer la inmunocitoquimica de fluorescencia se muestran en la

Figura 3.31.
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Figura 3.31. Evaluaciéon de la expresién y localizacién de TPX2 mediante
inmunocitoquimica de fluorescencia en las células Hec-1a, HGE, Ishikawa e Ishikawa-ETV5.
Izquierda: Imégenes del ensayo de inmunocitoquimica de fluorescencia realizado utilizando el
anticuerpo anti-TPX2 (2 pg/ml). Los nicleos celulares se visualizaron mediante tincién Hoechst 33342
(1 pg/ml). Las imédgenes fueron registradas en un microscopio de fluorescencia con una magnificacién
600X. Derecha: Cuantificacién de la fluorescencia celular total, corregida empleando el software ImagelJ.
Se representa el Corrected Total Cell Fluorescence (CTCF), que se calculdé empleando la siguiente
férmula: CTCF = Densidad Integrada (Area de la célula x fluorescencia promedio de las lecturas
correspondientes al positivo) - (Area de la célula x fluorescencia promedio de las lecturas
correspondientes al control negativo). *p < 0,01 one sample t—test, **p < 0,001 one sample t—test

A partir de la Figura 3.31 se concluye que en las cuatro lineas celulares, Hec-1a, HGE, Ishikawa
e Ishikawa-ETV5, se inmunodetecto la presencia de la proteina TPX2 mediante una senal fluores-
cente roja. Se puede observar que en las lineas Ishikawa-ETV5 y HGE se observa una senal de
mayor intensidad respecto de las lineas Ishikawa y Hec-1a, en concordancia con los resultados del
andlisis de la expresion de proteina por Western immunoblotting. También se puede apreciar que
en el caso de las lineas Ishikawa e Ishikawa-ETV5, la senal es més intensa que en el caso de Hec-1a
y HGE. Se puede inferir una mayor expresién de la proteina en las lineas celulares més agresi-

vas, lo que concuerda con la prediccién inicial de que TPX2 estd asociado a una sobreexpresién
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en los tejidos tumorales més agresivos. Asimismo, un andlisis de la localizacién subcelular de la
proteina revelo una senal intensa perinuclear, esperada para esta proteina segin sus caracteristicas

funcionales y la descripcién de la hoja de producto del anticuerpo (Figura 3.32).

Ishikawa-ETV5

Figura 3.32. Localizacién del transcripto TPX2 mediante el ensayo de inmunocitoquimica. Se
confirma la localizacién perinuclear del transcripto, tal y como indican las flechas amarillas.
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Discusion

El CE es la segunda neoplasia ginecologica maés frecuente en mujeres tanto a nivel mundial como
nacional. Ademas, es la séptima causa de muerte por cancer en mujeres a nivel mundial, la sexta
en nuestro pais y a futuro se estima un marcado incremento en la incidencia de esta enfermedad.
Si bien aproximadamente el 80% de los casos de CE se diagnostica tempranamente, el diagndstico
preoperatorio, que combina técnicas de imagenes y andlisis histopatolégico de una biopsia en-
dometrial, presenta limitaciones para una clasificacién certera. Se han reportado discordancias en
hasta un 40% de los casos entre el diagndstico en la biopsia preoperatoria y el definitivo en la pieza
quirurgica, por sub-estimacién en la biopsia de la invasién miometrial y grado histolégico [134-137].
Por otra parte, alrededor del 20% de los casos diagnosticados clinicamente como estadio temprano
(estadio I) son diagnosticados definitivamente en la cirugfa como CE en estadio avanzado (estadios
III y IV), cuando el tumor invade més del 50% del miometrio y puede diseminarse fuera de la cavi-
dad uterina, lo que se refleja en una mayor tasa de recurrencia post-quirargica y una disminucién
significativa de la sobrevida de las pacientes. Adem4s, alrededor del 13 al 25% de las pacientes
con CE subtipo endometrioide (CEE) en estadio temprano presentan recurrencia y metéstasis de
la enfermedad, lo que se asocia a una disminucién en la respuesta a la quimioterapia convencional
y la sobrevida [138, 139].

Por todo lo expuesto, numerosos estudios se han enfocado en profundizar el estudio de esta pa-
tologia a través del uso de diferentes estrategias de investigacién tanto basica como clinica, con
el interés de aportar nuevas herramientas para su diagndstico y terapéutica. En un esfuerzo por
comprender més exhaustivamente la enfermedad y su manejo, el consorcio TCGA ha reportado

una caracterizacién genémica integral de una cohorte de aproximadamente 400 casos de pacientes
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afectadas con CE, y que condujo a la identificacién de cuatro subtipos moleculares de esta pa-
tologia [12]. Sin embargo, a pesar de su relevancia, este sistema de estratificacién presenta dificul-
tades para ser aplicado en la practica clinica, debido a la complejidad de las tecnologias empleadas
y los costos elevados para su realizacion. Es por ello que muchos grupos de investigacion se han
enfocado en identificar biomarcadores caracteristicos de cada grupo de la clasificacién molecular
para ser evaluados mediante el uso de inmunohistoquimica y asi facilitar su implementacién [140].
Por su parte, otros han abordado estudios moleculares para identificar en diversos muestreos de pa-
cientes la presencia de genes con expresion diferencial segin ciertos parametros clinico-patologicos,
a pesar de que en muchos casos los muestreos son de bajos nimeros de pacientes (deteccion tem-
prana: [141], CE recurrente: [142, 143]). Resulta imperativo continuar realizando investigaciones
que contribuyan a identificar biomarcadores que puedan asistir en el manejo del CE para identificar
pacientes de alto riesgo, atin en casos de CE en estadio temprano, y que estos biomarcadores puedan
ser trasladados a la préactica clinica de rutina mediante un método estandarizado, reproducible y
de bajo costo.

Considerando la relevancia que ha ganado la bioinformatica en la investigacién biomédica, en
anos recientes se han implementado diversos algoritmos que emplean abordajes bioinformé&ticos
con el objetivo de identificar biomarcadores con valor prondstico que puedan ser empleados en el
manejo de diversos canceres. En particular, el analisis de perfiles de expresion génica a partir de
datos gendmicos y clinicos almacenados en repositorios ptiblicos ha permitido identificar y proponer
biomarcadores con potencial valor prondstico en diversos tumores como céncer de préstata [144—
146], de mama [147-149], y gastrico [150, 151], entre otros. Especificamente en lo que concierne
al CE, en los dltimos afnos se han reportado varios estudios que han empleado diversas estrategias
bioinformaticas. De este modo se han presentado informes sobre el rastreo bioinforméatico para
definir una firma mutacional para la deteccién temprana del CE [152], asi como la identificacién
de regiones de riesgo genético de sufrir CE a partir del andlisis bioinformatico de estudios globales
de secuenciacién génica en poblaciones europeas [153]. En lo que respecta a anélisis de expresién
génica, varios estudios recientes han reportado el uso de abordajes de andlisis bioinformatico para
identificar genes y vias de sefalizacién [148, 154] y en particular factores de transcripcion [155] cuya
expresiéon es determinante en el CE. Otros estudios han comparado los resultados de los repositorios

de datos de expresién de tumores de pacientes con parametros histopatoldogicos caracteristicos,
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pudiendo identificar genes con expresion diferencial luego de comparar tumores de endometrio
diferenciados y pobremente diferenciados [156] y tumores endometrioides y no endometrioides [157],
entre otros.

En el presente estudio se emple6 un conjunto de herramientas de mineria de texto y de datos,
en combinacién con andlisis estadisticos y evaluaciones en modelos celulares, a fin de identificar
potenciales biomarcadores de agresividad del CE. El primer paso en la seleccién del presente estudio
consistio en el analisis de expresién diferencial en el estudio GSE17025 del repositorio GEO del
NCBI, una herramienta ampliamente empleada en mas de 500 reportes listados en NCBI desde el
ano 2001. A partir de todos los genes evaluados y tres caracteristicas histopatologicas altamente
relevantes, como son la presencia (Tumoral vs No Tumoral), subtipo histolégico (CEE vs CENE)
y grado (G1-2 vs G3) del tumor, este andlisis permitié identificar 39 potenciales biomarcadores
diagnosticos de CE (Figura 3.3). Esta seleccién representé un avance significativo en el trabajo,
a pesar de las limitaciones del estudio sobre el que se basé, en particular el nimero de muestras
analizado, constituido por 103 muestras de tejido de endometrio, 91 de ellas tumorales y 12 de
tejido de endometrio atréfico; si bien el endometrio atréfico no evidencia histopatologia de CE, no
es el control ideal para mujeres jévenes cuyo endometrio estd sometido a la regulacion hormonal
del tejido de una mujer que atin no ha ingresado en la menopausia. Dada la baja disponibilidad
de muestras de endometrio sano, especialmente en pacientes jévenes, en la literatura se utiliza
habitualmente este tipo de muestras como control no tumoral. Una alternativa menos frecuente es
analizar el segmento no tumoral de una muestra de CE; sin embargo, pocos estudios cuentan con
este tipo de datos. Otra limitacién encontrada fue la representatividad de los diferentes tipos de
tumores en el muestreo utilizado. Especificamente, el muestreo corresponde a tumores en estadio I,
el 87% de los tumores fue clasificado como CEE y el 75% de las muestras presenta IM menor al
50%. Si bien esto no representa todos los tipos de tumores, si es representativo de la incidencia de
la enfermedad que, como se indicara en la introduccién, presenta una baja proporciéon de tumores
no endometrioides y una alta proporciéon en estadios tempranos con baja proporcién de muestras
con IM mayor al 50%.

Al analizar la expresion diferencial de cada uno de los 39 genes en las tres caracteristicas clinico-
patolégicas (Tabla 11), se identificaron cuatro genes ATAD2, HAUSS, TAB2 y TPX2 con una

expresién mayor (upregulacién) en las muestras con caracteristicas més agresivas del cancer (mues-
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tras tumorales, CENE y G3) respecto de las menos agresivas (muestras no tumorales, CEE y G1-2,
respectivamente). Para el resto de los genes en los que se encontr6 una expresiéon mayor en las mues-
tras tumorales que en las no tumorales (CCDC160, CDC20B, HES6, SOAT1, TBCEL, TMEM132A
y TMPRSS2), no se encontré una consistencia en los otros dos pardmetros evaluados (CENE vs
CEE; G3 vs G1-2). Se ha reportado en la literatura que los transcritos con este comportamiento
tienen gran potencial como biomarcadores, dado que en la préctica suele ser mas sencillo disenar
una estrategia de evaluacién para detectar un incremento en la expresién que una disminucion.
Por su parte, el transcrito KIF7 mostré una expresion menor en las muestras tumorales respecto
de las no tumorales, pero mayor en los otros dos pardmetros asociados a agresividad, por lo que
su comportamiento tampoco fue consistente. El resto de los transcritos presentaron una menor
expresion en los tumores respecto de los controles y, en concordancia con este comportamiento,
menor expresion en los tumores mas agresivos (CENE) y de mayor grado.

El relevamiento de genes asociados a CE en la herramienta de mineria de texto DisGeNET
permitié identificar un total de 962 genes. A través del uso de los pardmetros DPI y DSI, los
genes con DPT alto (asociados a muchos términos MeSH) y DSI bajo (asociados a gran cantidad de
enfermedades) fueron descartados del andlisis, al filtrar la lista inicial con la media en cada caso;
de esta forma aumenté la especificidad de los conjuntos de genes de entrenamiento (“training set”)
en el andlisis de priorizacién. La combinacién de los resultados de DisGeNET con la herramienta
de priorizacién génica ToppGene permitié ponderar los potenciales candidatos obtenidos con GEO
a través de las listas de genes previamente reportados en la literatura. En un principio esto
brindé informacién descriptiva que luego sirvié para caracterizar la afinidad de los cinco genes
predictores de prondstico (resultado del andlisis de sobrevida de Cox) con la agresividad de la
enfermedad. Debe destacarse que dos genes, ATAD2 y KIAA1324, fueron excluidos del analisis
porque se encontraron repetidos en la lista de prueba (proveniente de GEO) y las de entrenamiento
(proveniente de DisGeNET). Por su parte, las tablas con términos GO asociados a los genes en
estudio y el andlisis de enriquecimiento funcional producto de la priorizacién (Tablas 14-17)
incluyeron términos asociados a cdncer (“MicroRNAs in cancer”), como asi también relacionados
con la regulacién hormonal del aparato reproductor (“Steroid hormone biosynthesis”, “Ouvarian
steroidogenesis”, resultados consistentes con la seleccion de genes para las listas de entrenamiento

del analisis de priorizacién.
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Tras reducir el universo de genes en estudio a un total de 39, descartar aquellos ya reportados
en la literatura, priorizar los restantes a partir de su similitud funcional y biolégica con genes
asociados a CE y rastrear los 33 resultantes en un estudio de transcriptomica global, se procedi6 al
analisis de la informacién de expresion de los genes en muestras de anatomia patologica de CE. Para
el rastreo de genes se utilizé el estudio TCGA-UCEC de TCGA descargado desde la plataforma
Xena. El estudio elegido cuenta con 580 registros de pacientes, de los cuales 66 debieron ser
descartados del trabajo por no proporcionar informacién sobre una o mas caracteristicas clinico-
patologicas de interés. Adicionalmente, TCGA-UCEC no proporciona informacién de expresién de
cuatro de los 37 genes del listado resultante de GEO y ToppGene: DLGAP1-AS1, DLGAP1-AS2,
LINC00261 y LOC100129098. Este hecho motivé su exclusién del trabajo, aunque no se profundizé
en la(s) razon(es) por la(s) cual(es) estos genes no fueron listados en el estudio, quedando abierta
la posibilidad de su estudio en caso de que sean incluidos en futuras actualizaciones del muestreo de
resultados de TCGA-UCEC u otro repositorio. De este modo, el tamano de la muestra del analisis
bioestadistico se redujo a 514 registros. Pese a ser recomendable, para ninguno de los modelos se
llev6 a cabo un cédlculo del tamafio muestral.

Para organizar la informacién, en esta instancia se recurrié a la construccién y andlisis de una
base de datos a partir de los datos proporcionados por TCGA. Esta estrategia permitié disponer de
la informacién de manera completa y correctamente organizada y, por lo tanto, facilit6 un manejo
optimo de los datos de acuerdo con las necesidades del trabajo. En este punto se optd por no
analizar la informacién que excedia los objetivos de este trabajo. De este modo, se incluyeron en la
base de datos construida solamente los niveles de expresion de los 33 genes finalmente seleccionados,
la edad de las pacientes, su estado clinico (menopéusico), las variables pronésticas de recurrencia
(RFS) y sobrevida total (OS) y las caracteristicas clinico-patoldgicas relacionadas con la agresividad
del tumor, segiin se expone en la Seccién 2.4 de la Introducciéon. En este punto es importante
destacar que no se conté con muestras control en el estudio, situaciéon que representa una limitacién
en el andlisis ya que no permite rastrear la asociacién entre los genes y la presencia/ausencia de
neoplasias, especialmente teniendo en cuenta que ésta fue una de las tres comparaciones efectuadas
en el andlisis de expresion diferencial de GEO. Por tanto, la expresion de los 33 genes seleccionados
no pudo ser analizada en muestras no tumorales en los analisis estadisticos subsiguientes.

A partir de la base de datos construida se llevd a cabo una serie de andlisis descriptivos de la

128



Proyecto Final Capitulo 4. Discusién

informacion recopilada. La distribucién de la edad de las pacientes cuyos datos fueron incorporados
en el estudio es normal (Figura 3.6), con valores correspondientes al promedio y desvio estdndar
siguiendo la tendencia mundial (Seccién 2, Introduccién) y los factores de riesgo del CE (Seccién 2.2,
Introduccién). Asimismo, el estadio postmenopdusico y la anovulacién se asocian a una mayor
predisposiciéon a desarrollar neoplasias de endometrio, y la muestra del estudio es representativa
de este hecho (Figura 3.7). Por otra parte, los gréaficos circulares de las Figuras 3.8, 3.9 y
3.10 revelan sesgos en el estudio TCGA-UCEC: en primer lugar, el subtipo histolégico tiene un
desbalance hacia el CEE, que es la caracteristica menos agresiva; algo equivalente sucede con el
estadio tumoral, observiandose que el estadio I representa el doble de los estadios més avanzados
combinados y, en particular, se observa una muy baja representacion muestral del estadio IV. Estos
datos reflejan la epidemiologia clinica del CE, donde es més frecuente el diagnéstico de neoplasias
en estadios tempranos y de tipo CEE. Lo anterior no impide que, a causa del desbalance, los
resultados de este trabajo tengan una representatividad limitada para casos de CE con estadio
y subtipo agresivos. Lo contrario sucede al examinar la distribucién del grado histolégico de las
muestras, dado que més de la mitad de las muestras son de G3, el més agresivo.

A fin de acondicionar la informacién de la base de datos para los anélisis bioestadisticos sub-
siguientes, se categorizaron las variables de agrupacién, es decir, los niveles de expresién de los 33
genes en estudio. Esto responde a la potencial aplicacién clinica de los resultados: en la préctica
habitual del diagnéstico y prondstico de cancer, es til disponer de un punto de corte para clasificar
las muestras con diferentes niveles de expresién sin necesidad de informar los niveles absolutos de
expresion de los ARNm. De esta forma, se definié un valor de corte para cada gen. La elecciéon
del punto de corte 6ptimo para la dicotomizacién de estas variables es un problema complejo sin
una solucién unica. Las estrategias disponibles en la literatura incluyen la mediana de la expre-
sién [158], que representa una aproximacién simple y poco robusta al problema, la interseccién
entre dos curvas de distribuciones normales ajustadas a la expresiéon aumentada y disminuida [129,
158], que requiere biomarcadores con distribucién bimodal, la optimizacién de la sensibilidad y
especificidad y la regresién logistica con prueba de Fischer [129, 158]. La solucién con la prueba de
logRanks implementada en este trabajo fue difundida por la herramienta Cutoff Finder y representa
un método flexible y robusto para estas variables y aplicacion clinica. Para preservar la validez del

método se decidié no analizar los 15 genes cuya dicotomizacién arrojé un valor p no significativo.
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Esta decisién implicé dejar fuera del andlisis cerca de la mitad de los genes no en relacion a su
asociacién con CE, sino simplemente por sus curvas de sobrevida con los datos de TCGA-UCEC.
En futuros andlisis podria tener sentido analizarlos con otras muestras clinico-patologicas. En la
categorizacién se utilizé como variable de respuesta pronostica a RFS, que representa la recurrencia
o no del cancer en el tiempo de seguimiento. Si bien la variable OS también constituye una opcién
técnicamente véalida para indicar los eventos en la categorizacién, puede proveer informacién er-
rénea para el anélisis debido a que las muertes registradas de las pacientes no necesariamente estan
asociadas al cuadro clinico. En este punto cabe destacar que los puntos de corte éptimos de la
Tabla 20 no brindan informacién sobre la sobre o subexpresion de los transcritos, sino solamente
con qué valor se diferencia mejor el evento de recurrencia de CE.

A partir de los resultados de la categorizacién se obtuvieron 18 genes, de los que se presentan
las curvas de sobrevida por el método de Kaplan-Meier en el Anexo F. Estas fueron estimadas
tanto con RFS como con OS porque ambas variables de estado se utilizan en el andlisis de riesgos
proporcionales de Cox. Como resultado, la mayor parte de los genes tienen mayor probabilidad del
evento con sobreexpresion, es decir, aquellos donde la exposicién a la expresion aumentada del gen
produce caracteristicas mas agresivas. GSPT1, TAB2 y TPX2 presentan la situacién contraria.
Estos resultados no son consistentes con los de expresién diferencial en el estudio GSE17025 de
GEOQO, donde, solo TPX2 present6 expresién aumentada en los tumores mas agresivos. Por otro
lado, también resulta evidente a partir de las curvas que algunos cambian la proporcién de riesgo
entre muestras con y sin exposicién en el tiempo, ya que sus curvas se cruzan en algin punto.
Finalmente, las comparaciones de sobrevida de OS son mas irregulares que las de RFS, un hecho
que puede justificarse teniendo en cuenta que las muertes registradas en la variable sobrevida total
no siempre se vinculan al CE.

El andlisis de Odds Ratios se llevo a cabo de forma univariada para cada gen. Permitié cuan-
tificar, con un IC del 95%, el efecto de la exposicién a niveles de expresion elevados del gen en
cuestion con respecto a la exposicion a niveles de expresién bajos para una caracteristica clinico-
patologica. Como la proporcion de pacientes con expresiéon aumentada y la de pacientes con
expresion disminuida son comparables entre si para todos los genes, la eleccion de OR respecto
de RR es justificada; a medida que aumenta la incidencia o prevalencia del evento, la diferencia

entre OR y RR es mayor. Adicionalmente, en la literatura se observa una tendencia creciente a
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utilizar OR en forma general [159]. Los resultados arrojados por esta seccién del andlisis estadistico
revelaron la ausencia de una asociacion significativa entre la expresiéon de PDZRN3 y el estadio
(categorizado en temprano -estadios I y II- y avanzados -estadios III y IV-). Similarmente, no se
encontrd una asociaciéon significativa entre la expresiéon de GSPT1 y TAB2 y RFS y el Anexo G
muestra los resultados para los 15 genes restantes; esto es, si la expresiéon aumentada implica un
riesgo mayor o menor de ocurrencia de la caracteristica mas agresiva. En todos los genes, excepto
por TPX2, ambos limites de todos los IC (RFS, OS, subtipo histolégico, grado, estadio e IM) resul-
taron ser menores a 1. Por lo tanto, la expresion aumentada de cada uno de estos genes se asocia
a un menor riesgo de recurrencia, muerte, CENE, G3, estadio avanzado e IM profunda respecto
de aquellas muestras con expresion disminuida. Contrastando con estos hallazgos, los resultados
de TPX2 revelan que el riesgo de neoplasias agresivas es mayor cuando la expresién del transcrito
estd aumentada para las muestras analizadas. A modo de ejemplo, segtin los OR de TPX2 con
RFS, el riesgo de recurrencia es entre 2 y 6 veces mayor cuando la paciente presenta expresion
aumentada de los transcritos de este gen. Este comportamiento es consistente con los resultados
del andlisis de expresién diferencial del estudio GSE17025 (GEO) y las curvas de sobrevida de
Kaplan-Meier, donde se identific6 a TPX2 como un gen con expresién aumentada en los tumores.
En GEO también se identific6 a TMPRSS2 como un gen con expresion aumentada en algunas
caracteristicas clinico-patolégicas y disminuida en otras. Sin embargo, con los resultados de OR
del Anexo G se comprueba que para el punto de corte definido mediante logRanks, la expresién
aumentada de transcritos de TMPRSS2 tiene un efecto de reduccién en la agresividad tumoral
para todas las caracteristicas clinicas.

Para el anélisis de riesgos proporcionales de Cox se opt6 por desarrollar dos modelos en paralelo
para analizar tanto la RFS como la OS. En cada caso se construyé un modelo multivariado con
eliminacion hacia atrds. Un paso fundamental en el andlisis fue la evaluacion de la hipotesis de
riesgos proporcionales para cada covariable mediante las curvas de sobrevida de Kaplan-Meier
expuestas en el Anexo F. En este paso cuatro genes fueron descartados, previniendo la aplicacién
del modelo incorrectamente. En cada modelo se realizaron varias iteraciones con eliminacién hacia
atras, cada una con menos covariables que la anterior hasta alcanzar un conjunto reducido de
covariables con coeficientes estadisticamente significativos. Si bien es utilizada habitualmente,

la mayor desventaja de esta aproximacién al problema es la posibilidad de pasar por alto genes

131



Proyecto Final Capitulo 4. Discusién

importantes para el modelo por la necesidad de eliminar necesariamente uno en cada paso. En este
contexto, se eligié un valor de significancia estadistica alfa de 0,05 pese a no estar ajustado por el
testeo multiple y, por lo tanto, acarrear el riesgo de incurrir en un mayor error alfa. Para el caso
de la variable de estado RFS, cuatro genes (PTCHI1, SLC25A35, TMPRSS2 y TPX2) resultaron
en el modelo final. Para OS, los genes fueron dos: SLC47A1 y TPX2. Si bien el valor alfa se fijé
en 0,05 para el anélisis, cabe destacar que los valores p de todos los genes se aproximan a 0,01, con
un maximo de 0,017. Esto podria atribuirse a la eliminaciéon hacia atras, que tiende a favorecer
los valores p resultantes.

El rastreo de los genes seleccionados en el repositorio HPA revelé diferencias entre los genes
respecto de las funciones celulares en las que intervienen, sus niveles de expresiéon proteica y de
transcritos en condiciones normales y patoldgicas, y el volumen y la calidad de la informacién
disponible al respecto. La asociacién entre la proteina PTCHI y la via de senalizacién implicada
en el desarrollo tumorigénico Hh indica gran potencial de PTCH1 como biomarcador diagnéstico
de tumores. Asimismo, la expresion de transcritos de ARN elevada en tejidos como el de cuello
uterino, endometrio y testiculos plantea una relacién con la funcién reproductiva. En esta linea,
la literatura sugiere que un incremento en la actividad de la via Hh se asocia a un peor pronéstico
en cancer de préstata [160] y de ovario [161]. Adicionalmente, HPA y el repositorio PubMed no
contienen informaciéon que relacione la expresién de PTCH1 con tejidos tumorales de CE, lo que
significa que, de ser un marcador de esta enfermedad, serfa un hallazgo novedoso. SLC25A35 pre-
sentd, al igual que PTCHI1, expresién elevada de ARN en tejidos de érganos reproductores y HPA
reporta que la expresién aumentada de este gen es un marcador favorable de CE de acuerdo con las
muestras del repositorio. Sin embargo, no hay reportes en la literatura que respalden el hallazgo o
relacionen a SLC25A35 con algun tipo de cancer. Adicionalmente, las anotaciones de HPA sobre
expresion de la proteina no son concluyentes y, dado que encontrar expresién de transcritos no
asegura que una proteina se exprese, es importante estudiar también la expresién de dicha pro-
teina. Lo anterior convierte a SCL25A35 en un gen atin poco estudiado y una eleccién arriesgada
para los estudios experimentales de este trabajo. Por su parte, la proteina SLC47A1 pertenece a
la familia excretora de farmacos y toxinas MATE, resultado coherente con la expresién elevada
tanto de la proteina como del transcrito en el tejido renal. A diferencia de SLC25A35, la relevancia

de SLC47A1 ha aumentado notablemente en los tltimos anos y hay publicaciones recientes que
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estudian su asociacién con céncer renal [162]. Asimismo, a partir de las muestras estudiadas, HPA
define a SLC47A1 como un marcador pronéstico favorable en distintos tipo de cdncer, entre ellos
el de endometrio, lo que lo convierte en un buen candidato para el estudio experimental. Si bien la
funciéon metabdlica de TMPRSS2 atin presenta interrogantes, HPA plantea evidencia que asocia a
la expresion diferencial del gen con tumores renales y de endometrio. También, la literatura sugiere
que en neoplasias de prostata, TMPRSS2 tiene expresién diferencial: se sobreexpresa en células
prostéticas con hormonas androgénicas y se subexpresa en tejido prostético no androgénico [163].
Por lo anterior, como sucede con PTCH1, TMPRSS2 tiene potencial como un biomarcador novel de
CE. Finalmente, TPX2 codifica una proteina homénima relacionada con los microtiibulos del huso
acromatico en el proceso de mitosis celular. Varios estudios recientes revelan sobreexpresion de
TPX2 en distintos tipos de cancer, entre ellos cervical, de mama y préstata, y sugieren la asociacién
del gen con agresividad neoplésica aumentada y progresién tumoral [164-167]. Estos antecedentes
plantean la relevancia de TPX2 como potencial biomarcador tumoral, particularmente en neo-
plasias del aparato reproductor femenino y masculino. Paralelamente, los anélisis de las muestras
del repositorio HPA arrojan resultados concluyentes para considerar a TPX2 como un marcador
prondstico desfavorable en CE. Lo anterior justifica la realizaciéon de estudios experimentales de
expresién de transcritos y proteica de TPX2.

La seleccién de potenciales biomarcadores de CE se basoé tanto en los resultados de la priorizacién
génica con ToppGene como en el rastreo de genes en HPA. En primer lugar, la eleccién de PTCHI,
TPX2 y TMPRSS2 fue justificada principalmente por el ranking de la priorizacién, dada la gran
diferencia de posiciones entre este conjunto de genes y los restantes. La informacién disponible
en HPA sobre SLC47A1 dejé en evidencia la asociacién de este gen con el cancer renal, pero no
existen trabajos que respalden su potencial como biomarcador de otras neoplasias. La expresion de
transcritos de SLC25A35 es elevada en 6rganos reproductores pero HPA no contiene informacién
sobre la expresién de la proteina SLC25A35 y tampoco hay publicaciones cientificas que estudien
la expresién de este gen o la proteina en relacién a ninguna patologia. Si bien los resultados
arrojados por el analisis de las muestras de HPA para estos genes constituyeron un primer paso
para el descubrimiento de nuevas aplicaciones clinicas de SLC47A1 y SLC25A35 en CE, en el marco
del presente trabajo no fueron suficientes para justificar su inclusién en el analisis in vitro.

Por todo lo anterior, los genes en estudio fueron reducidos desde un conjunto inicial de 39 genes
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hasta la cantidad de tres: PTCH1, TMPRSS2 y TPX2. Es pertinente notar que los tres genes
formaron parte del modelo final de riesgos proporcionales de Cox con RFS. TPX2 fue, ademas,
parte del modelo de Cox de OS. En un principio, esto indicaria que TPX2 es un potencial predictor
independiente de recurrencia y muerte en CE.

Los resultados de los estudios in vitro de TMPRSS2 revelan la presencia de un fragmento ampli-
ficado en ambas lineas celulares parentales y una ausencia de senal detectable en las transfectantes
de ETV5 de las dos lineas de CE, en concordancia con lo esperado. La senal del fragmento es
de mayor intensidad en la linea Ishikawa-ETV5 comparado con la de la linea HGE. Asimismo,
el andlisis de los resultados revela una diferencia en el tamafio esperado de los fragmentos
correspondientes a ambas lineas celulares parentales. El tamano molecular de los fragmentos de
PCR identificado no fue calculado, si bien la banda correspondiente al fragmento generado en la
linea Hec-1a aparece mas préximo al marcador de 150 pb, por lo que en principio presentaria un
tamano menor al esperado para el fragmento. Se han descripto al menos dos variantes de splicing
para TMPRSS2, con lo que la diferencia se podria atribuir al resultado de la detecciéon de una de
estas variantes reportadas en la linea Hec-1a y la otra en la linea celular Ishikawa, dado que los
cebadores fueron disefiados en un segmento del transcrito comin a ambas variantes (Anexo C).
La informacién correspondiente a las variantes ya caracterizadas muestra que las deleciones/in-
serciones y consecuentes cambios en el marco de lectura ocurren rio arriba de la regién elegida
para el disefio de los cebadores (https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?
db=core; g=ENSG00000184012;r=21:41464305-41508158; t=ENST00000332149). La presencia de
una delecién en el transcrito de TMPRSS2 de las células Hec-1a en la secuencia comprendida por
los cebadores, o la ocurrencia de un evento de splicing alternativo novel asociado al tumor del
que derivoé la linea podria explicar la diferencia de tamano de ambos amplicones; en funcién del
diseno de los cebadores (exones 12/13 y 14), se estima que la delecién podria ocurrir en el ex6n
13 para justificar el menor tamafio, comprometiendo o no en parte la secuencia de los cebadores.
Al respecto de la presencia de deleciones, en la base de mutaciones sométicas de COSMIC se
reporta la evaluacion de 7 muestras de adenocarcinoma de endometrio, en las que no se identifican
mutaciones para este gen (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/browse/tissue?wgs=off&
sn=endometrium&ss=NS&hn=carcinoma&sh=adenocarcinoma&in=t&src=tissue&all_data=n)

y 930 muestras de tumores en los que no se detectan mutaciones en este gen (https:
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//cancer.sanger.ac.uk/cosmic/browse/tissue?wgs=off&sn=endometrium&ss=all&hn=all&
sh=all&in=t&src=tissue&all_data=n). El andlisis de secuenciacién del amplicén de ambas
lineas celulares permitira determinar las causales de las diferencias en el tamano de los fragmentos
encontradas.

De los 3 genes seleccionados, el gen TPX2 fue caracterizado ademas a nivel de proteina, por
encontrarse sobreexpresado en los modelos més agresivos. TPX2 (targeting protein for Xkip2) es
un factor clave para el ensamblaje del huso mitotico y para el ensamblaje normal de microtibulos
durante la apoptosis. La expresion aumentada de TPX2 se ha asociado a la progresiéon de diferentes
cénceres, entre ellos: carcinoma esofdgico de células escamosas [168], cdncer de vejiga [169], cancer
de cuello uterino [170] y carcinoma hepatocelular [171], cdncer de préstata [165], colangiocarci-
noma [172] y cdncer gastrico [173]. Asimismo, los resultados del presente trabajo se encuentran
en linea con lo reportado recientemente por otros autores en relacién a la expresion de TPX2 en
CE: mientras que dos estudios bioinformaticos han identificado a TPX2 como un gen relacionado
al CE [154, 173], otro estudio ha encontrado a TPX2 como uno de los genes con expresién sig-
nificativamente aumentada en muestras de CE respecto de muestras de endometrio control, y lo
proponen como un indicador de prondstico pobre [174]. Asimismo, este tltimo estudio propone a
TPX2 como un blanco de miR-29a-5p, mecanismo que regularia la proliferacién e invasién celular y
la apoptosis en CE. Se ha demostrado que TPX2 activa a la Aurora Quinasa A durante la mitosis
y dirige su actividad al huso mitético, desempenando un rol importante en la mitosis; en anos
recientes ademas se ha demostrado que ambas proteinas conformarian una unidad funcional con
propiedades oncogénicas [175]. En linea con estos resultados, otro estudio identifica al gen de la
Aurora Quinasa A como uno de los 13 genes centrales principales diferencialmente expresados en
y determinantes de la carcinogénesis en tumores de endometrio pobremente diferenciados [157].

En resumen, la combinacién de estrategias bioinformaticas, bioestadisticas y estudios celulares,
bioquimicos y moleculares han permitido identificar tres posibles nuevos biomarcadores de la agre-
sividad del CE. En estudios futuros, se podran disenar estrategias para evaluar la expresién de los
tres transcriptos sobre muestras frescas de tejido empleando PCR en tiempo real. Estudios de vali-
dacién posteriores en muestreos provenientes de diversos centros del pais y, eventualmente, de otras
comunidades, contribuiran a la validacién final de las moléculas identificadas como biomarcadores

del CE y la factibilidad de su incorporacién en la préactica clinica de rutina. Esta se implementara
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a través de ensayos sencillos, reproducibles y de bajo costo que permitan el alcance a todas las
pacientes que puedan beneficiarse de su uso, para contribuir a un mejor manejo de la patologia.
Teniendo en cuenta que para el estudio de biomarcadores proteicos asociados a la progresion y
agresividad del cancer se prefiere la identificacion de moléculas cuya expresion aumenta con la
malignidad frente a aquellas cuya expresién disminuye pues facilita los abordajes de deteccién (por
ejemplo, en inmunohistoquimica), se podran realizar estudios de expresién de la proteina TPX2 en
muestreos de pacientes con CE. Asimismo, se podran disenar estudios futuros para la identificacién
de firmas moleculares a partir de los tres potenciales biomarcadores descriptos, en conjunto con

otros genes ya reportados y/o descartados en este trabajo.

136



Conclusiones

o El cdncer de endometrio (CE) es la segunda neoplasia ginecolégica més frecuente y la séptima

causa de muerte por cancer en mujeres tanto a nivel mundial como nacional.

o En los préximos 20 afios se prevén aumentos mayores al 50% en las tasas de incidencia y

mortalidad de esta enfermedad.
o Actualmente la clinica no cuenta con biomarcadores moleculares establecidos del CE.

e Se desarrollé un proyecto para identificar genes con potencial como biomarcadores de la

progresién y agresividad del CE.

e Se utiliz6 un algoritmo basado en una combinacién de herramientas bioinformaticas de
mineria de texto, datos y priorizaciéon génica, asi como andlisis bioestadisticos y estudios

bioquimicos y moleculares.
Como resultado,

o el andlisis de resultados de un estudio de transcriptémica con microarreglos de ADN (GSE
17025; plataforma GEO) de muestras de pacientes con CE permitié identificar genes diferen-
cialmente expresados, a partir de los que se seleccionaron 39 con expresién diferencial para
tres parametros del CE asociados a su agresividad: la expresién en el tumor respecto del
tejido no tumoral, la expresién en tumores de endometrio no endometrioides respecto de

endometrioides y la expresién en tumores de alto grado (G3) respecto de bajo grado (G1-2);

e una busqueda de genes previamente reportados como asociados a CE, utilizando la base

de datos DisGeNET, permitié identificar 962 genes asociados a la enfermedad. Con esta
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misma herramienta se determinaron para cada gen sus indices de especificidad y cantidad de

enfermedades a la que estén relacionados (DSI y DPI, respectivamente);

o un andlisis de priorizacién génica (ToppGene) empleando la lista de genes seleccionados en
el andlisis de transcriptomica GEO como “lista de prueba” y los genes de DisGeNET como

“lista de entrenamiento” permitié seleccionar 33 genes.

o Evaluaciones posteriores empleando modelos estadisticos (Método de Kaplan-Meier, Odds
Ratio y Modelo de riesgos proporcionales de Cox), permitieron seleccionar 20, 16 y 6 genes,
respectivamente. Tres de los 6 genes fueron finalmente seleccionados sobre la base de la
priorizacién de ToppGene y los datos de Human Protein Atlas (HPA): PTCH1, TMPRSS2
y TPX2;

e la expresion de los transcriptos de PTCH1, TMPRSS2 y TPX2 fue evaluada por PCR es-
tandar en dos lineas celulares de CE (Hec-1a e Ishikawa), eligiéndose un modelo de sobreex-
presién de un factor de transcripcién ETV5 (con expresién aumentada en el frente tumoral
del CE; Hec-1a-ETV5 6 HGE, e Ishikawa-ETV5) y sus controles (Hec-1a e Ishikawa). Se
encontré expresion menor o indetectable para PTCH1 y TMPRSS2 en las lineas celulares
HGE e Ishikawa-ETV5, ambas de fenotipo més agresivo, en concordancia con los resultados
de los estudios bioinformaticos. El transcripto TPX2 fue detectado en las 4 lineas celulares,
y su expresiéon aumentada en las lineas HGE e Ishikawa-ETV5 fue detectada en protocolos

de PCR cuantitativa en tiempo real;

« en estudios futuros, se podran disenar estrategias para evaluar sobre muestras frescas de tejido
de pacientes con CE la expresién de los transcriptos PTCH1, TMPRSS2 y TPX2 empleando
PCR en tiempo real. Estos estudios contribuirdan a su validacién final como biomarcadores

de agresividad de CE.;

¢ teniendo en cuenta que para el estudio de biomarcadores proteicos asociados a la progresion
y agresividad del cancer se prefiere la identificaciéon de moléculas cuya expresién aumenta
con la malignidad frente a aquellas cuya expresion disminuye, pues facilita los abordajes de
deteccién (por ejemplo, en inmunohistoquimica), se podran realizar estudios de expresién de

la proteina TPX2 en muestreos de pacientes con CE.
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¢ estos hallazgos permitiran, en estudios futuros, analizar potenciales firmas moleculares a par-
tir de PTCH1, TMPRSS2 y TPX2 en conjunto con otros genes ya reportados y/o descartados

en este trabajo.

En conclusion, la combinacién de estrategias bioinformaticas y bioestadisticas con estudios celu-
lares, bioquimicos y moleculares ha contribuido al avance en la biisqueda de biomarcadores mole-

culares de agresividad y prondstico del CE.
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Abreviaturas

A Adenina.

ADN Acido Desoxirribonucleico.
ADNc ADN complementario.
ARN Acido Ribonucleico.
ARNm ARN mensajero.

ASR Age-Standardized Rate.
BSA Albtimina Sérica Bovina (del inglés Bovine Serum Albumin).

C Citosina.

CE Céncer de Endometrio.

CEE Céncer de Endometrio Endometroide.

CENE Cancer de Endometrio No Endometrioide.

csv Valores separados por comas (del inglés Comma Separated Values).
CTCF Corrected Total Cell Fluorescence.

CTD The Comparative Toxicogenomics Database.

dATP Desoxiadenosina trifosfato.
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dCTP Desoxicitosina trifosfato.

dGTP Desoxiguanosina trifosfato.

DPI Indice de pleiotropia de la enfermedad (del inglés Disease Pleitropy Indet).
DSI Indice de Especificidad de la Enfermedad (del inglés Disease Specificity Index).
dTTP Desoxitimidina trifosfato.

dUTP desoxiuridina trifosfato.

EDTA Acido etilendiaminotetraacético.

ETS E26 Transformation-Specific.

FDA Food and Drug Administration.

FIGO Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia.

G Guanina.

G1 Grado 1.

G2 Grado 2.

G3 Grado 3.

GDA Asociaciones Gen-Enfermedad (del inglés Gene-Disease Associations).
GEO Gene Expression Omnibus.

GFP Proteina fluorescente verde (del inglés Green Fluorescent Protein).
Globocan Observatorio Global del Cancer.

GO Gene Ontology.

GWAS Genome-Wide Association Studies.
HGE Hecla-GFP-ETV5.
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Abreviaturas

HGNC HUGO Gene Nomenclature Committee.
HPA The Human Protein Atlas.
HPO The Human Phenotype Ontology.

HR Hazard Ratios.

IC Intervalos de Confianza.

IDH Indice de Desarrollo Humano.
IgG Inmunoglobulina G.

IM Invasién Miometrial.

INC Instituto Nacional del Céancer.

MATE1l Multidrug and Toxin Extrusion Transporter.

MeSH Encabezados de Temas Médicos (del inglés Medical Subject Headings).

NCBI National Center for Biotechnology Information.

NCI Instituto Nacional del Cancer (National Cancer Institute).

NGS Secuenciacién de préxima generacion (del inglés Next-Generation Sequencing).

NHGRI National Human Genome Research Institute.

NLM Biblioteca Nacional de Medicina (del inglés National Library of Medicine).

OMS Organizaciéon Mundial de la Salud.
OR O0dds Ratios.

OS Sobrevida Total (del inglés Overall Survival).

pb pares de bases.
PBS Buffer Fosfato Salino.
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PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa (del inglés Polymerase Chain Reaction).
PDB Protein Data Bank.

PGH Proyecto Genoma Humano.

gPCR Reaccién en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa (del inglés Quantitative Polymerase

Chain Reaction).

RFS Sobrevida Libre de Recurrencia (del inglés Recurrence-Free Survival).
RIPA Radio Immunoprecipitation Assay.

RR Riesgo Relativo.

SDS Dodecilsulfato sédico (del inglés Sodium Dodecyl Sulfate).
SFB Suero Fetal Bovino.
SHh Sonic Hedgehog.

SUA Sangrado Uterino Anormal.

T Timina.
TCGA The Cancer Genome Atlas.

TCGA-UCEC TCGA-Uterine Corpus Endometrial Cancer.

U Uracilo.
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Anexo A

Plataformas bioinformaticas

consultadas

cBioPortal: http://www.cbioportal.org

Cutoff Finder: http://molpath.charite.de/cutoff

DisGeNET: www.disgenet.org

GEO: www.ncbi.nIm.nih.gov/geo

HPA: www.proteinatlas.org

Oligo Analyzer: www.idtdna.com/calc/analyzer

Primer-Blast: www.ncbi.nlm.nih.gov/primer-blast

PubMed: www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

TCGA.: https://www.cancer.gov/about-nci/organization/ccg/research /structural-genomics/tcga
ToppGene: https://toppgene.cchmc.org

Xena: https://xena.ucsc.edu
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Anexo B

Caracteristicas generales de las

lineas celulares utilizadas

Linea celular Tipo tumoral

Fuente

Medio de cultivo

Adenocarcinoma,
HEC-1A

de endometrio

Adenocarcinoma
Ishikawa

de endometrio

Tumor primario,

CEE, estadio IA, G2

Tumor primario,

CEE, estadio IA, G1

Medio de cultivo McCoy’s 5A, suplementado
con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) y 1% de
primario, Penicilina- Estreptomicina
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-Ham’s
F12 (DMEM-F12), suplementado, con 10%

de SFB y 1% de Penicilina-Estreptomicina

Tabla 22: Caracteristicas generales de las lineas celulares utilizadas a lo largo del trabajo, junto
con informacién de qué tipo tumoral provienen, cudles son las caracteristicas clinico-patoldgicas de la
linea celular, y cudl es el medio de cultivo idéneo para dicha linea celular.
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Anexo C

Cebadores

1 Secuencias utilizadas

Gen Foward 5’-3’ Reverse 3’-5’ pb
GAPDH TGCACCACCAACTGCTTAGC GGCATGGACTGTGGTCATGAG 88
TMPRSS2 ACGTCGATTCTTGCCAGGGT GCCGTCTGCCCTCATTTGTC 179
TPX2 GCGCTCTGATTGGTGCATTC GCGCTCTGATTGGTGCATTC 131
PTCH1 TCACGTTGCTTTGGCCTTTCTG  AACTCAGATCCCGCCAGCAT 141

Tabla 23: Secuencias de cebadores disefiados para la realizacién de PCR estdndar.

2 Informacion adicional sobre TMPRSS2

Gen de 14 exones
Foward: ACGTCGATTCTTGCCAGGGT

Reverse: GACAAATGAGGGCAGACGGC

« NM_001135099.1 Homo sapiens transmembrane serine protease 2 (TMPRSS2),

transcript variant 1, mRNA:

Se intercalan los colores rojo y negro para establecer los exones 1 a 14. Segun se observa,
los cebadores fueron disefiados sobre secuencias localizadas en los exones 12 y 13 (cebador

forward) y 13-14 (cebador reverse).
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ACCAGGGTCCCGGCTCGGGGTCCGGGCTGGGGAGGGGAACCTGGGCGCCTGGGACCCGCCGATGCCCCCTGCCCCG
CCCGGAGGTGAAAGCGGGTGTGAGGAGCGCGGCGCGGCAGGTCATATTGAACATTCCAGATACCTATCATTACTCG
ATGCTGTTGATAACAGCAAGATGGCTTTGAACTCAGGGTCACCACCAGCTATTGGACCTTACTATGAAAACCATGG
ATACCAACCGGAAAACCCCTATCCCGCACAGCCCACTGTGGTCCCCACTGTCTACGAGGTGCATCCGGCTCAGTAC
TACCCGTCCCCCGTGCCCCAGTACGCCCCGAGGGTCCTGACGCAGGCTTCCAACCCCGTCGTCTGCACGCAGCCCA
AATCCCCATCCGGGACAGTGTGCACCTCAAAGACTAAGAAAGCACTGTGCATCACCTTGACCCTGGGGACCTTCCT
CGTGGGAGCTGCGCTGGCCGCTGGCCTACTCTGGAAGTTCATGGGCAGCAAGTGCTCCAACTCTGGGATAGAGTGC
GACTCCTCAGGTACCTGCATCAACCCCTCTAACTGGTGTGATGGCGTGTCACACTGCCCCGGCGGGGAGGACGAGA
ATCGGTGTGTTCGCCTCTACGGACCAAACTTCATCCTTCAGGTGTACTCATCTCAGAGGAAGTCCTGGCACCCTGT
GTGCCAAGACGACTGGAACGAGAACTACGGGCGGGCGGCCTGCAGGGACATGGGCTATAAGAATAATTTTTACTCT
AGCCAAGGAATAGTGGATGACAGCGGATCCACCAGCTTTATGAAACTGAACACAAGTGCCGGCAATGTCGATATCT
ATAAAAAACTGTACCACAGTGATGCCTGTTCTTCAAAAGCAGTGGTTTCTTTACGCTGTATAGCCTGCGGGGTCAA
CTTGAACTCAAGCCGCCAGAGCAGGATTGTGGGCGGCGAGAGCGCGCTCCCGGGGGCCTGGCCCTGGCAGGTCAGC
CTGCACGTCCAGAACGTCCACGTGTGCGGAGGCTCCATCATCACCCCCGAGTGGATCGTGACAGCCGCCCACTGCG
TGGAAAAACCTCTTAACAATCCATGGCATTGGACGGCATTTGCGGGGATTTTGAGACAATCTTTCATGTTCTATGG
AGCCGGATACCAAGTAGAAAAAGTGATTTCTCATCCAAATTATGACTCCAAGACCAAGAACAATGACATTGCGCTG
ATGAAGCTGCAGAAGCCTCTGACTTTCAACGACCTAGTGAAACCAGTGTGTCTGCCCAACCCAGGCATGATGCTGC
AGCCAGAACAGCTCTGCTGGATTTCCGGGTGGGGGGCCACCGAGGAGAAAGGGAAGACCTCAGAAGTGCTGAACGC
TGCCAAGGTGCTTCTCATTGAGACACAGAGATGCAACAGCAGATATGTCTATGACAACCTGATCACACCAGCCATG
ATCTGTGCCGGCTTCCTGCAGGGGAACGTCGATTCTTGCCAGGGTGACAGTGGAGGGCCTCTGGTCACTTCGAAGA
ACAATATCTGGTGGCTGATAGGGGATACAAGCTGGGGTTCTGGCTGTGCCAAAGCTTACAGACCAGGAGTGTACGG
GAATGTGATGGTATTCACGGACTGGATTTATCGACAAATGAGGGCAGACGGCTAATCCACATGGTCTTCGTCCTTG
ACGTCGTTTTACAAGAAAACAATGGGGCTGGTTTTGCTTCCCCGTGCATGATTTACTCTTAGAGATGATTCAGAGG
TCACTTCATTTTTATTAAACAGTGAACTTGTCTGGCTTTGGCACTCTCTGCCATTCTGTGCAGGCTGCAGTGGCTC
CCCTGCCCAGCCTGCTCTCCCTAACCCCTTGTCCGCAAGGGGTGATGGCCGGCTGGTTGTGGGCACTGGCGGTCAA
GTGTGGAGGAGAGGGGTGGAGGCTGCCCCATTGAGATCTTCCTGCTGAGTCCTTTCCAGGGGCCAATTTTGGATGA
GCATGGAGCTGTCACCTCTCAGCTGCTGGATGACTTGAGATGAAAAAGGAGAGACATGGAAAGGGAGACAGCCAGG
TGGCACCTGCAGCGGCTGCCCTCTGGGGCCACTTGGTAGTGTCCCCAGCCTACCTCTCCACAAGGGGATTTTGCTG
ATGGGTTCTTAGAGCCTTAGCAGCCCTGGATGGTGGCCAGAAATAAAGGGACCAGCCCTTCATGGGTGGTGACGTG
GTAGTCACTTGTAAGGGGAACAGAAACATTTTTGTTCTTATGGGGTGAGAATATAGACAGTGCCCTTGGTGCGAGG
GAAGCAATTGAAAAGGAACTTGCCCTGAGCACTCCTGGTGCAGGTCTCCACCTGCACATTGGGTGGGGCTCCTGGG
AGGGAGACTCAGCCTTCCTCCTCATCCTCCCTGACCCTGCTCCTAGCACCCTGGAGAGTGCACATGCCCCTTGGTC
CTGGCAGGGCGCCAAGTCTGGCACCATGTTGGCCTCTTCAGGCCTGCTAGTCACTGGAAATTGAGGTCCATGGGGG
AAATCAAGGATGCTCAGTTTAAGGTACACTGTTTCCATGTTATGTTTCTACACATTGCTACCTCAGTGCTCCTGGA
AACTTAGCTTTTGATGTCTCCAAGTAGTCCACCTTCATTTAACTCTTTGAAACTGTATCATCTTTGCCAAGTAAGA
GTGGTGGCCTATTTCAGCTGCTTTGACAAAATGACTGGCTCCTGACTTAACGTTCTATAAATGAATGTGCTGAAGC
AAAGTGCCCATGGTGGCGGCGAAGAAGAGAAAGATGTGTTTTGTTTTGGACTCTCTGTGGTCCCTTCCAATGCTGT
GGGTTTCCAACCAGGGGAAGGGTCCCTTTTGCATTGCCAAGTGCCATAACCATGAGCACTACTCTACCATGGTTCT
GCCTCCTGGCCAAGCAGGCTGGTTTGCAAGAATGAAATGAATGATTCTACAGCTAGGACTTAACCTTGAAATGGAA
AGTCATGCAATCCCATTTGCAGGATCTGTCTGTGCACATGCCTCTGTAGAGAGCAGCATTCCCAGGGACCTTGGAA
ACAGTTGGCACTGTAAGGTGCTTGCTCCCCAAGACACATCCTAAAAGGTGTTGTAATGGTGAAAACGTCTTCCTTC
TTTATTGCCCCTTCTTATTTATGTGAACAACTGTTTGTCTTTTTTTGTATCTTTTTTAAACTGTAAAGTTCAATTG
TGAAAATGAATATCATGCAAATAAATTATGCAATTTTTTTTTCAAAGTAAAAAAAAAA

AMPLICON 179 pb

ACGTCGATTCTTGCCAGGGTGACAGTGGAGGGCCTCTGGTCACTTCGAAGAACAATATCTGGTGGCTGATAGGGGA
TACAAGCTGGGGTTCTGGCTGTGCCAAAGCTTACAGACCAGGAGTGTACGGGAATGTGATGGTATTCACGGACTGG
ATTTATCGACAAATGAGGGCAGACGGC
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« NM_005656.4 Homo sapiens transmembrane serine protease 2 (TMPRSS2),

transcript variant 2, mRNA:

GAGTAGGCGCGAGCTAAGCAGGAGGCGGAGGCGGAGGCGGAGGGCGAGGGGCGGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGC
AGGTCATATTGAACATTCCAGATACCTATCATTACTCGATGCTGTTGATAACAGCAAGATGGCTTTGAACTCAGGG
TCACCACCAGCTATTGGACCTTACTATGAAAACCATGGATACCAACCGGAAAACCCCTATCCCGCACAGCCCACTG
TGGTCCCCACTGTCTACGAGGTGCATCCGGCTCAGTACTACCCGTCCCCCGTGCCCCAGTACGCCCCGAGGGTCCT
GACGCAGGCTTCCAACCCCGTCGTCTGCACGCAGCCCAAATCCCCATCCGGGACAGTGTGCACCTCAAAGACTAAG
AAAGCACTGTGCATCACCTTGACCCTGGGGACCTTCCTCGTGGGAGCTGCGCTGGCCGCTGGCCTACTCTGGAAGT
TCATGGGCAGCAAGTGCTCCAACTCTGGGATAGAGTGCGACTCCTCAGGTACCTGCATCAACCCCTCTAACTGGTG
TGATGGCGTGTCACACTGCCCCGGCGGGGAGGACGAGAATCGGTGTGTTCGCCTCTACGGACCAAACTTCATCCTT
CAGGTGTACTCATCTCAGAGGAAGTCCTGGCACCCTGTGTGCCAAGACGACTGGAACGAGAACTACGGGCGGGCGG
CCTGCAGGGACATGGGCTATAAGAATAATTTTTACTCTAGCCAAGGAATAGTGGATGACAGCGGATCCACCAGCTT
TATGAAACTGAACACAAGTGCCGGCAATGTCGATATCTATAAAAAACTGTACCACAGTGATGCCTGTTCTTCAAAA
GCAGTGGTTTCTTTACGCTGTATAGCCTGCGGGGTCAACTTGAACTCAAGCCGCCAGAGCAGGATTGTGGGCGGCG
AGAGCGCGCTCCCGGGGGCCTGGCCCTGGCAGGTCAGCCTGCACGTCCAGAACGTCCACGTGTGCGGAGGCTCCAT
CATCACCCCCGAGTGGATCGTGACAGCCGCCCACTGCGTGGAAAAACCTCTTAACAATCCATGGCATTGGACGGCA
TTTGCGGGGATTTTGAGACAATCTTTCATGTTCTATGGAGCCGGATACCAAGTAGAAAAAGTGATTTCTCATCCAA
ATTATGACTCCAAGACCAAGAACAATGACATTGCGCTGATGAAGCTGCAGAAGCCTCTGACTTTCAACGACCTAGT
GAAACCAGTGTGTCTGCCCAACCCAGGCATGATGCTGCAGCCAGAACAGCTCTGCTGGATTTCCGGGTGGGGGGCC
ACCGAGGAGAAAGGGAAGACCTCAGAAGTGCTGAACGCTGCCAAGGTGCTTCTCATTGAGACACAGAGATGCAACA
GCAGATATGTCTATGACAACCTGATCACACCAGCCATGATCTGTGCCGGCTTCCTGCAGGGGAACGTCGATTCTTG
CCAGGGTGACAGTGGAGGGCCTCTGGTCACTTCGAAGAACAATATCTGGTGGCTGATAGGGGATACAAGCTGGGGT
TCTGGCTGTGCCAAAGCTTACAGACCAGGAGTGTACGGGAATGTGATGGTATTCACGGACTGGATTTATCACGTCG
ATTCTTGCCAGGGTTAATCCACATGGTCTTCGTCCTTGACGTCGTTTTACAAGAAAACAATGGGGCTGGTTTTGCT
TCCCCGTGCATGATTTACTCTTAGAGATGATTCAGAGGTCACTTCATTTTTATTAAACAGTGAACTTGTCTGGCTT
TGGCACTCTCTGCCATTCTGTGCAGGCTGCAGTGGCTCCCCTGCCCAGCCTGCTCTCCCTAACCCCTTGTCCGCAA
GGGGTGATGGCCGGCTGGTTGTGGGCACTGGCGGTCAAGTGTGGAGGAGAGGGGTGGAGGCTGCCCCATTGAGATC
TTCCTGCTGAGTCCTTTCCAGGGGCCAATTTTGGATGAGCATGGAGCTGTCACCTCTCAGCTGCTGGATGACTTGA
GATGAAAAAGGAGAGACATGGAAAGGGAGACAGCCAGGTGGCACCTGCAGCGGCTGCCCTCTGGGGCCACTTGGTA
GTGTCCCCAGCCTACCTCTCCACAAGGGGATTTTGCTGATGGGTTCTTAGAGCCTTAGCAGCCCTGGATGGTGGCC
AGAAATAAAGGGACCAGCCCTTCATGGGTGGTGACGTGGTAGTCACTTGTAAGGGGAACAGAAACATTTTTGTTCT
TATGGGGTGAGAATATAGACAGTGCCCTTGGTGCGAGGGAAGCAATTGAAAAGGAACTTGCCCTGAGCACTCCTGG
TGCAGGTCTCCACCTGCACATTGGGTGGGG

AMPLICON 179 pb

ACGTCGATTCTTGCCAGGGTGACAGTGGAGGGCCTCTGGTCACTTCGAAGAACAATATCTGGTGGCTGATAGGGGA
TACAAGCTGGGGTTCTGGCTGTGCCAAAGCTTACAGACCAGGAGTGTACGGGAATGTGATGGTATTCACGGACTGG
ATTTATCGACAAATGAGGGCAGACGGC
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Anexo D

Resultados: Seleccion de genes con

expresion diferencial en CE (GEO)

Listado de 39 genes con expresion diferencial en CE identificados a partir del estudio GSE17025
de la plataforma GEO.

Genes con expresion diferencial en CE

ACSL5 HAUSS PTCH1
ANAPC4 HES6 SLC25A35
ARSD KIAA1324 SLC47A1
ATAD2 KIF7 SOAT1
CCDC160 LINC00261 SORBS2
CDC20B LOC100129098 SPATAG6
CEPS83 LPCAT?2 TAB2
CREB3L4 PALMD TBCEL
DLGAP1-AS1 PCDH7Y TMEM132A
DLGAP1-AS2 PDZRN3 TMPRSS2
FAM189A2 PGR TPX2
FOXA2 PLEKHH1 TRAF3IP2
GSPT1 PPMI1H ZDHHC?2

Tabla 24: Genes con expresién diferencial en CE. Listado de 39 genes que se encuentran en la

interseccion de las tres listas obtenidas mediante el andlisis de expresién diferencial del estudio GSE17025
la plataforma GEO (Seccién 1.1, Resultados).
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Anexo E

Resultados: DisGeNET (DSI y
DPI)

Listado de genes obtenidos luego de la buisqueda de genes asociados a CE, resultado de unificar
los términos existentes de enfermedad relacionados al CE de todas las bases de datos de DisGeNET.

Listas filtradas por DSI y luego por DPI

Gen DSI Gen DSI Gen DSI
MEAFG6 1 ENOSF1 0,668 SIRT?2 0,594
ZC3HT7A 1 RARRES1 0,668 FOXA1 0,594
ERVV-2 1 FES 0,668 P2RY2 0,594

MIG7 1 STOML2 0,668 LXN 0,594
NUTM2A 0,93 RNF43 0,664 Z1C2 0,594
NUTM2B 0,93 TNK?2 0,664 CDC25C 0,594
GPCPD1 0,93 LAMC1 0,664 NR5A2 0,593

TOX4 0,93 HAND2 0,664 SRA1 0,593
C190rf33 0,889 HSPE1 0,661 ELAVL2 0,593

RDH16 0,889 GZMA 0,661 RPL10 0,593
ZC3H7B 0,889 MYBL2 0,661 SERPINB5 0,591
COPZ2 0,889 RELB 0,661 SOCS2 0,591
SNHG12 0,889 KDM4A 0,661 NCOA2 0,591
C100rf67 0,86 TSPYL2 0,657 ESRRB 0,591
MBTD1 0,86 SPOP 0,657 GGTLCs5P 0,591

JPH4 0,86 PSME3 0,657 GGTLC3 0,591

150



Proyecto Final

Anexo E. Resultados: DisGeNET (DSI y DPT)

YTHDC1
MRPL19
OVGP1
CXorf67
CGRRF1
GORASP2
IPO8
ETF1
THUMPD1
MIR618
HYALS3
KCNH6
CASC2
APBB3
CAPNY
CIDEA
RBMXP1
RXFP3
DENNDI1A
SRSF10
HAAO
TEAD4
CHD4
SULT2B1
EPC1
CDC42SE2
THEMIS2
SLC7A10
FAS-AS1
ABCF2
TRIM?22
DYNLL2
MACROD1
ARMC3
PPP4C
TCEAL7
SPAM1
ELOF1
TMEMb4
PLXNA3

0,86
0,86
0,838
0,838
0,838
0,838
0,819
0,819
0,804
0,804
0,804
0,804
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,79
0,779
0,779
0,779
0,768
0,768
0,768
0,768
0,768
0,768
0,768
0,768
0,768
0,768
0,768
0,758
0,758
0,758
0,758
0,758
0,758
0,75

TRAM1
FOSL2
CALBI1
HYAL2

MIR129-2
LOC102724023
CIRBP
SOXT7
CGB8
MIR181A2
MED15
UGT2B17
C2lorf33
HAS1
BHLHEA41
LINC-ROR
TUBA1B
KLKS8
MTI1E
SEMA3B

UTS2R
MIR490
MIR503

GAS5H
RPL11
CRABP1
CCL28
CGB5

PRAP1
RHOC
JAZF1
PELP1

KDM4B

TNFSF12-TNFSF13
SIRT7
NRIP1

LPP
SERPINF2

PROK1

ZFHX3
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0,657
0,657
0,657
0,657
0,654
0,654
0,654
0,654
0,651
0,651
0,651
0,651
0,651
0,648
0,648
0,648
0,648
0,648
0,648
0,645
0,645
0,645
0,645
0,645
0,645
0,645
0,645
0,642
0,642
0,642
0,639
0,639
0,639
0,639
0,639
0,636
0,636
0,636
0,633
0,633

GGT2
GGTLC4P
KISS1R
MLH3
ETV5
GPER1
DDX3X
EGLN1
RCAN1
CCNE1
FGF4
PWARA4
MAL
MSI1
HSD17B7
CALD1
DAB2
HOXA10
SIRT3
INHA
HOXA11
CDKN2B-AS1
SALL4
SNCG
UHRF1
NOV
SUZ12
JUP
TAM
LNPEP
PER1
ADIPOR2
PCLAF
ITGA4
ZMYND10
ERAP1
RAB40B
CASP7
NEURL1
FGF9

0,591
0,591
0,591
0,589
0,589
0,589
0,589
0,589
0,589
0,587
0,587
0,587
0,587
0,586
0,586
0,586
0,586
0,584
0,584
0,584
0,582
0,581
0,581
0,579
0,579
0,579
0,578
0,578
0,578
0,578
0,578
0,578
0,578
0,578
0,578
0,578
0,578
0,576
0,576
0,576
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CSNK2B 0,75 BST?2 0,633  ADAMTSI 0,576
PPME1 0,75 HSD17B2 0,631 MIR148A 0,575
CELP 0,75 HOXB13 0,631 NBR1 0,575
RAB32 0,75 MMP26 0,631 PCBP4 0,575
DGKA 0,75 RPL36A 0,631 RBP1 0,575
GNRH2 0,75 PGRMC1 0,631 CEACAM1 0,573
ZFP36L1 0,75 PRMT1 0,631 MIR204 0,573
MAP3K4 0,741 MIR99A 0,631 BANF1 0,573
AATF 0,741 LGR6 0,631 RAD50 0,573
PLXNA1 0,741 PLEK 0,628 CTNND1 0,573
RXFP1 0,741 TRIM27 0,628 BAD 0,573
MIR124-2 0,734 NUPR1 0,628 NTN1 0,573
TRIM25 0,727 FOXD3 0,628 PDIKIL 0,572
WFDC?2 0,727 RBMX 0,628 NOTCH4 0,572
RPL22 0,727 HTRA2 0,628 QPCT 0,57
THADA 0,727 SEMAS3F 0,626 MSN 0,57
PIK3C2A 0,721 PAK4 0,626  SLC25A20 0,57
ELF1 0,721 ADH7 0,626  TNFSF12 0,57
MUC20 0,721 C1QBP 0,626 AQP2 0,569
SIRT5 0,721 PR@ 0,626 MIR106B 0,569
SIRT4 0,721 CDC25B 0,623 BIRC2 0,568
RPS6KA6 0,721 BARDI 0,623 SAG 0,568
OTUB1 0,721 HSD3B1 0,623 STAR 0,566
MIR505 0,721 TNFRSF10C 0,623  AKRIBIO 0,566
TSNAX 0,721 CHFR 0,621 CCND3 0,566
KIAA1324 0,714 FABP5 0,621 KLK4 0,566
HTRA3 0,714 CGB3 0,621 GLYAT 0,566
PHF1 0,714 MIR152 0,621 PRDM?2 0,565
TFAP2C 0,714 NDCS0 0,619 TSHZ1 0,565
C1GALTIC1 0,714 AMHR2 0,619 CXCL2 0,565
ST6GALNACL 0,714 HPR 0,619 F2RL3 0,565
SLC22A16 0,709 NEDD4 0,616 MTA1 0,565
EEC1 0,709 MIR130B 0,616 PAK3 0,564
TNKS2 0,709 PCDH10 0,616 EPHB4 0,564
SYTL2 0,709 HHEX 0,614  KCNMAI 0,564
EMP2 0,703 CTCFL 0,614 CXCL11 0,564
GSTZ1 0,703 IGFBP6 0,614 CLDN4 0,562
PTENP1 0,703 ARRB1 0,614 SMARCAL 0,562
INHBB 0,703 UBE2N 0,614 MIR200B 0,562
PTGES?2 0,703 PTPRA 0,612  PPP2R1A 0,562
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LRG1 0,698 RBL2 0,612 TERF?2 0,562
SCRIB 0,698 HMMR 0,61 MUC16 0,562
MIR26A1 0,698 BAAT 0,61 ERVK-18 0,561
ASCL2 0,698 PRMT5 0,61 DDX53 0,561
CTNNBIP1 0,693 OLFM4 0,61  PPPIR2P9 0,56
ATAD?2 0,693 ESRRA 0,61 SMARCE1 0,56
CTBP2 0,693 MIR134 0,61 NCOA3 0,558
MIR337 0,693 ERRFI1 0,608 MIR100 0,558
PDE7A 0,693 NCOA1 0,608 MIR34B 0,558
SOX1 0,693 HYAL1 0,608 NOD1 0,557
CABLESI 0,693 MIR34C 0,608 CYPA4F3 0,557
HMGN5 0,693 PIGR 0,608 IGFBP5 0,557
TFITM1 0,688 CRY1 0,606 CEACAM7 0,556
BRD7 0,688 GPBARI 0,606 LTF 0,555
NID1 0,688 DACH1 0,606  ADIPOR1 0,555
BHD 0,688 RNU1-1 0,606 EPHAS 0,555
CYP3A7 0,684 PGPEP1 0,606 EFEMP1 0,555
DDT 0,684 PRB2 0,606 MIR222 0,555
EFNA2 0,684 AKRIC1 0,604 DCTN4 0,555
MIR372 0,684 RNR1 0,604 PIK3R2 0,555
KLLN 0,68 WNT10B 0,604 PAGI 0,555
SLC14A2 0,68 DROSHA 0,604 SUMO1 0,555
SLC29A2 0,676 SULT2A1 0,604 STC1 0,553
KLF9 0,676 PDGFD 0,604 THBS2 0,553
ERV3-1 0,676 SERPINAG 0,604 SRD5A2 0,552
MIR199B 0,676 EBAG9 0,602 PTGER4 0,552
MIR9S 0,676 INTS2 0,602 PPIA 0,551
STARDI3 0,676 VEGFB 0,602 MIR182 0,551
LPXN 0,676 INHBE 0,602 SREBF1 0,551
KCNN4 0,672 IGF2BP3 0,6 HCRT 0,551
LLGL1 0,672 INHBA 0,6 SOX4 0,55
CDKS 0,672 PSMD10 0,6 CEACAM3 0,55
DABI 0,672 GPRC5A 0,6 BBS2 0,55
GGN 0,672 POLE 0,598 AKR1C3 0,549
MARCHS 0,672 SIRT6 0,598 PAWR 0,549
AFDN 0,672 WNT2 0,598 CGA 0,549
SPA17 0,672 FEN1 0,596 AGPAT?2 0,549
PTWIL2 0,672 GHRHR 0,596 MAP3K1 0,549
PKN1 0,672 MSR1 0,596 PSG2 0,549
CCDC54 0,672 HSD17B1 0,594 SAT1 0,549
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CACULL 0,672 FSTL1 0,594 CLDN7 0,549
SCGB2A1 0,668 CLDN3 0,594 MIR200C 0,548
ND3 0,668 UGT2B7 0,594 LOC100128922 0,548

Tabla 25: Genes filtrados por DSI. Listado de genes obtenidos luego de la biisqueda de genes
asociados a CE, junto con su DSI asociado, filtrados por el valor medio del DSI.

Gen DPI Gen DPI Gen DPI
MEAFG6 0,071 NEURL1 0,357 CDC25B 0,536
ZC3H7A 0,071 PLXNA3 0,393 MIR152 0,536
ERVV-2 0,071 THADA 0,393 NDC80 0,536
MIG7 0,071 PIK3C2A 0,393 RBL2 0,536
NUTM2A 0,071 MUC20 0,393 PRB2 0,536
NUTM2B 0,071 SIRT4 0,393 AKR1C1 0,536
COPZ2 0,071 CTBP2 0,393 SULT2A1 0,536
SNHG12 0,071 SOX1 0,393 VEGFB 0,536
JPH4 0,071 CYP3A7 0,393 POLE 0,536
KCNHG6 0,071 EFNA2 0,393 FOXA1 0,536
ABCF2 0,071 DAB1 0,393 NR5A2 0,536
GPCPD1 0,107 AFDN 0,393 ETV5 0,536
TOX4 0,107 CCDC5h4 0,393 DDX3X 0,536
C190rf33 0,107 ND3 0,393 CCNE1 0,536
RDH16 0,107 KDM4A 0,393 FGF4 0,536
MBTD1 0,143 MIR129-2 0,393 HSD17B7 0,536
CXorf67 0,143 MED15 0,393 HOXA10 0,536
ETF1 0,143 KLKS8 0,393 HOXA11 0,536
MIR618 0,143 RHOC 0,393 SNCG 0,536
HYAL3 0,143 PELP1 0,393 MIR204 0,536
CASC2 0,143 KDM4B 0,393 BANF1 0,536
RBMXP1 0,143 SIRT7 0,393 PDIK1L 0,536
DYNLL2 0,143 MIR99A 0,393 PAK3 0,536
MACROD1 0,143 CGB3 0,393 PPP2R1A 0,536
PPME1 0,143 AMHR2 0,393 MUC16 0,536
ASCL2 0,143 HPR 0,393 BBS2 0,536
ZC3H7B 0,179 HMMR 0,393 SAI1 0,536
C100rf67 0,179 ERRFI1 0,393 WNT4 0,536
YTHDCI1 0,179 HYAL1 0,393 MIR205 0,536
OVGP1 0,179 SUZ12 0,393 HSD3B2 0,536
GORASP2 0,179 PHF1 0,429 AMH 0,536

1POS8 0,179 PTGES2 0,429 SFRP4 0,536
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CDC42SE2
SPAM1
DGKA
RXFP1

MIR124-2
TSNAX
MIR372
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RXFP3
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SULT2B1
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BHD
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0,214
0,214
0,214
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0,25
0,25

MIR337
NID1
SLC29A2
STARD13
ENOSF1
FES
MYBL2
LOC102724023
CIRBP
C21orf33
SEMA3B
RPL11
PRAP1
PROK1
ZFHX3
BARD1
EBAG9
IGF2BP3
PSMD10
GPRC5A
EGLN1
JUP
ZMYND10
HOTAIR
RAB32
PDE7A
SPA17
CACUL1
FOSL2
HAS1
BHLHEA41
MIR503
JAZF1
HSD17B2
MMP26
FOXD3
SEMA3F
PCDH10
UBE2N
OLFM4
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0,571
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0,571
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KLLN
LLGL1
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MIR134
WNT10B
GHRHR
CLDN3
KISS1R
MLH3
INHA
CTNND1
CLDN4
HTR1B
SATB2
ABCC9
GSTZ1
SLC14A2
ERV3-1
HSPE1
TRAMI1
UGT2B17
LINC-ROR
UTS2R
GAS5
CRABP1
LPP
LGR6
RBMX
HTRA2
HSD3B1
CTCFL
IGFBP6
BAAT
ESRRA
NCOA1
MIR34C
DACH1
INTS2
INHBE
Z1C2
GPERI1
MSI1
NOV
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WNT2
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P2RY?2
LXN
CDC25C
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SOCS2
ESRRB
CALD1
SIRT3
FGF9
ADAMTS1
MIR148A
NTN1
STAR
CCND3
CXCL2
EPHB4
MIR200B
SMARCEI1
MIR100
EPHAS
EFEMP1
MIR222
THBS2
AKRI1C3
MAP3K1

LOC100128922

MTDH
SH2B3
PRSS55
IRS2
GHRH
SP71
CRISP2
MIR214
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DKK3
MIR143

0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
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0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
0,607
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SERPINB5 0,321 AQP2 0,5 FUT4 0,607
MAP3K4 0,357 KLK4 0,5 CYP11A1 0,607
ELF1 0,357 NCOA3 0,5 DDRI1 0,607
RPS6KAG 0,357 SRD5A2 0,5 HES1 0,607
EMP?2 0,357 CLDN7 0,5 GRP 0,607
PTENPI 0,357 GNRHR 0,5 FSDIL 0,607
BRD7 0,357 AURKB 0,5 SKP2 0,607
DDT 0,357 KRT19 0,5 KISS1 0,607
MIR98 0,357 PKN1 0,536 FSD1 0,607
KCNN4 0,357 GZMA 0,536 NTRK2 0,607
CDKS8 0,357 CALB1 0,536 PMS2 0,607
PIWIL2 0,357 TNFSF12-TNFSF13 0,536 ZEB1 0,607
HAND? 0,357 NRIP1 0,536 TRNLI 0,607
SOX7 0,357 SERPINF2 0,536 MSH6 0,607
RPL36A 0,357 PRMT! 0,536 TERC 0,607
NUPR1 0,357 TRIM27 0,536 S100A4 0,607
PAK4 0,357 C1QBP 0,536

Tabla 26: Genes filtrados por DPI. Listado de genes obtenidos luego de la biisqueda de genes
asociados a CE, junto con su DPI asociado, filtrados por el valor medio del DPI.
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Anexo F

Resultados: curvas de sobrevida

1 Sobrevida total (OS)
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Figura F.1. Curvas de sobrevida total (OS) de los 18 genes obtenidos luego del célculo de
ORs. Los genes son: ACSL5, ANAPC4, ARSD, FAM189A2, GSPT1, LPACT2, PALMD, PDZRN3,
PGR, PLEKHH1, PTCH1, SLC25A35, SLC47A1, SORBS2, TAB2, TMPRSS2, TPX2 y TRAF3IP2.
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Strata == TPX2=Aumentada =+ TPX2=Disminuida
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Figura F.2. Curvas de sobrevida libre de recurrencia (RFS) de los 18 genes obtenidos luego
del calculo de ORs. Los genes son: ACSL5, ANAPC4, ARSD, FAM189A2, GSPT1, LPACT2,
PALMD, PDZRN3, PGR, PLEKHH1, PTCH1, SLC25A35, SLC47A1, SORBS2, TAB2, TMPRSS2,

TPX2 y TRAF3IP2.
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Anexo G

Resultados: Odds Ratios (OR) e

Intervalos de Confianza (IC)

ACSL5 ANAPC4 ARSD FAM189A2

RFS upper 0,611 0,554 0,542 0,453
RFS middle 0,360 0,340 0,334 0,278
RFS lower 0,212 0,209 0,206 0,171
OS upper 0,811 0,727 0,949 0,749
OS middle 0,476 0,440 0,575 0,453
OS lower 0,280 0,266 0,348 0,273
Hist upper 0,301 0,341 0,358 0,225
Hist middle 0,181 0,220 0,232 0,144
Hist lower 0,109 0,142 0,151 0,092
Grado upper 0,293 0,227 0,234 0,225
Grado middle 0,200 0,147 0,148 0,139
Grado lower 0,136 0,095 0,094 0,086
Estadio upper 0,722 0,507 0,591 0,500
Estadio middle 0,475 0,336 0,392 0,331
Estadio lower 0,312 0,223 0,261 0,218
IM upper 0,806 0,655 0,716 0,546
IM middle 0,561 0,454 0,494 0,372
IM lower 0,390 0,314 0,340 0,253
LPCAT2 PALMD PGR PLEKHH1
RFS upper 0,644 0,671 0,411 0,611
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Proyecto Final Anexo G. Resultados: Odds Ratios e Intervalos de Confianza

RFS middle 0,388 0,400 0,249 0,362
RFS lower 0,233 0,239 0,151 0,215
OS upper 0,822 0,896 0,571 0,709
OS middle 0,481 0,531 0,343 0,414
OS lower 0,281 0,315 0,206 0,242
Hist upper 0,222 0,364 0,126 0,437
Hist middle 0,139 0,225 0,075 0,275
Hist lower 0,087 0,139 0,045 0,173
Grado upper 0,251 0,478 0,153 0,352
Grado middle 0,139 0,331 0,094 0,241
Grado lower 0,077 0,229 0,057 0,165
Estadio upper 0,655 0,822 0,462 0,586
Estadio middle 0,419 0,545 0,306 0,382
Estadio lower 0,268 0,361 0,202 0,250
IM upper 0,889 0,817 0,551 0,639
IM middle 0,583 0,568 0,379 0,443
IM lower 0,382 0,396 0,261 0,307
PTCH1 SLC25A35 SLC4T7A1 SORBS2
RFS upper 0,490 0,543 0,493 0,547
RFS middle 0,297 0,335 0,297 0,331
RFS lower 0,180 0,206 0,179 0,200
OS upper 0,652 0,917 0,413 0,793
OS middle 0,385 0,553 0,237 0,477
OS lower 0,227 0,333 0,136 0,287
Hist upper 0,447 0,193 0,070 0,132
Hist middle 0,284 0,122 0,035 0,075
Hist lower 0,180 0,077 0,017 0,043
Grado upper 0,290 0,179 0,216 0,222
Grado middle 0,166 0,107 0,143 0,147
Grado lower 0,095 0,064 0,094 0,097
Estadio upper 0,691 0,479 0,502 0,708
Estadio middle 0,442 0,316 0,331 0,471
Estadio lower 0,282 0,209 0,218 0,314
IM upper 0,849 0,634 0,610 0,790
IM middle 0,556 0,433 0,424 0,551
IM lower 0,364 0,296 0,294 0,384
TMPRSS2 TPX2 TRAF3IP2

RFS upper 0,519 6,076 0,439

RFS middle 0,319 3,726 0,264

RFS lower 0,196 2,285 0,159
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OS upper 0,902 5,642 0,506
OS middle 0,541 3,391 0,298
OS lower 0,324 2,038 0,176
Hist upper 0,462 1,671 0,125
Hist middle 0,301 1,045 0,076
Hist lower 0,196 6,527 0,046
Grado upper 0,274 2,665 0,181
Grado middle 0,169 1,464 0,090
Grado lower 0,105 8,033 0,045
Estadio upper 0,708 3,083 0,518
Estadio middle 0,466 2,363 0,329
Estadio lower 0,307 1,560 0,209
IM upper 0,724 3,380 0,626
IM middle 0,491 2,297 0,404
IM lower 0,333 1,561 0,261

Tabla 27: Resultados del andlisis de OR para todas las caracteristicas clinico-patolégicas en
estudio. La tabla representa los extremos del IC (‘lower’ y ‘upper’) y la medida de OR (‘middle’). La
variable ‘Hist’ refiere al subtipo histolégico.
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Anexo H

Resultados: modelo de riesgos

proporcionales de Cox

1 Variable de estado: RFS

Variable de estado: recurrencia (RFS)

Covariable b HR CI (inf.) CI (sup.) valor p
Paso 1  TPX2 0,35 141 081 2,48 0,226
LPCAT?2 20,03 097 058 1,62 0,901
PTCHI1 2046 0,63 0,38 1,05 0,079
ACSL5 -0,26 0,77 0,44 1,34 0,361
PALMD 0,04 1,04 0,56 1,92 0,906
ANAPC4  -02 082 048 1,39 0,457
TMPRSS2  -0,44 0,65 04 1,05 0,078
ARSD -0,13 0,87 0,53 1,45 0,601
SLC25A35 -0,3 0,74 0,44 1,24 0,255
SORBS2 002 1,02 057 1,83 0,934
TRAF3IP2 -0,1 091 0,53 1,55 0,72
FAMIS9A2 -0,34 0,71 0.4 1,25 0,236
PGR 20,04 096 048 1,94 0,91
SLC47TA1  -0,11 09 047 1,72 0,744
PLEKHH1 -0,38 0,69 04 1,18 0,172
Paso 2 TPX2 0,34 1,41 081 2,47 0,227
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LPCAT?2 0,03 097 0,58 1,62 0,908
PTCH1 0,45 064 0,38 1,05 0,076
ACSL5 0,26 0,77 0,44 1,34 0,362
PALMD 0,04 1,04 0,56 1,92 0,904
ANAPC4 02 082 048 1,39 0,46
TMPRSS2  -0,44 0,65 04 1,05 0,078
ARSD 0,13 088 0,53 1,45 0,603
SLC25A35 -0,3 0,74 0,44 1,24 0,254
TRAF3IP2  -0,09 0,91 0,54 1,55 0,726
FAMI89A2 -0,34 0,71 04 1,25 0,237
PGR 0,04 0096 0,48 1,94 0,915
SLCA47TA1 0,11 09 047 1,72 0,748
PLEKHHI -0,38 0,60 04 1,18 0,173
Paso 3 TPX2 035 142 0,81 2,47 0,221
LPCAT?2 0,03 0097 0,58 1,61 0,896
PTCH1 0,46 0,63 0,39 1,04 0,07
ACSL5 0,26 0,77 0,44 1,34 0,354
PALMD 0,03 1,03 0,56 1,9 0,915
ANAPC4 02 082 048 1,38 0,45
TMPRSS2 0,44 0,64 04 1,04 0,074
ARSD 0,13 088 0,53 1,45 0,603
SLC25A35 -0,3 0,74 0,44 1,24 0,253
TRAF3IP2  -0,1 0,91 0,54 1,54 0,716
FAMIS9A2 -0,35 0,7 0,41 1,22 0,209
SLC47TA1 0,11 089 048 1,67 0,722
PLEKHHI -0,38 0,68 04 1,18 0,17
Paso 4 TPX2 034 141 081 2,44 0,221
LPCAT?2 0,03 097 0,59 1,6 0,907
PTCHI1 0,45 064 0,39 1,03 0,067
ACSL5 0,26 0,77 0,44 1,33 0,351
ANAPC4  -02 082 049 1,38 0,454
TMPRSS2  -0,44 0,65 04 1,04 0,074
ARSD 0,13 088 053 1,45 0,604
SLC25A35 -0,3 0,74 0,44 1,24 0,253
TRAF3IP2 -0,1 0,91 0,54 1,54 0,717
FAMIS9A2 -0,34 0,71 0,42 1,2 0,203
SLCA47TA1 0,11 089 048 1,67 0,725
PLEKHHI -0,38 0,68 04 1,16 0,16
Paso 5 TPX2 034 141 0,82 2,44 0,218
PTCHI 0,45 064 0,39 1,03 0,067
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ACSL5 0,26 0,77 0,44 1,33 0,349
ANAPC4 02 082 049 1,37 0,442
TMPRSS2  -0,44 0,65 04 1,04 0,074
ARSD 0,13 087 053 1,44 0,599
SLC25A35 -0,3 0,74 0,44 1,24 0,253
TRAF3IP2 -0, 0,9 0,54 1,52 0,7
FAMI189A2 -0,34 0,71 0,42 1,2 0,201
SLCA47A1 0,12 089 048 1,66 0,712
PLEKHHI -039 0,68 04 1,16 0,157
Paso 6 TPX2 0,36 1,43 0,83 2,47 0,193
PTCHI 0,46 063 0,39 1,02 0,06
ACSL5 0,29 0,75 0,44 1,28 0,289
ANAPC4  -021 081 049 1,36 0,424
TMPRSS2  -0,43 0,65 04 1,04 0,075
ARSD 0,13 088 0,53 1,44 0,603
SLC25A35 -0,33 0,72 0,44 1,19 0,198
TRAF3IP2  -0,13 0,88 0,53 1,46 0,627
FAMIS9A2 -0,36 0,7 0,42 1,18 0,177
PLEKHHI -0,38 0,68 04 1,16 0,158
Paso 7 TPX2 0,39 1,47 0,86 2,51 0,155
PTCHI1 0,48 062 0,38 0,99 0,045
ACSL5 0,3 074 044 1,26 0,272
ANAPC4  -021 081 048 1,35 0,414
TMPRSS2  -0,45 0,64 04 1,03 0,064
ARSD 0,13 088 0,53 1,45 0,608
SLC25A35 -0,34 0,72 0,44 1,17 0,184
FAMI89A2 -0,37 0,69 0,41 1,15 0,155
PLEKHHI -0,39 0,68 04 1,15 0,151
Paso 8 TPX2 042 152 09 2,56 0,117
PTCHI1 0,49 061 0,38 0,98 0,043
ACSL5 0,31 0,73 043 1,24 0,245
ANAPC4  -022 08 048 1,34 0,394
TMPRSS2  -0,47 0,63 0,39 1 0,05
SLC25A35 -0,34 0,71 0,43 1,17 0,175
FAMIS9A2 -0,39 0,68 0,41 1,14 0,141
PLEKHHI -0,39 0,67 04 1,15 0,147
Paso 9 TPX2 045 1,57 0,93 2,63 0,09
PTCH1 0,49 061 0,38 0,98 0,042
ACSL5 0,34 0,71 0,42 1,21 0,207
TMPRSS2  -0,48 0,62 0,39 0,99 0,047
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SLC25A35  -0,39 0,68 0,42 1,1 0,116
FAMI89A2 -04 0,67 04 1,12 0,13
PLEKHHI -045 0,64 0,38 1,08 0,092
Paso 10 TPX2 05 1,64 098 2,76 0,06
PTCHI1 051 06 037 0,96 0,033
TMPRSS2  -0,49 0,61 0,38 0,98 0,042
SLC25A35  -0,45 0,64 0,39 1,04 0,07
FAM189A2 -041 0,66 0,39 1,11 0,119
PLEKHHI -044 0,64 0,38 1,08 0,094
Paso 11 TPX2 062 1,86 1,13 3,06 0,014
PTCH1 0,56 057 0,36 0,01 0,02
TMPRSS2  -0,58 0,56 0,35 0,89 0,013
SLC25A35 -0,48 0,62 0,38 1 0,049
PLEKHHI -048 0,62 0,37 1,04 0,068
Paso 12 TPX2 062 1,86 1,13 3,07 0,015
PTCHI1 0,6 055 0,34 0,88 0,013
TMPRSS2  -0,66 0,52 0,33 0,82 0,005
SLC25A35  -0,58 0,56 0,35 0,9 0,017

Tabla 28: Detalle de cada paso del andlisis multivariado de Cox con la variable de estado
RF'S. Las covariables son los genes obtenidos luego del célculo de OR (Seccién 1.6.1, Resultados); la
columna b indica los coeficientes de la Ecuacién 1.1; HR, los hazard ratios, que son iguales a exp(b); IC,
los intervalos de confianza definidos por el limite inferior y superior; por dltimo, la columna valor p
muestra la significancia estadistica de los resultados de b y HR.

2 Variable de estado: OS

Variable de estado: sobrevida (OS)
Covariable b HR IC (inf.) IC (sup.) valor p

Paso1 TPX2 0,66 1,93 1,04 3,6 0,037
PTCH1 20,27 0,77 0,44 1,34 0,351
ACSL5 0,05 1,05 0,59 1,86 0,872
PALMD 0,00 1,09 0,58 2,04 0,785
TMPRSS2  -0,21 081 047 1,39 0,438
SLC25A35 0,12 1,13 0,66 1,92 0,666
SORBS?2 024 126 0,69 2,32 0,449
TRAF3IP2  -0,18 0,84 047 1,51 0,557
FAMIS9A2 0,04 1,04 0,58 1,88 0,893
PGR 20,06 0,95 045 1,97 0,882
SLC47A1  -0,98 0,38 0,19 0,76 0,006
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Paso 2 TPX2 0,66 1,93 1,04 3,56 0,037
PTCH1 0,27 0,76 0,44 1,34 0,345
ACSL5 0,05 1,05 0,59 1,85 0,874
PALMD 0,09 1,1 059 2,04 0,767
TMPRSS2  -0,21 081 047 1,39 0,445
SLC25A35 0,12 1,13 0,66 1,93 0,66
SORBS2 024 127 0,69 2,32 0,448
TRAF3IP2  -0,17 084 047 1,51 0,562
PGR 0,04 096 0,47 1,95 0,906
SLC47A1  -0,98 0,38 0,19 0,76 0,006
Paso 3  TPX2 0,66 194 1,06 3,55 0,032
PTCH1 20,27 0,76 0,44 1,32 0,331
ACSL5 0,04 1,05 0,59 1,85 0,878
PALMD 0,00 1,09 0,59 2 0,779
TMPRSS2  -0,22 081 0,48 1,36 0,42
SLC25A35 0,12 1,12 0,66 1,91 0,668
SORBS?2 0,23 126 0,69 2,28 0,452
TRAF3IP2  -0,18 0,84 047 1,5 0,554
SLC47A1  -0,99 0,37 0,19 0,73 0,004
Paso 4 TPX2 0,66 1,93 1,06 3,54 0,032
PTCH1 20,27 0,76 0,44 1,32 0,335
PALMD 0,00 1,09 0,59 2 0,783
TMPRSS2  -0,21 081 0,48 1,36 0,423
SLC25A35 0,12 1,13 0,66 1,91 0,663
SORBS2 023 1,26 0,7 2,28 0,443
TRAF3IP2 0,18 0,84 047 1,5 0,552
SLC47A1  -0,97 038 0,2 0,72 0,003
Paso 5 TPX2 064 189 1,06 3,36 0,031
PTCH1 20,25 0,78 0,45 1,33 0,353
TMPRSS2  -0,21 0,81 0,48 1,37 0,439
SLC25A35 0,12 1,13 0,67 1,92 0,644
SORBS2 024 127 0,7 2,29 0,429
TRAF3IP2  -0,17 0,84 047 1,51 0,561
SLC47AL  -0,97 0,38 0,2 0,72 0,003
Paso 6 TPX2 061 1,85 1,05 3,27 0,035
PTCH1 0,28 0,76 0,45 1,28 0,302
TMPRSS2  -0,19 0,83 0,49 1,38 0,469
SORBS?2 025 128 0,71 2,31 0,412
TRAF3IP2  -0,17 0,85 047 1,51 0,574
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SLC47A1 092 04 022 0,73 0,003
Paso 7 TPX2 064 1,9 1,09 3,32 0,024
PTCHI 03 074 044 1,25 0,261
TMPRSS2  -0,22 0,8 0,49 1,33 0,395
SORBS2 021 1,24 0,7 2,19 0,47
SLCA47TAL 0,95 039 021 0,7 0,002
Paso 8 TPX2 058 1,79 1,05 3,06 0,032
PTCH1 0,27 0,77 0,46 1,28 0,31
TMPRSS2  -0,19 0,83 0,51 1,36 0,458
SLC47A1 091 04 022 0,73 0,003
Paso 9 TPX2 062 1,86 1,1 3,15 0,021
PTCHI1 0,29 0,75 045 1,25 0,268
SLCA47TA1 093 04 022 0,71 0,002
Paso 10 TPX2 0,69 1,9 1,19 3,32 0,008
SLCATAL 0,98 038 021 0,67 0,001

Tabla 29: Detalle de cada paso del anilisis multivariado de Cox con la variable de estado
OS. Las covariables son los genes obtenidos luego del cilculo de OR (Seccién 1.6.1, Resultados); la
columna b indica los coeficientes de la Ecuacién 1.1; HR, los hazard ratios, que son iguales a exp(b); IC,
los intervalos de confianza definidos por el limite inferior y superior; por tltimo, la columna valor p
muestra la significancia estadistica de los resultados de b y HR.
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