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RESUMEN

La inestabilidad genémica un fendmeno ampliamente distribuido en las células de
cancer, mas del 90% de los tumores sélidos y un 75% de tumores hematopoyéticos se asocian
a aneuploidia. En células sanas la inestabilidad del ADN tiene propiedades antitumorales,
que induce muerte celular, pero en algunas condiciones, puede adquirir propiedades
protumorales. El aumento de la inestabilidad genémica en cancer se asocia con peores
prondsticos clinicos, mayor quimioresistencia y mayor potencial para el desarrollo de
metastasis. Se ha hipotetizado que la compensacion de dosis génica podria explicar esta
paradoja. La presente tesis de investigacion propone gue ante dafio genotdxico las células de
cancer de mama inducen el fendmeno de compensacion de dosis génica que contribuye al
proceso de proliferacion celular. Para esto se propuso un modelo de inestabilidad genémica
acelerada en la linea celular HS-578T de cancer de mama, en el cual se realiz6 un tratamiento
con distintas dosis de cisplatino y etoposido y se evalud la heterogeneidad celular inducida
por los tratamientos. Para esto se evaluaron los cambios a nivel del ciclo celular, un indice
de heterogeneidad normalizado y las anormalidades estructurales del cariotipo celular. El
indice de heterogeneidad se calculé a partir de los datos de fluorescencia de una doble tincion
de ADN 'y los pardmetros de forward y side scatter; se seleccioné la poblacion G1 y mediante
un modelo de mezclas gaussianas se agruparon las subpoblaciones celulares identificadas en
G1, en estas cuatro dimensiones. Los resultados en conjunto permitieron identificar que el
modelo fue capaz de inducir un aumento en el nimero de subpoblaciones celulares e inducir
un aumento en la complejidad de las alteraciones estructurales del cariotipo. Se seleccionaron
las dosis de cisplatino 6 y 8 UM y de etopdsido 4 y 6 uM debido a que fueron capaces de
inducir inestabilidad gendmica y para las que previamente se ha demostrado que permiten la
sobrevivencia y proliferacion de las células de cancer. Para las dosis seleccionadas en el
modelo, se realizé la secuenciacion del transcriptoma y exoma completo, con el objetivo de
identificar una lista de genes candidatos de compensacion de dosis génica inducidos por el
modelo de inestabilidad gendmica acelerada. Se realiz6 un analisis de expresion diferencial
con DESeq2 y un analisis de inferencia del nimero de copias con CNVKit. El anélisis de
compensacion de dosis génica se realizé a partir del anlisis de expresion diferencial, donde
se seleccionaron los genes con un p > 0.05, en los que no hay un cambio estadisticamente
significativo en la expresion respecto al control sin tratamiento, y a partir de la inferencia del
namero de copias, a partir del cual se seleccionaron los exones con un log2 ratio mayor a
cero, que corresponde a los exones en los que aumentd el numero de copias respecto al
control sin tratamiento. Se seleccionaron los genes en los que el 100% de los exones que lo
componen tuvieron un aumento en el nimero de copias. Se identifico una lista de genes
candidatos de compensacién de dosis génica, en los que hubo un aumento en el nimero de
copias de todos sus exones, sin un cambio estadisticamente significativo en la expresion. Se
realiz6 un perfil funcional de los genes identificados mediante KEGG, las vias
funcionalmente enriquecidas en la lista fueron Hippo, Wnt y PPAR. Se realizé un analisis en
BioNet UCR para identificar los factores de transcripcién y las redes de regulacion de estos
genes, donde se identific6 GRHL2, NR3C1, GATA3, MYB, MYC y PPAR. A partir de la lista
de genes identificada en la presente tesis se podrian realizar estudios de validacion para
confirmar la compensacion, identificar los mecanismos y el efecto en progresion tumoral.
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ABSTRACT

Genomic instability is a widely observed phenomenon in cancer cells, with over 90%
of solid tumors and 75% of hematopoietic tumors being associated with aneuploidy. In
normal cells, DNA instability has antitumoral properties that induces cell death. However,
under certain conditions, it can acquire protumoral properties. An increase in the genomic
instability of cancer is associated with worse clinical outcomes, chemoresistance and
metastasis. It has been hypothesized that gene dosage compensation may explain this
paradox. This thesis proposes that in response to genotoxic damage, breast cancer cells
induce gene dosage compensation, which contributes to the cellular proliferation process. To
achieve this, we established an accelerated genomic instability model in a HS-578T breast
cancer cell line, where cells were treated with a range of cisplatin and etoposide doses.
Cellular heterogeneity induced by the model was evaluated at cell cycle phases
quantification, a normalize heterogeneity and cellular karyotype. The heterogeneity index
was calculated based on fluorescence data from a double DNA staining and forward and side
scatter parameters. The G1 population was selected, and using a Gaussian mixture model,
the identified subpopulations within G1 were grouped across four dimensions. We identified
that the model successfully induced an increase in the number of subpopulations or cellular
heterogeneity and an increase in the complexity of structural alterations in the karyotype.
Cisplatin doses of 6 and 8 UM and etoposide doses of 4 and 6 LM were chosen because they
induced genomic instability and supported cell survival and proliferation, as demonstrated in
a previous study. For the selected doses, RNA-sequencing and Exome-sequencing were
performed to identify a list of candidate genes for gene dosage compensation induced by the
accelerated genomic instability model. Differential expression analysis was conducted using
DESeq2 and copy number inference was performed with CNVKkit. Gene dosage
compensation analysis was carried out from the differential expression analysis, genes with
a p-value > 0.05 were selected, genes statistically non-significant compared to the untreated
control. The copy number inference, exons with a log2 ratio greater than zero, corresponding
to exons where copy number increased compared to the control, were selected. Genes where
100% of their exons exhibited an increase in copy number were identified. A list of candidate
genes for gene dosage compensation was generated, showing an increase in copy number for
all their exons without a statistically significant change in expression. A functional profile of
the identified genes was performed using KEGG, revealing that the enriched functional
pathways were Hippo, Wnt, and PPAR signaling pathways. An analysis in BioNet UCR was
also performed to identify the transcription factors and regulatory networks of these genes,
identifying GRHL2, NR3C1, GATA3, MYB, MYC, and PPAR. The list of genes identified in
this thesis is a preliminary analysis in vitro to identify genes that could be under gene dosage
compensation. Posterior projects could be set as a validation method to confirm gene dosage
compensation, identify the underlying mechanisms, and assess their effect on tumor
progression.
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CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1. 1 Contextualizacion del cancer

Se ha dicho que el cancer es tan antiguo como la raza humana, pero la realidad es que
es aun mas antiguo que la aparicion de los seres humanos en la tierra, ya que hallazgos
paleopatologicos han indicado que los tumores existian en animales desde tiempos
prehistoricos (Lukong, 2017). Desde hace muchos afios, el cancer ha afectado a millones de
personas en el mundo, la primera descripcion conocida de un caso de cancer se encuentra en
el papiro de Edwin Smith, escrito en el afio 3000 a.C. (Hajdu, 2011).

A pesar de la antigliedad del cancer sigue afectando a muchas personas a nivel mundial.
Las ultimas estimaciones de GLOBOCAN, producidas por la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC) y difundidas como Cancer Today en el Observatorio
Mundial de Cancer, estimaron que en el 2022 se dieron cerca de 20 millones de casos nuevos
y aproximadamente 9.7 millones de muertes por cancer. Esto significa que aproximadamente
1 de cada 5 hombres o0 mujeres desarrollaran cancer a lo largo de su vida y cerca de 1 de cada
9 falleceran por esta causa (Bray et al., 2024). Ademas, 2/3 de estas muertes ocurrieron en
paises de bajos y medianos ingresos, donde el cancer es cominmente diagnosticado en etapas

tardias y el acceso al tratamiento es limitado (Sung et al., 2021).

El cancer de pulmon fue el cancer mas cominmente diagnosticado para 2022, con una
incidencia global estimada de 2.5 millones de casos nuevos (12.4%), seguido por el cancer
de mama (11.6), colorrectal (9.6%), préstata (7.3%) y estomago (4.9%). La principal causa
de muerte por cancer en el mundo, para el 2022, fue el céncer de pulmén con
aproximadamente 1.8 millones de muertes, seguido del cancer colorrectal, de higado, de
mama y de estomago (Bray et al., 2024).



Se espera que la carga mundial anual de cancer aumente a mas de 28 millones de casos
para 2040, lo que representa un aumento del 47% con respecto al 2020 (Sung et al., 2021).
Sin embargo, mas recientemente y con base en los cambios proyectados en el crecimiento y
envejecimiento de la poblacion, suponiendo que las tasas generales de cancer permanezcan
sin cambios, se predice que en el afio 2050 se produciran mas de 35 millones de casos nuevos
de céncer, un aumento del 77% con respecto a los 28 millones estimados en el 2022 (Bray et
al., 2024; Sung et al., 2021). Estas estadisticas desalentadoras han llamado la atencién en
todo el mundo, para enfocar esfuerzos y reducir la mortalidad por cancer en un tercio durante
la préxima década (Jassim et al., 2023; WHO, 2020).

Se estima que para 2040, 67% de los casos anuales de cancer sean en paises de bajos y
medianos ingresos (WHO, 2020). Pero ain en paises desarrollados, mas de 1/3 de los
pacientes diagnosticados con cancer se presentan como un caso de emergencia, con un estado
relativamente tardio de la enfermedad y un riesgo significativamente aumentado de morir

dentro de los primeros 12 meses (Jassim et al., 2023; McPhail et al., 2022).

En el caso de Costa Rica, para el 2022 se diagnosticaron aproximadamente 13 mil casos
nuevos de cancer y ocurrieron aproximadamente 6 mil muertes por cancer. EI cancer méas
comun, entre hombres y mujeres, es el cancer de préstata con 1796 casos, seguido por el
cancer de mama, estdémago, colorrectal y tiroides. En mujeres el cancer mas comun es el
cancer de mama con 1300 casos y en hombres el cancer de prostata con 1796 casos (Ferlay
et al., 2024). La tasa de incidencia en el 2020 fue de 257.9 por 100 mil habitantes, con un
aumento de 17.5% respecto a la tasa de incidencia del 2014 (Picado et al., 2018; Sung et al.,
2021).

La principal causa de muerte en Costa Rica por cancer, en el 2022, fue el cancer de
estdmago con 774 muertes, seguido por el cancer colorrectal (709), de préstata (487) y de
mama (423) (Ferlay et al., 2024).



1. 2 Definicion y caracteristicas distintivas del cancer

El Instituto Nacional de Cancer, de los Estados Unidos, definid el cancer como “una
enfermedad en la cual algunas de las células del cuerpo crecen de forma descontrolada y se
esparcen a otras partes del cuerpo” (National Cancer Institute, 2011). Otras instituciones
como Mayo Clinic definen el cdncer como “cualquiera de una gran cantidad de enfermedades
caracterizadas por el desarrollo de células anormales que se dividen sin control y tienen
capacidad de infiltrarse y destruir el tejido corporal normal” (Mayo Clinic Staff, 2022). Y
algunos autores definen el cancer como “un grupo de enfermedades que constituyen mas de
100 condiciones genéticamente diversas, que comparten varios puntos en comun en los

mecanismos moleculares y alteraciones metabolicas entre si” (Upadhyay, 2021).

Desde el 2000 Hanahan y Weinberg publicaron las caracteristicas distintivas de la
conceptualizacién del cancer o también conocidas con el anglicismo de hallmarks del cancer,
estas se han actualizado con el tiempo hasta la mas reciente version del 2022 (Hanahan, 2022;
Hanahan & Weinberg, 2011, 2000).

Segun los autores la conceptualizacion de las caracteristicas distintivas del cancer “son
una herramienta heuristica para sintetizar la vasta complejidad de los fenotipos y genotipos
del cancer” (Hanahan, 2022). Y se propusieron como un conjunto de capacidades funcionales
adquiridas por células normales que les permiten convertirse en células cancerosas, capaces
de sobrevivir, proliferar y diseminar de forma descontrolada. Estas funciones se adquieren
en diferentes tipos de tumores a través de diferentes mecanismos y en diferentes momentos
durante el curso de la tumorigénesis. La adquisicion de las caracteristicas distintivas del

cancer es posible gracias a las caracteristicas habilitadoras (Hanahan & Weinberg, 2011).

En el 2011 se publicaron las 2 primeras caracteristicas “habilitadoras™ del cancer:

inflamacion promotora de tumores e inestabilidad gendémica y mutacion (Hanahan &



Weinberg, 2011). En el 2022, se agregaron 2 caracteristicas habilitadoras mas:

reprogramacion epigenética no-mutacional y microbiomas polimorficos (Hanahan, 2022).

1. 3 Inestabilidad gendmica

El concepto de inestabilidad gendmica hace referencia a una serie de cambios genéticos
que ocurren a un ritmo acelerado en poblaciones de células derivadas del mismo precursor
ancestral. También se puede utilizar como un término general para describir procesos que
aumentan la tasa de mutacion normal de las células, permitiendo asi que las células puedan
desarrollar fenotipos nuevos y agresivos, capaces de adaptarse a las presiones selectivas

cambiantes, que podria culminar en la formacion de un cancer (Bayani et al., 2007).

Generalmente, la inestabilidad gendmica se clasifica en dos tipos: inestabilidad de
microsatélites (MIN) e inestabilidad cromosémica (CIN) (Bayani et al., 2007; Killcoyne et
al., 2021). La MIN implica cambios simples en las bases del ADN, que ocurren debido a
defectos en los sistemas de reparacion del ADN (Bayani et al., 2007; Kolodner, 1995). Por
otro lado, la CIN describe la tasa excesiva de cambios numéricos (CIN numérica) y/o
estructurales (CIN estructural) en los cromosomas celulares, que ocurre producto de errores
durante la segregacion mitotica, lo que lleva a la formacidon de cariotipos anormales (Bayani
et al., 2007; Killcoyne et al., 2021; VVargas-Rondon et al., 2018).

La CIN numérica resulta del fallo mitético que lleva a la distribucién anormal de las
cromatides hermanas en las células hijas, por lo que hay un aumento o una disminucion en
el nimero de cromosomas en una célula (Killcoyne et al., 2021; VVargas-Rondén et al., 2018).
Se puede manifestar como aneuploidia, que puede ser trisomia (la ganancia de 1 cromosoma)
0 monosomia (la pérdida de 1 cromosoma) y poliploidia, cuando el conjunto completo de
cromosomas cambia, por ejemplo, se pasa de un organismo diploide (2n) a uno triploide (3n)
(Vargas-Rondon et al., 2018).



Por otro lado, la CIN estructural describe las alteraciones en la morfologia normal del
cromosoma, con duplicaciones o pérdidas del material genético, el cual puede ir desde pocos
nucleotidos hasta el brazo de un cromosoma completo, este Ultimo se conoce como alteracion
en el numero de copias (CNA) y es la forma mas comin de variacion estructural en el genoma
del céncer (Killcoyne et al., 2021). Asi mismo, se pueden presentar otras estructuras
anormales como cromosomas en anillo, dicéntricos, tricéntricos u otras aberraciones mas
complejas que pueden incluir mas de un cromosoma (Killcoyne et al., 2021; Savage, 1975;
Vargas-Rondon et al., 2018).

La poliploidia es un evento bastante comun en plantas, peces y salamandras, pero raro
en mamiferos, excepto en ciertos tipos de células altamente especializadas como las células

del corazén, de médula 6sea y del higado (Comai, 2005; S. Zhang et al., 2018).

En todas las especies de mamiferos se pueden encontrar hepatocitos poliploides
mononucleados y binucleados (4n, 8n, 16n y superiores) (Comai, 2005; Duncan et al., 2010;
S. Zhang et al., 2018). La aneuploidia en el higado es generalizada y afecta a un 60-70% de
los hepatocitos en ratones y de un 25-50% de los hepatocitos en humanos (Duncan, 2013;
Duncan et al., 2010, 2012). También se ha concluido que la aneuploidia hepatica es
independiente de la edad y el sexo del paciente, y se caracterizd en tejido hepatico sin
evidencia de transformacion maligna (Duncan et al., 2012). Se ha propuesto que el
mecanismo por el cual los hepatocitos diploides se convierten en células poliploides es una

citocinesis fallida (Duncan, 2013).

La evidencia demuestra que la aneuploidia hepatica aleatoria puede promover la
adaptacion a la lesion hepatica, por ejemplo, en respuesta al dafio hepéatico crénico. Los
subconjuntos de hepatocitos aneuploides que son diferencialmente resistentes a la lesion
permanecen sanos, regeneran el higado y restauran su funcion (Duncan et al., 2012). Por lo

tanto, la aneuploidia y poliploidia en hepatocitos parecen ser un mecanismo evolutivo para



generar diversidad genética y permitir la adaptacion de los hepatocitos al dafio xenobidtico o
nutricional, ya que posiblemente confieren una ventaja selectiva en condiciones de estrés
(Duncan et al., 2010).

Sin embargo, la aneuploidia no es bien tolerada por los organismos eucariotas y de
hecho es la causa mas comun de aborto espontaneo y trastornos del desarrollo intelectual en
seres humanos. Todas las monosomias humanas y 20 de las 23 trisomias autosomicas son
letales a nivel embrionario. De las 3 trisomias viables al nacer (13 o Sindrome de Patau, 18
0 Sindrome Edwards y 21 o Sindrome de Down), solo la trisomia 21 puede sobrevivir hasta
la edad adulta (Kojima & Cimini, 2019; Pai et al., 2002; J. Sheltzer & Amon, 2011).

Se puede resaltar que las monosomias (con excepcion de la monosomia del cromosoma
X, responsable del sindrome de Turner) en general no son observadas en seres humanos y
también son muy raras en abortos, posiblemente porque esta condicion no es compatible con

la sobrevivencia de la célula o la implantacion del évulo fertilizado (Kojima & Cimini, 2019).

De manera semejante en ratones, todas las aneuploidias autosdmicas son letales para el
embrion, excepto trisomia 10, aunque muere poco después del nacimiento (J. Sheltzer &
Amon, 2011). También se ha asociado con defectos en el desarrollo y letalidad en otros
organismos como levaduras (Pavelka et al.,, 2010; J. Sheltzer & Amon, 2011).
Evolutivamente parece ser que la aneuploidia representa una barrera considerable para el
desarrollo exitoso de los organismos, aunque en ciertas células altamente especializadas y
bajo ciertas condiciones especificas, la aneuploidia podria ser un mecanismo de adaptacion

y sobrevivencia (J. Sheltzer & Amon, 2011).

1. 4 Inestabilidad genomica en células de cancer
Desde finales de siglo XX, David von Hansemann y Theodor Boveri observaron que
las divisiones celulares desiguales, se asocian con defectos en el desarrollo y cancer (Hardy

& Zacharias, 2005). Por lo que, desde hace méas de 100 afios se conoce que la aneuploidia es



un fenémeno ampliamente distribuido en las células de cancer (Girish et al., 2023). Més del
90% de los tumores solidos y cerca del 75% de los canceres hematopoyéticos han ganado o

perdido cromosomas completos (Weaver & Cleveland, 2006).

Se ha estimado que cerca del 25% de los canceres exhiben una ganancia en el brazo q
del cromosoma 1y en general el 97% de los canceres de mama exhiben 1 0 mas aneuploidias.
Ademaés, algunos tipos de cancer exhiben patrones de aneuploidia especificos, que son
observados con mayor frecuencia. Por ejemplo, en cancer de mama el 60% poseen una
trisomia en el cromosoma 1q, haciendo esta alteracion mas comuin que mutaciones en
PIK3CA, TP53 o cualquier otro gen individual; en la mayoria de los glioblastomas hay una
ganancia de una copia extra del cromosoma 7 y una pérdida del cromosoma 10 (Girish et al.,
2023; Vasudevan et al., 2021).

Las anormalidades en el ADN es uno de los elementos que comparten las diferentes
teorias del origen del cancer. Se ha reconocido, desde hace tiempo, que cambios en la
secuencia de ADN son elementos fundamentales para la transformacion celular, ya que
pueden activar la funcion de oncogenes (por ejemplo, mutaciones puntuales, amplificaciones
y translocaciones) o inactivar genes supresores de tumores (por ejemplo, mutaciones sin

sentido o deleciones) (Jassim et al., 2023).

De hecho, se plante6 que la caracteristica habilitadora méas destacada en el desarrollo
de un cancer es la inestabilidad gendmica, ya que genera mutaciones aleatorias que incluyen
reordenamientos cromosomicos, entre los cuales se encuentran los cambios genéticos raros,
que son los responsables de orquestar las capacidades distintivas del cancer y finalmente la
progresion de la enfermedad (Hanahan & Weinberg, 2011).

Por lo tanto, se ha concluido que los defectos en el mantenimiento y reparacion del

genoma son selectivamente ventajosos para la progresion tumoral, aunque sea porque



aceleran la velocidad a la que las células premalignas en evolucion pueden acumular

genotipos favorables para el cancer (Hanahan & Weinberg, 2011; Killcoyne et al., 2021).

1. 5 Paradoja de la inestabilidad gendmica en células de cancer

A pesar de la ubicuidad de la inestabilidad gendmica en tumores humanos, la induccion
de aneuploidia generalmente disminuye la capacidad proliferativa de la célula, ya que se ha
observado que las células aneuploides genéticamente modificadas suelen tener una aptitud
fisiol6gica y una tumorigenicidad disminuida (Hanahan, 2022; Hanahan & Weinberg, 2011;
J. Sheltzer et al., 2017).

Las células humanas y de raton que portan un tnico cromosoma adicional, exhiben un
retraso pronunciado en el ciclo celular, estrés proteotdxico, alteraciones metabdlicas e
inestabilidad gendémica (Chunduri & Storchové, 2019; Pavelka et al., 2010; Stingele et al.,
2012). En general se sugiere que la aneuploidia es capaz de funcionar como un supresor de

tumores (Vasudevan et al., 2021).

Aunqgue la aneuploidia es perjudicial para las células en la mayoria de los casos,
también se ha descubierto que proporciona una ventaja selectiva para adaptarse a entornos
con condiciones estresantes, ya que la CIN proporciona la plasticidad fenotipica para tolerar
el estrés (Ippolito et al., 2021; Lukow et al., 2021; Vasudevan et al., 2021).

Estudios previos en levaduras han reconocido los cambios en la organizacion genémica
y el nimero de copias como contribuyentes importantes en la resistencia a los antiflngicos
(Pavelka et al., 2010; Selmecki et al., 2009). De hecho, la amplificacion de un solo
cromosoma, i(5L) un isocromosoma compuesto por dos brazos cromosoémicos idénticos
(Chr5L) en la levadura Candida albicans, se asocio con la adquision de resistencia al
fluconazol y la presencia de esta amplificacion correlaciono con concentraciones minimas
inhibitorias (MIC) mas altas de fluconazol y de forma contrario, la pérdida de i(5L)

correlacion6 con una caida en los niveles de MIC del fluconazol (Selmecki et al., 2009).



Se ha demostrado que las células de cancer podrian aprovechar la inestabilidad
gendmica inducida por la aneuploidia y los cambios resultantes en el nimero de copias
genéticos para sobrevivir en condiciones de estrés, la quimioterapia actta a modo de presion
selectiva, similarmente a como ocurre con la resistencia a los antibidticos y a los antifingicos.
Ademas, la resistencia a los farmacos quimioterapéuticos estuvo determinada por la
adquisicién de cariotipos recurrentes, lo que indica que la dosis genética podria desempefiar

un papel en el impulso de la quimiorresistencia (Ippolito et al., 2021).

Ippolito et al. (2021) plantearon un modelo en el que se sugiere que el aumento de la
velocidad de una inadecuada segregacion cromosémica en una poblacién celular lleva a un
aumento de la heterogeneidad cariotipica. En este estado, la poblacion celular es
gendmicamente muy inestable, una condicién que podria ser desfavorable para la
proliferacion celular; pero que otorga un amplio surtido de diferentes cariotipos, dentro de
los cuales se podria encontrar un genotipo adecuado para la sobrevivencia de la célula en

presencia de un agente quimioterapéutico.

El aumento en la heterogeneidad intratumoral, permite aumentar la diversidad genética
y fenotipica del tumor y por lo tanto, al aplicar una presion selectiva como un agente
quimioterapéutico, es posible que se seleccionen Unicamente los clones cuyo genotipo y
fenotipo les confiera quimiorresistencia y finalmente, ese clon sera el responsable que
repoblar un tumor. Esto podria justificar las observaciones previas, donde se ha demostrado
que el aumento de la CIN correlaciona con mal prondstico de los pacientes con cancer y
respuestas deficientes en numerosos tratamientos para tumores humanos (Ippolito et al.,
2021; Lukow et al., 2021; Vasudevan et al., 2021).

Estas observaciones han sido respaldadas por otros estudios, donde se ha demostrado
que la induccion de CIN de forma exdgeno puede acelerar la adquisicion de resistencia a

terapias dirigidas como Vemurafenib y terapias citotoxicas como Paclitaxel y Doxorubicina.
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Se utilizaron diferentes enfoques de induccion de CIN, diferentes lineas celulares y diferentes
terapias contra el cancer, lo que resalta la generalizacion de este fendmeno como causa de
fracaso en la terapia contra el cancer. Se sugiere que la CIN no proporciona resistencia
"intrinseca" a las terapias contra el cancer, sino que confiere una plasticidad gendmica a las

células cancerosas que les permite adquirir aneuploidias beneficiosas (Lukow et al., 2021).

Por lo tanto, la propuesta mas aceptada es que la aneuploidia tiene tanto propiedades
antitumorales como protumorales, ya que aunque la mayoria de las aneuploidias llevan a
muerte celular o senescencia es posible que ocurra un evento relativamente raro, que permita
el surgimiento de cariotipos con propiedades proliferativas, cambios favorables en las dosis
génicas y sobreexpresion de oncogenes, con capacidad de evadir el sistema inmune y resistir
la terapia. Estas aneuploidias se pueden ir seleccionando con el tiempo, se dice que se
requieren muchas generaciones para poder establecer patrones de expresion genética que

permitan el crecimiento celular de las células de cancer (Vasudevan et al., 2021).

1. 6 Ante la paradoja: hipotesis de la compensacion de dosis génica

La aneuploidia afecta la expresién no solo de los genes ubicados en los cromosomas
aneuploides, sino también en muchos otros genes de todo el genoma (Dirrbaum & Storchova,
2016; Stingele et al., 2012; Torres et al., 2007). Uno de los posibles origenes de esta
desregulacién genética global proviene de los reguladores transcripcionales, los cuales se
encuentran en las regiones cromosomicas aneuploides y pueden afectar la expresion de genes
en cualquier otra region del genoma (Durrbaum & Storchova, 2016; J. M. Sheltzer et al.,
2012).

La aneuploidia altera la dosis de cientos o miles de genes de forma simultanea, lo que
aumenta los requisitos metabdlicos de la célula y lleva a problemas generalizados en la
produccién, plegamiento y recambio de proteinas (Donnelly et al., 2014; Santaguida et al.,

2015). Asi mismo, se desencadena un programa transcripcional que implica la regulacion
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positiva de genes de respuesta al estrés y una regulacién negativa de los genes del ciclo
celular, que a menudo lleva a detencion del ciclo celular y senescencia (Lukow et al., 2021;
Santaguida et al., 2015; Stingele et al., 2012).

Ademas, aunque el patrén de respuesta de la aneuploidia es uniforme, no existe una
superposicion significativa de los genes individuales desregulados, lo que indica que existen
consecuencias fisioldgicas comunes para la aneuploidia, pero que las vias por las cuales se
logra el cambio del fenotipo difieren. Posiblemente debido a determinantes moleculares

especificos que son afectados por la composicion cariotipica (Dirrbaum & Storchova, 2016).

Dentro del caos de inestabilidad gendmica inducida por la CIN se han evidenciado
ciertos patrones conservados que sugieren la presencia de un mecanismo estable, cuya
funcién es asegurar la supervivencia celular y lidiar con los efectos negativos de la

aneuploidia (Ozery-Flato et al., 2011).

Una posible explicacion de como las celulas de cancer lidian con la inestabilidad
gendmica es la hipétesis de la compensacién de dosis génica (Kojima & Cimini, 2019). De
hecho, se ha planteado que la aneuploidia promueve el desarrollo de tumores aumentando la
dosis de oncogenes que promueven el crecimiento y disminuyendo la dosis de supresores de
tumores, que inhiben el crecimiento. Sin embargo, la identidad de los genes reguladores de
este proceso aun no se conoce (Lukow et al., 2021; Schukken & Sheltzer, 2022).

La compensacion de dosis génica es un mecanismo por el cual la expresion de ciertos
genes es modulada para compensar las diferencias en la dosis génica, el ejemplo clasico de
compensacion de dosis génica es el observado en organismos con sistemas de determinacion
del sexo. De hecho, en ciertos modelos experimentales, este fendmeno de compensacion de
dosis parece ser amplio y afectar a una gran fraccion del contenido de los genes del cariotipo

aneuploide (Kojima & Cimini, 2019).
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Hay evidencia del efecto de la compensacion de dosis génica en la expresion génica,
rasgos cuantitativos, sindromes aneuploides, dinamica poblacional y el destino evolutivo
diferencial de genes (Veitia et al., 2008). Las alteraciones en la dosis génica afectan la aptitud

celular de distintas maneras (J. Sheltzer & Amon, 2011).

1. Provoca cambios en la concentracion de una proteina en particular, por lo que puede
modular directamente la eficiencia de la funcidn celular de esa proteina.

2. Induce cambios en el nimero de copias de genes que pueden afectar la formacion o
funcién de complejos sensibles a la estequiometria.

3. Cambia la susceptibilidad de algunas proteinas de realizar interacciones moleculares
promiscuas con otras proteinas, es decir, las proteinas pueden interactuar con mas de
un blanco, alterando el interactoma celular al cambiar el nimero de copias del gen.

4. Puede alterar la proliferacion celular a través de la acumulacion de proteinas plegadas
0 agregadas incorrectamente, es decir, la sobreexpresion de una proteina supera la
capacidad de las chaperonas encargadas de plegarla correctamente, lo que lleva a
fenotipos de pérdida de funcion y agregados proteicos potencialmente citotdxicos.

5. El exceso de proteinas puede afectar los mecanismos de degradacion proteica, por lo
qgue no todas las proteinas de las células aneuploides se sobreexpresan
proporcionalmente y la mayoria de las proteinas con dosis compensada son miembros
de complejos proteicos. El desequilibrio estequiométrico inducido por la aneuploidia
puede estresar gravemente el proteosoma celular.

6. Afecta significativamente el metabolismo y aumenta las necesidades de energia
celular, posiblemente las células gastan su energia en traducir y degradar el exceso
de proteinas codificadas en los cromosomas adicionales.

Se ha demostrado que los genes con compensacion de dosis génica constituyen

aproximadamente el 10% del genoma y consisten predominantemente en subunidades de
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complejos multiproteicos, que estdn regulados en una manera dependiente de la

estequiometria (Ishikawa et al., 2017).

En células humanas aneuploides, se ha demostrado que niveles de ARNm por lo
general correlaciona bien con el nimero de copias incrementado de ADN (dosis génica),
mientras que la abundancia de algunas proteinas se reduce hacia niveles diploides (Stingele
et al., 2012). Ademas, se ha identificado que las proteinas codificadas en el exceso de
cromosomas forman agregados en las células aneuploides, esta agregacion explica por qué
el estrés proteotdxico es una caracteristica universal de la aneuploidia y revela la agregacion
de proteinas como una forma de compensacion de dosis casi tan efectiva como la degradacién

de proteinas, en la disminucién del nivel de proteina en exceso (Brennan et al., 2019).

Aunque la mayoria de los genes son compensados a nivel proteico, otros pocos son
también compensados a nivel de ARNm (Stingele et al., 2012). Un reporte de aislamientos
de levaduras aneuploides ambientales mostré6 compensacion de dosis génica en 10-30% de
los genes amplificados en comparacion con cepas isogénicas o euploides cercanamente
relacionadas. Lo que evidencia que la aneuploidia no llevaba a defectos en el crecimiento;
por lo que se propuso que el mecanismo de compensacion de dosis génica es probablemente
debido a mecanismos de retrocontrol (Hose et al., 2015).

Nuestro grupo de investigacion en la Universidad de Costa Rica previamente ha
trabajado en la identificacion de estos mecanismos de compensacion de dosis génica
mediante el andlisis de datos gendmicos y transcriptomicos del panel de lineas celulares de
cancer NCI60 (Shoemaker, 2006).De dichos estudios se ha identificado un clUster de genes
con baja tolerancia a la variacion en los niveles de expresion, a pesar de una gran variacion
en el numero de copias. Estos genes estan distribuidos a lo largo de varias localizaciones
cromosomicas y, de hecho, sus nimeros de copia tienen un coeficiente de correlacion positiva

0 negativa con los niveles de expresion de varios microARNs (MIRs) y factores de
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transcripcion (FT). La mayoria de las correlaciones no corresponden a interacciones directas
con los genes blanco, sugiriendo que la compensacion de dosis génica puede ser mediada por
una compleja red de MIRs y FT (M. Acon et al., 2020; M. S. Acén et al., 2018).

1. 7 El dafio genotoxico como inductor de inestabilidad genomica

Los seres vivos se exponen constantemente a una amplia gama de procesos y agentes
capaces de dafar el ADN (agentes genotdxicos), derivados tanto de fuentes exdgenas como
enddgenas (Jackson & Bartek, 2009). Una de las fuentes exdgenas mas importantes de dafio
al ADN, son los agentes quimioterapéuticos, cuyo éxito terapéutico radica en la capacidad
de dafiar el ADN de las células de cancer y cuyo efecto secundario principal, también radica,

en esta misma capacidad (Chabner & Roberts, 2005).

El dafio al ADN activa la respuesta al dafio al ADN (o DDR por sus siglas en inglés),
la cual se describe como una intrincada red intracelular que coordina procesos de arresto del
ciclo celular, reparacion del dafio, cambios en el manejo energético de la célula e induccion
de muerte celular y senescencia (Jackson & Bartek, 2009; Lord & Ashworth, 2012).

Las alteraciones en el ADN promueven la proliferacién de las células cancerosas
mediante la acumulacion de aberraciones impulsoras, incluidos cambios en el nimero de
copias de genes, reordenamientos y mutaciones; sin embargo, estos mismos defectos también
crean vulnerabilidades que son relativamente especificas de las células cancerosas, y
potencialmente podrian explotarse como blanco terapéuticos, con el fin de aumentar el indice
terapéutico de los tratamientos contra el cancer y, mejorar los resultados en los pacientes
(Man-Sai et al., 2016).

Como se describié anteriormente, la aneuploidia exhibe tanto propiedades
protumorales como antitumorales. De hecho, la quimioterapia y la radioterapia, tratamientos
ampliamente utilizados en el abordaje del paciente con cancer, aprovechan las caracteristicas

antitumorales de la CIN y la aneuploidia, al inducir inestabilidad genémica en dosis letales
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para las células. Esta dosis toxica puede ser suficientes para inducir la muerte de las células
de cancer e inducir la regresion del tumor, debido a que las células tanto tumorales como

sanas, son incapaces de tolerar tanta inestabilidad genomica (Vargas-Rondén et al., 2018).

Sin embargo, puede ocurrir que la distribucién de la dosis de la quimioterapia o la
radiacion no sea homogénea para todas las células del cancer, por lo que algunas células de
cancer se exponen a dosis subletales, esto permite la fijaciobn de nuevas alteraciones
estructurales y numeéricas, asi como la ganancia de nuevas mutaciones y alteraciones
oncogenicas. Finalmente, esto se traduce en una mayor heterogeneidad intratumoral y
resistencia a la terapia. La administracion de la terapia puede actuar como una presion
selectiva, lo que permite la seleccién de un clon celular capaz de tolerar tanto la quimioterapia

o la radiacidn, asi como la inestabilidad inducida por éstas (Vargas-Rondon et al., 2018).

La quimioterapia y la radioterapia han sido estrategias terapéuticas centrales para la
mayoria de paciente con cancer, la resistencia a estas terapias puede llevar a fallo terapéutico
y la progresion tumoral (Ippolito et al., 2021). Estudios han identificado en lineas celulares
de cancer aneuploide, un aumento de la resistencia a multiples quimioterapias y drogas en
general (Cohen-Sharir et al., 2021; Replogle et al., 2020).

De hecho, se ha demostrado que la ganancia de 1 solo cromosoma lleva a un aumento
en la resistencia a quimioterapéuticos de primera linea como cisplatino y paclitaxel. Se ha
propuesto que el retraso en la fase G1 que ocurre en células aneuploides podria ser la causa
de la resistencia a la quimioterapia en comparacion con células euploides. EI mecanismo que
se plantea es que el retraso en G1 aumenta la resistencia a cisplatino y paclitaxel al reducir
su habilidad de dafar el ADN y los microtubulos, respectivamente (Replogle et al., 2020).

Se ha estudiado formalmente la relacion entre la aneuploidia y la quimiorresistencia.
El modelo que se ha planteado sugiere que, en un panel tumoral de células aneuploides,

cuando se aumenta la tasa de segregacion erronea, aumenta la heterogeneidad intracelular y
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al aplicar una presion selectiva, como la exposicion a quimioterapéuticos, se selecciona un
clon o pocos clones celulares con cariotipos resistentes y recurrentes. Por lo tanto, las
condiciones que induzcan errores mitoticos tienen un efecto beneficioso sobre las células de
cancer, ya que permiten aumentar la variabilidad genética y fenotipica y posteriormente, al
exponer dichas células a una condicion estresante, en esa variabilidad, es més probable
encontrar un genotipo capaz de tolerar la condicion estresante (Ippolito et al., 2021).

Asi mismo, nuestro grupo de investigacion ha estudiado las dosis de quimioterapia
genotoxica que, aungue son letales para la mayoria de las células, permiten la proliferacion
celular de subpoblaciones de células en presencia de dafios en el ADN no reparados, como
lo demuestran los ensayos de supervivencia clonogénica y videomicroscopia de células vivas
(Jiménez-Araya et al.; Mora- Cascante et al. Datos no publicados). Lo que sugiere que existen
subpoblaciones de células cancerosas que sobreviven y continGan proliferando en presencia
de dafios no reparados en el ADN, y que posiblemente adquieren nuevas alteraciones
genéticas que impulsan las células a fenotipos méas agresivos, incluyendo fenotipos

quimiorresistentes.

1. 8 Cisplatino y el dafio genotdxico

El cisplatino (CPT), también conocido como cis-diaminodicloroplatino (II) es un
compuesto de coordinacidén metélico (platino). Su nombre original fue sal de Peyrone, debido
a gque fue sintetizado por primera vez por Michele Peyrone. Su estructura fue descrita por
Alfred Werner en 1893, sin embargo, no gano atencion hasta 1965 cuando Barnett Rosenberg
y otros investigadores observaron que algunos productos a base de platino eran capaces de
inhibir la division celular de Escherichia coli, lo que generé mucho interés en posibles usos

como agente citotdxico para el tratamiento del cancer (Dasari & Tchounwou, 2014).

Los compuestos a base de metales se han utilizado desde la antigiiedad para el

tratamiento de muchas enfermedades, sin embargo, para el tratamiento del cancer el CPT
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tiene beneficios citotdxicos a diferencia de cualquier otro metal, debido a una mayor

selectividad, menor toxicidad y un espectro de actividad mas amplio (Forgie et al., 2022).

En 1978 la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) aprob6 el CPT como
tratamiento del cancer y fue el primer compuesto de platino aprobado para este fin, lo que
generd mucho interés en compuestos de platino (I1) u otros metales, como posibles farmacos
anticancerigenos. De hecho, se han desarrollado otros anélogos de platino, pero solo el
carboplatino y oxaliplatino han sido aprobados globalmente para su uso a nivel clinico
(Dasari & Tchounwou, 2014; Forgie et al., 2022).

Los farmacos a base de platino se han mantenido como farmacos anticancerigenos
destacados, eficaces y ampliamente utilizados; principalmente en el tratamiento de muchos
tumores solidos, incluidos los canceres de testiculo, ovario, vejiga y colorrectal (Forgie et al.,
2022). Asi como otros tipos de neoplasias, como cancer de cabeza y cuello, de mama,

cerebro, rifion, entre otros (Dasari & Tchounwou, 2014).

Tanto el CPT, como el carboplatino y oxaliplatino son conocidos porque actGan
canonicamente mediante la generacion de aductos de ADN que provocan dafios gendmicos;
sin embargo, el alcance de su citotoxicidad dentro de la célula es mucho mas amplio y no se

limita Gnicamente al nGcleo (Forgie et al., 2022).

EI CPT es cominmente administrado en dosis de 60-40 mg/m?, mediante una infusion
intravenosa constante de 90 minutos, por 3-5 dias consecutivos cada 3 semanas (Charlier et
al., 2004). En sangre aproximadamente el 90% es secuestrado por las proteinas plasmaticas,
dejando solo el 10% para acceder a los tejidos (DeConti et al., 1973; Forgie et al., 2022). El
rango terapéutico del cisplatino, medido en sangre, se encuentra entre 1.0 - 5.0 mg/L
(Charlier et al., 2004; Forgie et al., 2022).
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El mecanismo por el que ingresa a la célula actualmente se encuentra en debate,
inicialmente se penso que el mecanismo principal era la difusion pasiva, ya que al ser una
molécula pequefa y sin carga puede atravesar facilmente las membranas lipidicas (Eljack et
al., 2014). Sin embargo, se han reconocido otros mecanismos que involucran transportadores
de membrana especificos, entre ellos destaca la proteina 1 de absorcion de cobre de alta
afinidad (CTR1) y labomba Na*/ K™ ATPasa (P. A. Andrews et al., 1991; Ishida et al., 2002).
Ademas, puede ser expulsado de la célula mediante bombas de eflujo como ATPase copper
transporting alpha (ATP7A) y la proteina 2 de resistencia a multiples farmacos (MRP2)
(Forgie et al., 2022).

El mecanismo mejor estudiado de muerte celular mediada por CPT es el dafio al ADN
nuclear después de la captacion intracelular. Desde los afios 70 se conoce la capacidad del
CPT de dariar el ADN y se considera el principal mecanismo de toxicidad del CPT (Forgie
etal., 2022).

En plasma el CPT es poco reactivo, debido a la alta concentracion de cloruro que evita
el desplazamiento de los grupos cloruro. Dentro de la célula, la concentracion de cloruro
disminuye y esto favorece la hidratacion del CPT. Esto da como resultado un electrofilo
potente capaz de unirse a una variedad de constituyentes celulares, entre los cuales se
encuentran los sitios N7 altamente nucleofilicos de las purinas del ADN. También puede
unirse al surco mayor de la hélice del ADN, lo que permite la formacion de aductos, entre
los que destacan principalmente: entrecruzamiento intra-hebra, entrecruzamiento entre-

hebras y aductos monofuncionales (Forgie et al., 2022).

Inicialmente, se pensd que los aductos en el ADN eran los responsables de inhibir la
sintesis de ADN, mediante el bloqueo de la maquinaria de replicacion. Sin embargo, el
paradigma cambidé cuando Sorenson y Eastman observaron que 1) las células tratadas con

CPT normalmente se detienen en fase G2 del ciclo celular y no en fase S, como se esperaria
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con la inhibicion en la sintesis de ADN y 2) células con defectos en la reparacion del ADN,
tratadas con CPT podia inducir la detencion del crecimiento de G2 y apoptosis y 3) el ADN
es capaz de duplicarse aun en células que no se dividian. Por lo que, se propuso que la
inhibicion de la transcripcion es el mecanismo clave de la toxicidad del CPT (Forgie et al.,
2022; Sorenson & Eastman, 1988a, 1988D).

La forma en que el CPT media la muerte celular depende no s6lo de las lesiones del
ADN en si mismas sino también de cémo la célula elige responder al dafio. En casos de dafio
tolerable de corta duracion, la célula puede activar mecanismos de reparacién y detencion
del ciclo celular. En casos de dafio sostenido absoluto, la célula puede activar vias

proapoptéticas (Forgie et al., 2022).

Una de las estrategias por la cual las células pueden resistir el tratamiento con CPT es
el aumento en los mecanismos de reparacion del ADN. Los entrecruzamientos son
principalmente reparados a través de la via de escision de nucle6tidos (NER). Aunque
también participan otros mecanismos como recombinacion homologa (HR), que implica la
formacion de roturas de doble banda en el ADN vy la via de reparacion de pareos erroneos o
Mismatch repair (MMR), sin embargo, esta Gltima via no puede reparar eficazmente los
aductos de CPT, lo que contribuye a la citotoxicidad del CPT al generar sefiales de muerte
celular (Forgie et al., 2022).

Asi mismo, se debe destacar que el CPT actGa no solo mediante la inhibicion de la
transcripcion inducida por el dafio en el ADN vy la sefial apoptética, si no, que también puede
inducir estrés en el reticulo endoplasmico, dafio al ADN mitocondrial que aumenta la
produccion de especies reactivas de oxigeno y finalmente, puede unirse a componentes de la

membrana plasmatica y del citoesqueleto (Dasari & Tchounwou, 2014; Forgie et al., 2022).
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1. 9 Etopdsido y el dafio genotoxico

La naturaleza bicatenaria del ADN genera algunas dificultades para llevar a cabo
algunos procesos celulares como replicacion, reparacion, transcripcion y segregacion
cromosomica, ya que durante estos procesos celulares se debe abrir la doble hebra del ADN,
generando un sobrenrollamiento en otros sitios de la molécula. Lo anterior genera un
problema de estrés topologico que debe ser resuelto por la célula de una forma
energéticamente favorable (Mehta et al., 2018; Nitiss, 2009).

La célula resuelve el estrés topoldgico generado durante la apertura de la doble hebra
mediante las ADN topoisomerasas (TOPQO), las cuales son enzimas de multiples subunidades
que requieren ATP para ejercer su actividad catalitica y modulan la topologia del ADN al
generar rupturas transitorias en las hebras del ADN. Se han descrito 2 clases de
topoisomerasas: tipo | que introducen rupturas en 1 sola cadena (TOPO 1) y tipo Il (TOPO II)
que introducen rupturas de cadena doble (Hande, 1998; Lord & Ashworth, 2012; Nitiss,
2009).

El ciclo catalitico de la TOPO Il inicia con el reconocimiento y la union de 2 de las
subunidades de la enzima a la molécula de ADN. Seguidamente, en presencia de un cation
divalente, las 2 subunidades cataliticas escinden una de las hebras de la doble hélice; los 2
enlaces escindibles estan ubicados a 4 pares de bases de distancia uno del otro, directamente
a través del surco principal. Por lo que la escision genera moléculas de ADN con extremos
cohesivos monocatenarios de 4 pares de bases en sus extremos 5'. Esta reaccion es reversible

y hay un equilibrio entre la escision y la religacion del ADN.

Después, la TOPO Il une 2 moléculas de ATP lo que permite un cambio
conformacional, que provoca el paso del segmento intacto de ADN a través de la doble hélice
escindida. EI ADN se transporta por la cavidad central de la TOPO Il a través de una puerta

N-terminal. La puerta se cierra 'y se forma un tipo de abrazadera sobre el ADN. Después de
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translocar el ADN, la TOPO Il vuelve a sellar la ruptura de la molécula. Luego se hidroliza
la segunda molécula de ATP, lo que abre la puerta C-terminal y permite el transporte del
segmento de ADN para ser liberado. Finalmente, la enzima vuelve a su conformacion inicial

y recupera la capacidad para iniciar una nueva ronda de catalisis (Baldwin & Osheroff, 2005).

Se conoce que los complejos de escision de ADN-TOPO Il son en condiciones
normales intermediarios transitorios en el ciclo catalitico de la TOPO Il y estan presentes en
bajas concentraciones celulares. Sin embargo, cuando estos complejos aumentan pueden
generar rupturas permanentes en la cadena de ADN, que desencadenan vias de

recombinacion y reparacion del ADN o vias de muerte celular (Baldwin & Osheroff, 2005).

Dado que una ruptura de doble banda sin reparar puede tener consecuencias
potencialmente letales para la célula, las TOPO Il podrian constituir una forma
particularmente peligrosa de abordar los problemas topoldgicos de la célula (Nitiss, 2009).
En condiciones de estrés, como exposicion a pH acido, estrés oxidativo, entre otros, las
TOPO Il se pueden convertir en nucleasas, 1o que puede resultar en la muerte de la célula y/o
inestabilidad gendémica (T. K. Li & Liu, 2003). De hecho, esta particularidad de las TOPO lI
es la que permitié explorar el potencial citotoxico de esas enzimas en el desarrollo de

farmacos antitumorales (Montecucco & Biamonti, 2007).

Los farmacos dirigidos especificamente hacia la TOPO Il se pueden agrupar en:
inhibidores cataliticos o venenos, segun su mecanismo de accion (Montecucco & Biamonti,
2007). Los inhibidores cataliticos impiden un paso catalitico en el ciclo de la reaccion de la
enzima. Por otro lado, los venenos estabilizan los intermediarios transitorios en los que la
enzima estd unida al ADN vy, por lo tanto, desencadenan rupturas de doble banda,
esencialmente convirtiendo la enzima topoisomerasa en un agente que dafia el ADN (Mehta
etal., 2018).
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La podofilotoxina es un producto natural encontrado en la planta Podophyllum
peltatum, mas comunmente conocido como mandrdgora 0 manzana de mayo. Las
podofilotoxinas se han usado como un remedio popular para una variedad de enfermedades
por mas de 100 afios. Se conocian bien sus propiedades antimitdticas, relacionadas a su
capacidad de inhibir la polimerizacion de la tubulina. Si bien, demostré potencial como
agente antineoplésico, su uso estaba prohibido debido a la alta toxicidad asociada (Hande,
1998).

A partir de estos descubrimientos, se empezaron a desarrollar derivados semisintéticos
de la podofilotoxina con el fin de generar una molécula con las propiedades antineoplasicas
y con menor toxicidad. Lo que llevd al desarrollo de dos analogos con mayor actividad
antineoplasica y menor toxicidad, el etoposido (ETO) en 1966 y tenip6sido en 1967. La FDA
aprobd el ETO con el nombre comercial de VePesid en 1983. Interesantemente en el
momento de la aprobacidn, el mecanismo de accion de este farmaco y su farmacologia apenas
comenzaban a definirse. Se sabia que, en contraste con la podofilotoxina, el ETO no inhibia
la polimerizacion de la tubulina y fue hasta mediados de 1980 que se determind el blanco
principal del ETO (Baldwin & Osheroff, 2005; Hande, 1998).

Desde su aprobacion el ETO se ha utilizado como agente citotoxico en el tratamiento
de un amplio espectro de canceres, principalmente leucemia mieloide aguda, linfomas,
cancer de pulmon de células pequefias y no pequefias, cancer gastrico, de mama, de ovario y
de testiculo (Hande, 1998; Joel et al., 1994).

El ETO se administra cominmente via intravenosa u oral y la concentracion varia
segun el tipo de tumor, ya que los efectos del ETO dependen del cronograma de
administracion. Asi mismo, la eficacia del farmaco depende de la dosis como el tiempo de

exposicion. La administracion intravenosa de 30 minutos, por 5 dias de 100 mg/m? se
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considera una dosis tolerable, antes de que aparezca los efectos secundarios que limitan la
dosis (Carney, 1991; Thompson et al., 1995).

Se ha demostrado in vitro que el ETO es un veneno de la TOPO Il ya que aumenta las
rupturas del ADN al inhibir la capacidad de la enzima de religar las moléculas de ADN
escindidas. La causa de la muerte celular inducida por ETO es el aumento de los niveles de
los complejos de escision ADN-TOPO Il (Baldwin & Osheroff, 2005; Burden et al., 1996).
De hecho, en presencia del farmaco hay formacion de un complejo ternario, ADN-ETO-
TOPO II. Este complejo se puede formar mediante 3 vias distintas: unirse a la enzima libre,
al complejo de escision ADN-TOPO Il o bien unirse directamente al ADN. En contraste con
otros venenos de la TOPO I, el ETO tiene un poco de capacidad de interactuar con el ADN
libre (Baldwin & Osheroff, 2005).

La formacion del complejo ternario, TOPO II-ETO-ADN, es critico para la escision
del ADN. EI ETO se une al complejo a través de una interaccion directa con el monémero
enzimatico unido a ATP, de la TOPO II, de tal manera que cada molécula del farmaco
estabiliza solo una ruptura monocatenaria (Bromberg et al., 2003; Vilain et al., 2003).
Dependiendo de la relacion molar entre el ETO y la TOPO I, se generan rupturas del ADN
monocatenario o bicatenario, por esta razon la eficacia es dependiente de la dosis y tiempo

de exposicion (Montecucco & Biamonti, 2007).

El ETO no produce un bloqueo inmediato de la sintesis de ADN como ocurre con
inhibidores de la ADN polimerasa, como la afidicolina, si no que induce una inhibicién
progresiva de la replicacion del ADN, que se logra detectar después de la formacion de focos
de la proteina de replicacion A (RPA). Lo que podria llevar al arresto en fase G2 y S del ciclo

celular observado después del tratamiento con este farmaco (Montecucco & Biamonti, 2007).

Asi mismo, se ha demostrado que uno de los efectos de las rupturas de doble banda

inducidas por ETO es la fosforilacion de la proteina de mantenimiento estructural de los
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cromosomas (Smcl). Ademas, ETO induce la formacion de focos de heterocromatina
asociados a apoptosis y el silenciamiento génico. Por lo que el dafio al ADN causado por el

farmaco podria afectar la organizacién de la cromatina (Montecucco & Biamonti, 2007).

Los mecanismos de reparacion que se activan en la célula en presencia de ETO son
principalmente las vias de recombinacion, como recombinacién homologa (HR) y union de
extremos no homologos (NHEJ) (Baldwin & Osheroff, 2005).
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CAPITULO 2. JUSTIFICACION

La inestabilidad gendémica es un fendbmeno ampliamente reconocido en las células
tumorales y esté asociada con peores prondsticos clinicos en pacientes con cancer. Diversos
estudios retrospectivos y prospectivos han demostrado que un aumento en la inestabilidad
gendmica se correlaciona con mayor quimioresistencia y mayor potencial para el desarrollo

de metastasis.

A pesar de ser un fendbmeno bien documentado en células cancerosas, la inestabilidad
gendmica en tumores humanos sigue siendo en gran medida un misterio para la comunidad
cientifica, pues aun no se han identificado los mecanismos especificos que permiten a las
células tumorales tolerar dosis de inestabilidad genémica mucho mas altas que las que pueden
soportar las células normales. En las células sanas, incluso una alteraciéon puntual en ciertas
regiones cromosomicas puede llevar no solo a la muerte celular, sino también a la muerte del

organismo. Sin embargo, las células tumorales parecen escapar a este destino fatal.

Una posible explicacion a esta paradoja, de las células de cancer, es la hip6tesis de la
compensacion de dosis génica, que describe una red de interacciones moleculares que
permiten regular y tolerar los cambios en las dosis génicas. A través de estudios in silico, se
ha identificado un grupo de genes que muestran baja tolerancia a variaciones en los niveles
de expresion, a pesar de una gran variabilidad en el nimero de copias, lo que sugiere que

existe una regulacién fina en los niveles de expresién génica.

A nuestro conocimiento no se han realizado estudios que permitan identificar in vitro
genes gque puedan estar bajo el fendmeno de compensacién de dosis génica en un modelo
celular de cancer. De manera adicional, nuestra propuesta presenta la ventaja sobre estudios
previos de que nuestra comparacion se basa en células con el mismo trasfondo genético, ya
gue se propone inducir variantes de nimero de copias a través de un aumento de aneuploidia

derivada del tratamiento quimioterapéutico, lo que reduce la influencia de otros factores
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sobre el nimero de copias y los niveles de expresion de un gen particular, como es el caso
de identificar candidatos bajo compensacion mediante la comparacion de lineas 0 muestras

de pacientes con un trasfondo genético distinto.

Por otro lado, las quimioterapias genotoxicas son una de las principales fuentes de
inestabilidad gendmica. A lo largo de los afios, estas han sido fundamentales en el tratamiento
de pacientes con céncer, debido a su capacidad para inducir niveles intolerables de
inestabilidad gendmica, incluso en las células tumorales, lo que finalmente lleva a la muerte
celular y a la regresion tumoral. Sin embargo, algunas células tumorales pueden estar
expuestas a dosis subletales de quimioterapia, especialmente en tumores sélidos con una
estructura heterogénea, lo que les permite adquirir y fijar nuevas mutaciones, favoreciendo

la resistencia al tratamiento.

La estandarizacion de un modelo de inestabilidad gendmica acelerada, mediante el
tratamiento con dosis subletales de quimioterapia genotoxica, permite estudiar el fenémeno
de compensacién de dosis genica, el cual podria explicar como las células tumorales son
capaces de tolerar altos niveles de inestabilidad genémica. Este modelo in vitro refleja un
fendmeno que ocurre in vivo, en el que algunas células tumorales expuestas a dosis subletales
de quimioterapia incrementan su inestabilidad gendmica, lo que puede llevar a la

quimioresistencia y al fracaso terapéutico.

Por lo tanto, el presente trabajo plantea la hipétesis de que, ante el dafio genotdxico, las
células de cancer de mama inducen el fendmeno de compensacion de dosis génica, que podria

contribuir al proceso de proliferacién celular.
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CAPITULO 3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3. 1 Hipotesis
Ante dafio genotoxico las células de cancer de mama inducen fenémenos de

compensacion de dosis génica que contribuyen al proceso de proliferacion celular.

3. 2 Objetivo General
Identificar genes candidatos de compensacion de dosis génica mediante el tratamiento
con dosis subletales de quimioterapia genotdxica, para el estudio de posibles puntos de

control.

w

. 3 Objetivos Especificos

=

Establecer un modelo de estudio de inestabilidad genémica acelerada mediante el
tratamiento de células de cancer de mama con dosis subletales de quimioterapia

genotoxica, que permita el estudio del fendmeno de compensacion de dosis génica.

2. Analizar la expresion transcripcional de células de cancer de mama en el modelo de
inestabilidad gendmica acelerada, para obtener informacién de la expresion génica de

dichas células ante el tratamiento subletal genotoxico.

3. Analizar el exoma de células de cancer de mama en el modelo de inestabilidad genémica
acelerada, para obtener informacion de la variacion en el numero de copias de dichas

celulas ante el tratamiento subletal genotoxico.

4. Identificar genes candidatos de compensacién de dosis génica mediante el andlisis de la
expresion y el niumero de copias en células de cancer expuestas a dosis subletales de

quimioterapia genotdxica, para el estudio de posibles puntos de control.
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Figura 1. Estandarizacion de un modelo in vitro de inestabilidad genémica acelerada. Se realiz6 un
tratamiento con quimioterapia genotoxica en la linea celular de cancer de mama HS- 578T, perteneciente al
Panel NCI160. El efecto del tratamiento se evalu6 mediante dos pardmetros principales: 1) ciclo celular, donde
se cuantific6 del porcentaje de células en cada fase del ciclo celular y el calculo de un indice de heterogeneidad
normalizado, y 2) cariotipo celular, donde se describieron las alteraciones estructurales inducidas en el
cariotipo celular por el tratamiento genotéxico. Elaboracién propia con Biorender.com.

4.1.1 Tratamiento genotoxico

4.1.1.1 Cultivo celular

Las células de cancer de mama HS-578T se obtuvieron del Panel NCI60 del Instituto

Nacional del Cancer. Se cultivaron en medio Roswell Park Memorial Institute sin rojo fenol
(RPMI 1640, Gibco; Life Technologies), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB,

Gibco; Life Technologies), 1% de antibidtico-antimicotico de penicilina, estreptomicina y
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anfotericina B (Anti-Anti, Gibco; Life Technologies), y 1% de L-alanil-L-glutamina
(GlutaMAX, Gibco; Life Technologies). Las células se incubaron a 37 °C en una atmosfera
con 5% de CO durante 48 horas. Para disociar las células adheridas a la placa de cultivo, se

utilizé tripsina recombinante (TryPLE™ Express, Gibco; Life Technologies).

4.1.1.2 Tratamiento quimioterapéutico

A las 48 horas de cultivo y con una confluencia aproximada del 75%, las células se
trataron con cisplatino (CPT, Pfizer; 1 mg/dL) o etoposido (ETO, Blau; 20 mg/dL) a
concentraciones de 2, 4, 6, 8 y 16 uM. Se utiliz6 un control sin tratamiento (CNT00), al cual
se le afadi6 Unicamente medio RPMI. Tanto las células control como las tratadas se
incubaron durante 1 hora (tratamiento de pulso) a 37 °C y en una atmosfera con 5% de COs.
Posteriormente, se retir6 el medio con o sin tratamiento, se afiadié RPMI fresco y se incubd

por 96 horas en las mismas condiciones de temperatura y CO- (Fig. 1).

4.1.2 Evaluacion del tratamiento

Para evaluar el efecto genotdxico inducido por el tratamiento con CPT y ETO, se

utilizaron dos parametros generales:

1. Ciclo celular: Se estim6 mediante la cuantificacion del porcentaje de células en cada
una de las fases del ciclo celular y el célculo de un indice de heterogeneidad

normalizado.

2. Anormalidades estructurales del cariotipo: Se describieron las alteraciones

inducidas por los tratamientos en el cariotipo celular.
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4.1.2.1 Estimacion de las fases del ciclo celular

Los cambios en el contenido de ADN inducidos por las diferentes concentraciones del
tratamiento genotdxico se evaluaron mediante la cuantificacion del porcentaje de células en

cada fase del ciclo celular y el calculo de un indice de heterogeneidad normalizado.

Después del tratamiento, las células se recolectaron mediante tripsinizacion, se
centrifugaron y el boton celular se resuspendié en solucién salina tamponada con fosfatos,
pH 7.4 (PBS, Gibco; Life Technologies). Seguidamente, se agregd etanol al 70% y se congeld
a -20°C por un minimo de 30 minutos y un maximo de 1 semana para fijar el contenido de
ADN. Las células fijadas se tifieron con 50 pg/ml de Cromomicina A3 (Thermo Fisher),
2.5 pg/mL de Hoechst 33342 (Thermo Fisher) y 100 pg/mL de ARNasa (Thermo Fisher)

durante 1 hora, en oscuridad y a temperatura ambiente.

Las lecturas de fluorescencia se realizaron en el citometro de flujo CytoFLEX LX
(Beckman Coulter) y se utilizo el programa CytExpert (Beckman Coulter) para la adquisicion
y el andlisis de los datos. Los eventos se adquirieron con los siguientes parametros: forward
scatter (FSC), side scatter (SSC), UV450 (filtro de deteccion de Hoechst 33342) y V610

(filtro de deteccion de Cromomicina A3).

Ciclo celular. Para evaluar los cambios en las fases de ciclo celular, se cuantifico el
porcentaje de células en cada una de las fases (G1, S y G2/M), conforme se progresa en el
ciclo celular, aumenta el contenido de ADN. Para cuantificar el porcentaje de eventos en cada
fase del ciclo celular, se realizé una tincion de ADN y se utilizaron Gnicamente las lecturas

de Hoechst 33342, un fluorocromo que se une con mayor afinidad a regiones ricas en AT.

Para el analisis se seleccionaron los canales de lectura UV450 y V610 y la poblacion
de interés, se excluyeron los detritos y dobletes, y se recolectaron 10,000 eventos, se grafico

el numero de eventos versus las lecturas en el canal UV450, correspondiente al canal de
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lectura de latincion de Hoechst 33342 y las fases G1, S y G2/M se identificaron manualmente

en el CytExpert (Beckman Coulter) con base en el ciclo celular obtenido para el CNTOO.

El ciclo celular se identificd inicialmente para el CNTOO y luego se extrapolo a las
condiciones de tratamiento, debido a que los cambios inducidos por los tratamientos
generaron ciclos celulares anormales. Seguidamente, se graficé el promedio y el error
estandar (SEM) del porcentaje de eventos de cada fase del ciclo celular, de las 4 réplicas
independientes, con el programa GraphPad Prism 5 v.5.03 para Windows (GraphPad

Software, disponible en www.graphpad.com).

Indice de Heterogeneidad normalizado. Para analizar la heterogeneidad generada en
la poblacion celular y como una medida de la potencial generacion de subclones posterior a
tratamiento genotoxico subletal, se desarroll6 un indice de Heterogeneidad normalizado
(IHn), que se calculd utilizando una doble tincion de ADN con Hoechst 33342 (mayor
afinidad por regiones AT) y Cromomicina A3 (mayor afinidad por regiones GC) en las 4

réplicas independientes, utilizando el programa MATLAB v.R2023b.

Para el célculo del IHn, se emplearon los pardametros de fluorescencia de las dos
tinciones de ADN (UV450 para Hoechst 33342 y V610 para Cromomicina A3), obtenidos
mediante el citometro de flujo CytoFLEX LX (Beckman Coulter). Se utilizaron las mismas
réplicas y los mismos pardmetros de recoleccion de datos que en el analisis del ciclo celular,
con la diferencia de que, para dicho andlisis, solo se utilizd la fluorescencia obtenida

mediante la tincion de Hoechst 33342.

Se desarrollé un script que permitid seleccionar la subpoblacién celular G1, con el fin
de limitar el analisis a esta fase del ciclo celular. Para ello, se utilizaron los pardmetros de
area y altura de los canales UV450 (Hoechst 33342) y V610 (Cromomicina A3), y se

programo para que los datos se agruparan en un maximo de 2 subpoblaciones (maxK=2).


http://www.graphpad.com/
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Este proceso separ0 la subpoblacién G1 del resto de las subpoblaciones correspondientes a
las fases S y G2/M.

A continuacion, con el script, se etiquetd cada fase G1 de cada condicion y se realizé
una mezcla de todas las fases G1 de todas las condiciones experimentales. Luego, se unio el
conjunto completo de datos con sus respectivas etiquetas y se separd en un subconjunto con
un maximo de 10 subpoblaciones (maxK=10). Este subconjunto completo se utilizé para
entrenar un modelo de mezclas gaussianas, con un maximo de 10 subpoblaciones celulares

y una significancia estadistica de 0.01.

A partir del subconjunto de datos (méximo de 10 subpoblaciones), proveniente
unicamente de G1, se calculd la distancia de Mahalanobis, la cual permite predecir el nimero
de subpoblaciones y la relacidon entre ellas. También se calcularon algunas estadisticas para
optimizar el modelo de mezclas gaussianas, como el -log likelihood, que mide la capacidad
del modelo para predecir los datos (cuanto menor es el -log likelihood, mejor describe el
modelo los datos), y el p value de la prueba MANOVA, que evalua si las clasificaciones de
los datos producen diferencias estadisticamente significativas (un valor p mas bajo indica

mayor significancia estadistica).

Con el modelo de mezclas gaussianas, se calculd la covarianza para cada una de las
subpoblaciones, lo que permiti6 obtener una medida de la dispersion de los datos de cada
subpoblacion a través de las 4 dimensiones analizadas, es decir, las 4 lecturas de

fluorescencia de las tinciones de ADN.

El modelo de mezclas gaussianas se detuvo cuando se alcanzé el maximo de 10
subpoblaciones o cuando no se cumplio la significancia estadistica requerida. De esta forma,

se obtuvo para cada condicion la frecuencia de aparicion de las diferentes subpoblaciones.
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Finalmente, se realiz6 una ponderacion de las covarianzas segun la frecuencia con la
que cada subpoblacion celular especifica aparecio dentro de cada condicion. EI IHn se definio
como la ponderacion de la covarianza de cada subpoblacion celular, segun la frecuencia con

la que aparece dentro de una condicién.

Los IHn calculados para cada dosis de quimioterapia se normalizaron con respecto al
CNTOO sin tratamiento, por lo que un IHn de 1 sugiere que no hay cambios en el nimero de

subpoblaciones, y un IHn > 1 sugiere un aumento en el nimero de subpoblaciones.

4.1.2.2 Cariotipo celular

Después del tratamiento genotoxico, las células se arrestaron en metafase con 0.1 pg/ml
de Colcemida por 4 horas, a 37°C y 5% de CO. Posteriormente, se realizé una tripsinizacién
para recolectar todas las células en solucion. Las células fueron centrifugadas y el
sobrenadante descartado. Al boton celular se le aplicd un choque hipoténico con una solucion
de KCI 54 mM vy se incubd por 30 minutos a 37°C. Posteriormente, se afiadid de manera
gentil una solucién de metanol/acido acético 3:1 vol/vol para detener el choque hipoténico y
fijar los cromosomas celulares. La mezcla se centrifugé y se descartd el sobrenadante. Se
realizaron 2 lavados con metanol/acido acético y en el ultimo lavado, el boton celular se
homogeniz6 cuidadosamente con una micropipeta, para separar las células de forma
individual y evitar la presencia los grumos de células y se agregd metanol/acido acético
3:1 vol/vol.

La solucion de células se gote6 en forma vertical sobre un portaobjetos utilizando una
pipeta Pasteur larga de vidrio, lo que permitié la ruptura de las células al caer sobre el
portaobjetos. Posteriormente, se realizd una tincion de Wright, de forma automatizada en
Aerospray HematologyPro (Elitech Technology, Inc.) y se obtuvieron imagenes de los
cariotipos celulares con una camara fotografica (U-TV0.5X-3, OLYMPUS) acoplada a un
microscopio de luz (CX31, OLYMPUS).
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Seguidamente, se describieron las anormalidades morfoldgicas observadas en los
diferentes tratamientos genotdxicos, utilizando 10 cariotipos celulares seleccionados de
forma aleatoria, considerando que las imagenes permitieran la observacion individual de los

cromosomas. Este andlisis se realiz6 en 3 réplicas independientes en total.

En los cariotipos celulares seleccionados se cuantifico y clasific6 manualmente la
cantidad de cromosomas anormales. La clasificacion de las anormalidades se realizd
utilizando como referencia la descrita previamente (Savage, 1975, 1999), la cual se detalla
en la Tabla 1. Ademas, se utilizd6 Excel de Microsoft para visualizar el promedio de

cromosomas en cada clasificacion.
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Tabla 1. Representacion grafica de la guia utilizada para la clasificacion de las anormalidades

estructurales del cariotipo celular. Adaptado de Savage (1975, 1999).
Clasificacion Descripcién Figura de referencia

Normal 1 centromero, 1 brazo largo y 1 brazo corto de cada

cromatide hermana.

Multicentrico Presencia de mas de 1 centromero. fﬁ ’

Delecion Delecciones de los cromosomas o ag
Forma-anillo Forma en anillo, completo o incompleto. 0 ’ ’
Radial Incluye estructuras radiales intracromatidicas o
intercromatidicas, asi como intercambios complejos i;‘

gue involucran mas de 2 cromosomas.

Fragmentado Fragmentos de cromosomas que carecen de ’ n ’

centromero, se incluyen también las formas en Y.

Forma-X Forma en X o en una conformacién de flor,

X

ausencia de un centrémero evidente.

No-clasificado Incluye todas las formas anormales de un No aplica.
cromosoma que no se pueden clasificar en alguna
de las categorias, pero sin embargo tampoco se

logran identificar como un cromosoma normal.

4.1. 3 Seleccion de las condiciones
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Para seleccionar las condiciones genotoxicas que promovieron una mayor inestabilidad
gendmica, se tomaron en consideracion los resultados obtenidos en la estimacion de las fases

del ciclo celular, el calculo del IHn y las alteraciones morfoldgicas observadas en el cariotipo.

4. 2 Secuenciacion del transcriptoma y exoma completo

Se realizo la secuenciacion tanto del transcriptoma como del exoma completo en las
condiciones seleccionadas del modelo de inestabilidad gendmica acelerada. Para el analisis
de la secuenciacion de ARN se llevaron a cabo tres réplicas bioldgicas por condicion,

mientras que para la secuenciacién del exoma se utilizé una sola réplica por condicion.

4.2.1 Extraccion de ARN y ADN

La extraccion de ARN y ADN total se realiz6 de forma automatizada en el QIAcube
Connect (QIAGEN) utilizando el kit RNeasy Mini Kit (QIAGEN) para ARN y el kit QIAmp
DNA Mini Kit (QIAGEN) para ADN, siguiendo el protocolo del fabricante. La
concentracion total de los acidos nucleicos se cuantifico mediante el método fluorométrico
con el Qubit 4 (Thermo Fisher), y la pureza se evalué con el Nanodrop One/One (Thermo
Fisher), utilizando las relaciones 260/280 y 260/230.

4. 2.2 Preparacion de la libreria genética

Transcriptoma. Se utilizé el kit AmpliSeq Transcriptome Human Gene Expression
Panel de Illumina para la generacién del ADNc (amplificacion mediante 13 ciclos de PCR)
y la preparacién de la libreria genética. Se siguié el protocolo del fabricante (documento
#1000000039464v06; febrero 2019). Las lecturas se realizaron con una configuracion de
2x151 paired-end.

Exoma. Se utilizo el kit Illumina DNA Prep with Enrichment para la tagmentacion del

ADN (amplificacién mediante 9 ciclos de PCR) y la preparacion de la libreria genética. Se
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siguid el protocolo del fabricante (documento #1000000048041v06; abril 2021). Las lecturas

se realizaron con una configuracion de 2x151 paired-end.

4.2.3 Analisis bioinformatico

4,.2.3.1 Secuenciacion del transcriptoma completo
hg38/ DRAGEN RNA
GRCh38
Fala ‘ Trimming
FASTQ | FastQC || GCcontent — Duplicate P
marking oly-A
GTF/GFF [?|Control/Treatment Adapters
Gene I
annotations
i /
Ribosomal ‘ | Correlation Reads ‘ s ; TPM
RNA filtering andPCA | alignment r Annotation =)
Reproducibility 7Sp|iced aware Transcript Quantification
aligner discovery measure
|
l DRAGEN Differential Expression
Log2 Fold
Pre- ‘ . DEGs and
- — |  Tximport — DESeq2 | Change and —
processing ‘ b - p_vgme non-DEGs
“Low-count fite,  Count matrix " Differential  Atthe gene and
bias removal, generation expression transcript level

normalization

Figura 2. Protocolo de analisis para el procesamiento de los datos obtenidos a partir

de la secuenciacion

de ARN. Se emplearon las aplicaciones DRAGEN en BaseSpace Sequence Hub de Illumina para cuantificar
los transcritos y realizar el analisis de expresion diferencial. En la primera etapa, se alinearon lecturas FASTQ
al genoma humano de referencia (hg38) utilizando un alineador consciente de empalme basado en el algoritmo
de Smith-Waterman, en DRAGEN RNA v.4.3.7. Se realizaron controles de calidad, marcaje de duplicados,
trimming y filtrado de ARN ribosomal. La estimacion de la abundancia de transcritos se expreso en Transcritos

por millén (TPM). En la segunda etapa, se utilizé la aplicaciéon DESeq2, en DRAGEN Di

fferential Expression

v.4.3.7 para evaluar la expresion diferencial entre el CNTOO y los tratamientos, se ajustaron los datos y se

estimo el log2 fold change y p-value, a nivel de gen y transcrito. Elaboracion propia con

Biorender.com.
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Una vez finalizada la corrida analitica y el llamado de bases, se procedio a realizar el
analisis secundario de las lecturas de secuenciacion (Fig. 2) utilizando las aplicaciones de
Dynamic Read Analysis for GENomics (DRAGEN) v.4.3.6, de Illumina, disponibles en
BaseSpace Sequence Hub (https://basespace.illumina.com/apps).

En la primera etapa del andlisis se utiliz6 dentro de la plataforma la aplicacion
DRAGEN RNA v. 43.7 (https://basespace.illumina.com/apps/17046029/DRAGEN-
RNA?preferredversion=) para realizar la cuantificacion de los transcritos obtenidos mediante

la secuenciacidn. Para ello se cargaron los archivos FASTQ con las lecturas del grupo control
y los tratamientos generados por el secuenciador, ademas se selecciono el archivo FASTA
del genoma humano de referencia hg38 v.14 (/ng38-
alt_masked.cnv.hla.methylation_combined.rna_vé4.tar.gz) y un archivo de anotacion
GTF/GFF del genoma humano, con la descripcién de los genes, transcritos y algunas otras
anotaciones gendmicas. El archivo de referencia del genoma humano y el archivo de
anotacion se encontraban disponibles dentro de la plataforma de BaseSpace Sequence Hub,

de Hlumina.

Se realiz6 un control de calidad y un preprocesamiento inicial de los datos utilizando
la plataforma Illumina DRAGEN Bio-IT (v4.1, documento #200034077 v00). En este
proceso, se empled FastQC para evaluar la calidad de las lecturas. Ademas, se estimd el
contenido de GC para identificar posibles sesgos en la secuenciacion. Se marcaron las
lecturas duplicadas (Duplicate marking), que pueden corresponder a duplicados generados
por PCR, y se realizd un recorte PolyA o trimming, que elimina las colas poli-A de los
transcritos de ARNm para mejorar la alineacién. Asimismo, se filtraron las lecturas que
pudieran provenir de ARN ribosomal. Posteriormente, se realiz6 un andlisis de componentes
principales (PCA) y correlacion para verificar la reproducibilidad entre las réplicas del grupo

control sin tratamiento y las réplicas de los grupos de tratamiento.


https://basespace.illumina.com/apps
https://basespace.illumina.com/apps/17046029/DRAGEN-RNA?preferredversion=
https://basespace.illumina.com/apps/17046029/DRAGEN-RNA?preferredversion=
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DRAGEN RNA utiliza un alineador consiente de empalme o Splice-aware aligner
basado en un enfoque de alineacién local mediante el algoritmo de Smith-Waterman, para
identificar y alinear las lecturas. El algoritmo busca la mejor coincidencia posible, pero
considera que pueden existir pequefias variaciones o inserciones/deleciones debido a
procesos propios de los ARNm como el splicing o la remocién de los intrones, por lo tanto,
es un algoritmo que se prefiere cuando solo una parte de la secuencia coincide con el genoma
de referencia (Alser et al., 2021). Se obtienen las lecturas alineadas al genoma de referencia
tanto a nivel de gen como de transcrito. Ademas, se realiza la anotacion de los genes y

transcritos con base en el archivo de anotacién de referencia GTF/GFF.

Por ultimo, DRAGEN RNA realiza la cuantificacion de los transcritos mediante la
medida de transcritos por millon (TPM), lo que permite comparar la expresion de cada
transcrito entre las diferentes condiciones genotoxicas, en las tres réplicas biologicas

realizadas.

En la segunda etapa del analisis se realiza un andlisis de expresion diferencial en la
plataforma BaseSpace Sequence Hub, con la aplicacion DRAGEN Differential
expresion v.4.3.7  (https://basespace.illumina.com/apps/17098081/DRAGEN-Differential-

Expression?preferredversion=). Para esto se cargaron los archivos de cuantificacion

(.quant.sf) obtenidos con la aplicacion DRAGEN RNA, utilizada en los pasos previos del
analisis. La expresion diferencial se realiz6 para cada condicidn genotoxica y contra el grupo

control sin tratamiento.

La aplicacion DRAGEN Diffential expression realiza un preprocesamiento de los datos
de cuantificacion y filtra los transcritos con muy pocas lecturas, con el fin de eliminar el ruido
de fondo que puedan ocasionar transcritos con poca cobertura. Ademas, realiza una
normalizacion de los datos para corregir algunas diferencias técnicas. Posteriormente, utiliza

Tximport, para convertir los datos de cuantificacion filtrados de TPM a una matriz adecuada


https://basespace.illumina.com/apps/17098081/DRAGEN-Differential-Expression?preferredversion=
https://basespace.illumina.com/apps/17098081/DRAGEN-Differential-Expression?preferredversion=
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para el analisis estadistico y facilitar la compatibilidad de los datos con otras herramientas

como DESeq2.

Finalmente, DRAGEN Diffential expression utiliza DESeq2 como herramienta y
paquete estadistico para realizar el analisis de expresion diferencial y permite comparar el
grupo control sin tratamiento contra cada condicion genotoxica. DESeq2 utiliza métodos de
reduccion para estimar la dispersion y los cambios en la expresién, como log2 fold change y
p-val (Love et al., 2014).

4.2.3.2 Secuenciacion del exoma completo.

Una vez finalizada la corrida analitica y el llamado de bases, se procedié a realizar el
analisis secundario de las lecturas de secuenciacion (Fig. 3) utilizando diferentes aplicaciones

dentro de la plataforma Galaxy (https://usegalaxy.org/).



https://usegalaxy.org/
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Quality control and preprocessing
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Figura 3. Protocolo de analisis para el procesamiento de los datos obtenidos a partir de la
secuenciacién del exoma completo. Se realiz6 el procesamiento y el control de calidad (FastQC) de los
archivos FASTQ, la eliminacién de adaptadores y bases de baja calidad (Trimmomatic). Las lecturas se
mapearon al genoma de referencia hg38 utilizando Bowtie2, y los BAM generados fueron filtrados
(Samtools, Bamtools) y utilizados en el conteo de lecturas con FeatureCounts. Para detectar variaciones
en el nimero de copias (CNV), se empleé CNVKit en DNAnexus, generando un panel normal del control
sin tratamiento. Los resultados se expresaron como log2 ratio en archivos .cnr, lo que identifica las
regiones con CNV en comparacion al control. Elaboracién propia con Biorender.com.

Inicialmente se cargaron a la plataforma Galaxy los archivos crudos de secuenciacion,
FASTQ vy se realizd el control de calidad de las lecturas, para lo cual se utilizd
FastQC v.0.12.1 (S. Andrews, n.d.). Las ultimas bases secuenciadas tenian una baja calidad,
por lo que se utiliz6 Trimmomatic v.0.39 (Bolger et al., 2014) para eliminar los adaptadores

y para remover las bases con un Q menor a 30. Seguidamente se realizé nuevamente un
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control de calidad con FastQC para asegurar la remocion de los adaptadores y de las bases
de baja calidad.

A partir de los FASTQ procesados, se realizd el mapeo al genoma de referencia,
genoma de referencia hg38/GRCh38 version Dec. 2013 (hg38.fa.gz, obtenido de UCSC
Genome Browser, https://hgdownload.soe.ucsc.edu/goldenpath/hg38/bigZips/), utilizando el
alineador Bowtie v.2.5.3 (Langmead et al., 2009; Langmead & Salzberg, 2012). Ademas,

con Samtools v.1.20 (Danecek et al., 2021) se ordend el alineamiento después del mapeo al
genoma y con Bamtools v.2.5.2 (Barnett et al., 2011) se realizo el filtrado complejo de los
archivos BAM utilizando un filtro de calidad de mapeo con un puntaje de Phred mayor o
igual a 20. Finalmente, se obtuvieron los archivos BAM y los BAM indexados (BAM.bai)
para cada una de las muestras secuenciadas. Se utilizé FeatureCounts (Liao et al., 2014) para
contar las lecturas de secuenciacion y asegurar que las secuencias estén correctamente

mapeadas.

Seguidamente, se realizd la estimacién de la variacion en el nimero de copias en la
aplicacion CNVKkit v.2.0.1 (Talevich et al., 2016)
(https://cnvkit.readthedocs.io/en/stable/index.html), dentro de la plataforma DNAnexus

(https://www.dnanexus.com/). Para esto se cargaron los archivos BAM mapeados al genoma
de referencia, el archivo FASTA del genoma de referencia hg38/GRCh38 versién Dec. 2013
(obtenido de UCSC Genome Browser,
https://hgdownload.soe.ucsc.edu/goldenpath/hg38/bigZips/), el BED file obtenido del

proveedor del Kit de preparacion de la libreria genética (Twist for Illumina Exome 2.0 Plus

BED File (hg38); Illumina, https://support.illumina.com/downloads/enrichment-bed-files-

hg38.html) y el archivo de anotacion GTF versidn 38 (Ensembl 104) obtenido de GENCODE

(https://www.gencodegenes.org/human/release 38.html).



https://hgdownload.soe.ucsc.edu/goldenpath/hg38/bigZips/
https://cnvkit.readthedocs.io/en/stable/index.html
https://www.dnanexus.com/
https://hgdownload.soe.ucsc.edu/goldenpath/hg38/bigZips/
https://support.illumina.com/downloads/enrichment-bed-files-hg38.html
https://support.illumina.com/downloads/enrichment-bed-files-hg38.html
https://www.gencodegenes.org/human/release_38.html
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CNVkit calcula la profundidad de las lecturas tanto en las regiones target como en las
regiones anti-target. A partir de esto, calcula la cobertura de las regiones target y genera el
archivo .cnn, que contiene los datos de cobertura y otras estadisticas asociadas de un pool de
muestras normales. Para esta investigacion, el panel normal se realiz6 con la muestra del
control sin tratamiento. Este panel normal contiene la informacion sobre las alteraciones
previas de la linea celular de cancer de mama, antes del tratamiento genotdxico (Talevich et
al., 2016).

El archivo de referencia .cnn permite comparar las muestras tumorales contra el control
y detectar las variaciones en el nimero de copias. Ademas, se realiza una normalizacion y
correccion de sesgos asociados a las lecturas de las muestras tumorales. Finalmente, se
obtiene el archivo .cnr, que contiene el log2 ratio, el cual es la comparacién de la cobertura
de cada una de las muestras tratadas con respecto a la muestra control (del panel de muestras
normales). Este valor permite identificar las regiones del genoma que presentaron variaciones

en el nimero de copias en comparacion con el control sin tratamiento (Talevich et al., 2016).

4. 3 Analisis de compensacion de dosis génica

A partir del analisis bioinformatico para la secuenciacion de ARN y la secuenciacion
del exoma completo, se realizd un andlisis para identificar los genes que podrian ser
candidatos de compensacion de dosis génica y posteriormente se realizé un perfil funcional
a nivel de vias metabdlicas y factores reguladores dentro de la lista de genes candidatos de

compensacion (Fig. 4).

El andlisis de compensacion de dosis génica se realiz6 en el programa
MATLAB v.R2023b y se utiliz6 como entrada los valores del log2 fold change y el p-value
obtenidos a partir de la secuenciacion de ARN, a nivel de gen y el log2 ratio obtenido de la

secuenciacion del exoma, a nivel de exén.
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Seguidamente, el script selecciond los genes con un p-value mayor a 0.05, es decir, los
genes cuya variacion en la expresion no cambié de forma estadisticamente significativa con
respecto al control sin tratamiento. Después se seleccionaron los exones cuyos log2 ratio
fueran mayores a 0, es decir, los exones que aumentaron la relacién del nimero de copias,

respecto al control sin tratamiento.
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Figura 4. Analisis bioinformatico para la identificacion de los genes candidatos de compensacién génica
y su perfil funcional. Se integraron los datos de secuenciacién de ARN y exoma para seleccionar con los
genes sin cambios estadisticamente significativos en la expresion transcripcional (p-value > 0.05) y con la
totalidad de sus exones amplificados (log2 ratio > 0). A partir de cada una de las listas de genes, se realiz6
una interseccion de los genes en comun para cada tratamiento y se analiz6 a nivel de vias metabélicas (KEGG)
y vias de regulacion con factores de transcripcion y microARNs (BioNet UCR). Las redes biolégicas se
visualizaron en Cytoscape v. 3.10.3 con los complementos de ClueGO y CluePedia. Elaboracion propia con
Biorender.com.
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Se generaron graficos de dispersion para observar el comportamiento entre el p-value,
log2 fold change y el log2 ratio. Ademas, se marcaron los genes con un p-value mayor a 0.05.
También se generd un histograma para observar el porcentaje de exones amplificados para
cada gen. Finalmente, se obtuvo la lista de genes que tuvieron el 100% de sus exones
amplificados y cuya expresion transcripcional no cambi respecto al control.

Para realizar el perfil funcional de la lista de genes, se realizd una interseccion entre
los genes en comdn obtenidos para CPT06 y CPTO8 y los genes en comUn obtenidos para
ETO04 y ETOO06, es decir, se extrajo una lista de genes candidatos de compensacion comunes
en CPTy ETO.

4. 4 Perfil funcional

4.4.1 Analisis de Enriquecimiento de Vias Metabdlicas

Se realiz6 un analisis de enriquecimiento funcional a nivel de vias metabolicas y de
sefializacion utilizando los complementos ClueGO v2.5.10 (Bindea et al., 2009) y CluePedia
(Bindea et al., 2013) de Cytoscape v. 3.10.3 (Shannon et al., 2003) (https://cytoscape.org/)

para identificar y visualizar las vias metabdlicas o de sefializacién enriquecidas

funcionalmente, junto con sus respectivas definiciones.

El anélisis se centro en las vias metabolicas y de sefializacion asociadas a los genes de
interés, utilizando la base de datos de Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
(https://www.genome.jp/kega/kegg2.html) (actualizada al 25 de mayo, 2022).

Para cada lista de genes, utilizando la nomenclatura estandar de SymbolID para la
identificacion de genes y se realiz6 un analisis de enriquecimiento utilizando la prueba
hipergeométrica bidireccional. Ademas, se aplico se aplicé una correccion de p-value por
Bonferroni con un umbral de significancia de 0.05. Los genes funcionalmente anotados

fueron agrupados en clusteres mediante el indice de similitud Kappa Score, con un umbral


https://cytoscape.org/
https://www.genome.jp/kegg/kegg2.html

46

de solapamiento del 50% entre los términos y utilizando un analisis de agrupacion jerarquica.
Finalmente, se seleccionaron Unicamente las vias metabolicas significativas (p-value <0.05)

tras realizar una correccidn por comparaciones multiples.
4. 4.2 Analisis de vias de regulacion

Por otro lado, utilizando la plataforma de BioNet UCR v.2.0.1 (M. S. Acén et al.,
2021) se extrajeron la lista de TFs y MIRs que se encuentran dentro de la lista de genes
candidatos de compensacién o bien que regulan muchos de los genes que se encuentran en
la lista. Por lo que se utilizaron los comandos de Add forward para extraer de la lista de genes,
los genes reguladores y Back forward para comparar los genes de la lista con una base de
datos de los genes que podrian estar regulando los genes de la lista. Ademas, los comandos
de Delete sink nodes para eliminar los genes que no regulan ningin otro gen 0 no
participacion en ninguna red de regulacion y Delete source nodes para eliminar los genes que
no son regulados por ningdn otro gen. Con la herramienta de Cytoscape (Shannon et al.,
2003) v. 3.10.3 se visualizaron las redes de regulacion obtenidos mediante BioNet UCR

v.2.0.1 tanto con los TFs como los MIRs.

4.5 Infraestructura y equipo
La ejecucion de los experimentos de la presente Tesis de maestria se llevé a cabo en
diversos laboratorios de la Universidad de Costa Rica (UCR).

El cultivo celular y el tratamiento con quimioterapia genotdxica se realizaron en el
Laboratorio de Quimiosensibilidad Tumoral (LQT) de la Facultad de Microbiologia (FMic).

La tincion automatizada y la captura de imagenes de los cariotipos celulares en el

Laboratorio del Departamento de Analisis Clinicos (DAC) de la FMic.
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La estimacion de las fases del ciclo celular mediante citometria de flujo, asi como la
secuenciacion del transcriptoma y del exoma completo con el secuenciador NextSeq 550 de

Illumina, se realizaron en el Centro de Investigacion en Cirugia y Cancer (CICICA).

El Centro de Investigacion en Enfermedades Tropicales (CIET) de la UCR brindé el

apoyo administrativo al proyecto de investigacion C1468, en el que se enmarca esta tesis.

4. 6 Colaboraciones

El codigo para el analisis del indice de Heterogeneidad normalizado y el analisis
bioinformatico de compensacion de dosis génica se realizd en colaboracion con el
Dr. Rodrigo Mora. La secuenciacion del transcriptoma y exoma completo se realiz6 en
colaboracion con el Dr. Ricardo Chinchilla. EI anélisis bioinformatico del transcriptoma
completo se realizd con la guia y consejeria del Dr. Ricardo Chinchilla. EI analisis
bioinformético del exoma completo se realiz6 con la guia y consejeria del Dr. José Guevara.

4.7 Fuentes de financiamiento

El proyecto de investigacion de la presente Tesis de maestria fue financiado por la
Vicerrectoria de Investigacion de la Universidad de Costa Rica, como parte del proyecto de
grupos de investigacion C1468 “Papel de la compensacion de dosis génica en la evolucion
clonal de células cancerosas inducida por dosis sub-letales de quimioterapéuticos

genotoxicos” y el Fondo de Apoyo a Tesis de Posgrado, de la misma Vicerrectoria.
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CAPITULO 5. RESULTADOS
5.1. [Evaluacion del Modelo de inestabilidad gen6mica acelerada

Se estandariz6 un modelo de inestabilidad gendémica acelerada mediante el
tratamiento con dosis subletales de quimioterapia genotoxica en una linea celular de cancer
de mama, con el objetivo de identificar las dosis subletales capaces de inducir el mayor dafio
al ADN. La evaluacion del modelo incluy6 la estimacion de las fases del ciclo celular y la

descripcion de las alteraciones estructurales en el cariotipo celular.
5. 3. 1. Estimacion de las fases del ciclo celular

Para estimar los cambios en las fases del ciclo celular inducidos por el tratamiento
con quimioterapias genotdxicas, se cuantifico el porcentaje de células en cada fase del ciclo
celular mediante citometria de flujo. Para ello, se utiliz6 Hoechst 33342, un marcador
fluorescente especifico para regiones ricas en AT del ADN, y el software CytExpert

(Beckman Coulter) para analizar las fases del ciclo celular.

La estimacion de las fases del ciclo celular en cada tratamiento permitié evaluar, de
forma preliminar, los cambios en el contenido de ADN. Esto se debe a que, al progresar en
el ciclo celular, el contenido de ADN aumenta como resultado de la duplicacién del material
genético, que inicia en la fase S y culmina en la fase G2/M, donde el ADN esta
completamente duplicado. Asi mismo, un aumento en las fases S y G2/M puede significar

una deteccion del ciclo celular en respuesta al dafio genotoxico.

Se identificaron manualmente las fases subGl, G1, S y G2/M en el control sin
tratamiento (CNTOO uM) y se extrapolaron a cada una de las condiciones genotoxicas. Esto
permitio determinar las fases del ciclo celular en los tratamientos quimioterapeuticos,

utilizando como referencia el ciclo celular de las células no tratadas.
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Figura 5. Cambios en las fases del ciclo celular inducido por el tratamiento con CPT en las células
HS-578T de cdncer de mama. Las células HS-578T fueron tratadas con CPT a concentraciones crecientes
de 2 (B), 4 (C), 6 (D), 8 (E) y 16 (F) uM y se compararon con un CNTO00 puM (A). El analisis del ciclo
celular muestra una disminucion gradual de la poblacion en la fase G1 (de 87% en CNTO00 a 15% con 16
UM de CPT), acompariada por un aumento en las fases S (de 5% a 19%) y G2/M (de 5% a 65%). La
proporcion de células en SubG1 (1-3%) permanece constante en todas las condiciones, lo que indica que
el CPT en dosis subletales indujo predominantemente una respuesta citostatica, sin un aumento significativo
de apoptosis. Los datos corresponden a una réplica representativa de un total de 4 réplicas independientes.
Elaboracidn propia con CytExpert (Beckman Coulter).
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Figura 6. Cambios en las fases del ciclo celular inducido por el tratamiento con ETO en las células
HS-578T de cancer de mama. Las células HS-578T fueron tratadas con ETO a concentraciones crecientes
de 2 (B), 4 (C), 6 (D), 8 (E) y 16 (F) uM y se compararon con un CNT00 uM (A). El andlisis del ciclo
celular, evaluado mediante tincion con Hoechst 33342, muestra una disminucion progresiva de la poblacion
en la fase G1 (de 87% en el control a 26% con 16 uM de ETO), acompafiada por un aumento en las fases S
(de 5% a 28%) y G2/M (de 5% a 48%). La proporcion de células en SubG1 (1-4%) permanece constante
en todas las condiciones, lo que indica que el CPT en dosis subletales indujo predominantemente una
respuesta citostética, sin un aumento significativo de apoptosis. Los datos corresponden a una réplica
representativa de un total de 4 réplicas independientes. Elaboracién propia con CytExpert (Beckman
Coulter).
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Figura 7. Cambios en las fases del ciclo celular en células de cancer de mama, HS-578T inducidos por
tratamiento con quimioterapia genotdxica. Las células HS-578T fueron tratadas con concentraciones
crecientes de CPT o ETO. Ambas terapias indujeron una disminucion gradual de la poblacion celular en la
fase G1 y un incremento en las fases S y G2/M. Este comportamiento sugiere un arresto del ciclo celular en
S y en G2/M en respuesta al dafio genotoxico. Los datos representan el promedio de 4 réplicas
independientes, en las tablas se presentan el promedio y la desviacién estdndar de cada una de las barras.
Elaboracidn propia en Prism 5 v.5.03 (GraphPad Software).

El tratamiento de las células HS-578T con CPT y ETO a concentraciones crecientes

mostra resultados similares en las fases del ciclo celular (Fig. 7). En ambos casos, se observo

una disminuciéon progresiva de la poblacion celular en la fase G1, pasando de
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aproximadamente un 80% en CNT a 15% (CPT) y 20% (ETO) con la dosis més alta (16 uM),
en promedio para las 4 réplicas independientes. Al mismo tiempo, hubo un aumento en las
fases S y G2/M, con un incremento notable de las células en G2/M (aproximadamente, 45%
con 16 uM de CP y ETO), lo que sugiere una acumulacion celular en estas fases. Estos
cambios son indicativos de un posible arresto celular en fase S 'y en G2/M en respuesta al

tratamiento quimioterapeutico.

En ambos tratamientos, la proporcion de células en la fase SubG1 (1-4%) permanecio
constante, lo que sugiere que el CPT y el ETO, en las dosis y tiempos analizados, indujeron

predominantemente una respuesta citostatica sin un aumento significativo de apoptosis.

Posteriormente, para analizar el efecto de los tratamientos en la generacion de
subpoblaciones celulares, se calculo el Indice de Heterogeneidad Normalizado (IHn). Para
esto, se gener6 un modelo probabilistico de mezclas de gaussianas a partir de variables
derivadas de la tincién diferencial del contenido de ADN con Chromomycin A3 (union
preferencial a regiones ricas en GC) y Hoechst 33342 (union preferencial a regiones ricas
en AT) (Fig. 8).

El IHn se definié como el promedio de las covarianzas ponderadas por la frecuencia
de aparicién de cada subpoblacion celular dentro de cada condicion, utilizando las
dimensiones de area y altura para los canales de fluorescencia UV450 (Hoechst 33342) y
V610 (Cromomicina A3) (Fig. 8). ElI IHn se normalizé respecto al CNTQO, por lo que un
valor de IHn igual a 1 indica que no hubo cambios en la heterogeneidad celular en
comparacion con el control. Un aumento en el indice sugiere un cambio en las covarianzas
de las intensidades de fluorescencia asociadas a las regiones AT y GC de las subpoblaciones

celulares.
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Figura 8. Estimacion de la heterogeneidad de la poblacion celular post tratamiento mediante el Indice
de heterogeneidad normalizado. Se estimé el grado de heterogeneidad celular mediante tincion doble,
utilizando Hoechst 33342 y Cromomicina A3. (A) Se seleccion6 la poblacién G1 y se agruparon en 2
clusteres (maxK=2) en 4 dimensiones (&rea y altura de UV450-Hoechst 33342 y V610-Cromomicina A3).
(B) Se calculd la densidad de la probabilidad en las 4 dimensiones. Se entrené un modelo de mezclas
Gaussianas con un méaximo de 10 grupos (maxK=10). (C) La distancia de Mahalanobis se calcul6 para
predecir la relacion entre las subpoblaciones. (D) Se calcul6 el -log Likelihood y el p-valor MANOVA para
medir la capacidad predictiva del modelo y su significancia estadistica. (E) Se observé que la quimioterapia
genotoxica induce cambios en la frecuencia de subpoblaciones celulares en la fase G1. (F) Dispersion de las

subpoblaciones en las 4 dimensiones evaluadas. Elaboracion propia con MATLAB v.R2023b.
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Se observd que, al aumentar la concentracion de la quimioterapia genotoxica, se

produjo un aumento en la heterogeneidad celular. Mientras que en el CNTOO se identificaron

solo dos subpoblaciones celulares,

los tratamientos con quimioterapia generaron

aproximadamente cinco subpoblaciones celulares, lo que refleja el impacto del dafio

genotdxico sobre la estructura genética de las células, y sugiere la aparicion de

subpoblaciones celulares (Fig. 8, F).
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Figura 9. Dosis crecientes de quimioterapia genotdxica inducen cambios en la heterogeneidad, en
células HS-578T, evaluados mediante IHn. Los cambios mas importantes respecto al CNT se observan
para CPT a concentraciones de 8 y 16 uM, y para ETO a 6, 8 y 16 uM. Los datos corresponden a 4 réplicas
independientes. Elaboracion propia con GraphPad Prism 5 v.5.03.

Se observa una tendencia creciente en el IHn al aumentar la concentracion de CPT y

ETO. El valor maximo del indice es aproximadamente 1.3, observado a la concentracion de

16 UM tanto para CPT como para ETO. Sin embargo, hay cambios respecto al CNT desde
8 UM en el caso de CPT, y desde 6 uM para ETO (Fig. 9).
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5. 3. 2. Cariotipo celular

Como parte de la evaluacion del Modelo de inestabilidad gendmica acelerada, se
realizo el cariotipo de las células expuestas al dafio genotoxico. Para esto, las células se
trataron con quimioterapia genotoxica, se arrestaron en metafase y se tifieron con Wright para
visualizar los cromosomas celulares. Se tomaron fotografias de los cariotipos y se

clasificaron las alteraciones estructurales (ver Tabla 1) basado en (Savage, 1975, 1999).
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Figura 10. Dosis crecientes de quimioterapia genotoxica inducen alteraciones estructurales en los
cromosomas de la linea celular HS-578T. Tras tratar las células con quimioterapia y arrestarlas en metafase,
se observé que en el CNTO0 pM predominan cromosomas normales, con algunas alteraciones como
fragmentacion. A concentraciones de 2 uM de CPT y ETO, las alteraciones son similares al control, aunque
para ETO aparecieron cromosomas radiales y en forma de anillo. A concentraciones de 4 uM, las alteraciones
fueron mas complejas, con cromosomas radiales, en anillo y multicéntricos, siendo més complejas en ETO
que en CPT. A 8 uM, las alteraciones fueron mas complejas e involucraron varios cromosomas completos o
fragmentados. Cariotipos representativos de 3 réplicas independientes. Imagenes obtenidas con la camara
U-TV0.5X-3y el microscopio de luz CX31, ambos de OLYMPUS.
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Figura 11. El tratamiento con dosis crecientes de CPT y ETO inducen una disminucidn en la cantidad
cromosomas normales y un aumento en las alteraciones estructurales. Después de la tincion, observacion
y clasificacion de las alteraciones estructurales del cariotipo celular, se promedi6 el nimero de cromosomas
para cada clasificacién. CPT induce una disminucion de los cromosomas normales y un aumento de las

alteraciones estructurales,

especialmente de alteraciones complejas como cromosomas

radiales,

multicéntricos y deleciones. Aunque ETO tiene un comportamiento similar, se observa una tendencia
decreciente en el nimero de cromosomas normales méas pronunciada y una tendencia creciente y una mayor
magnitud en el nimero de cromosomas con alteraciones complejas como cromosomas radiales. Elaboracion
propia en Microsoft Excel.

La linea celular HS-578T de cancer de mama presenta alteraciones estructurales de

previo, que son evidentes en el CNT00 uM, como cromosomas fragmentados, radiales, en

forma de anillo, multicéntricos y deleciones (Fig. 9).

A dosis bajas 2 uM de CPT y ETO, se observan alteraciones similares al control, pero

con una disminucion en el nimero de cromosomas normales. Con el aumento de la dosis,

especialmente a 4 uM y 8 uM, se incrementa la cantidad, complejidad y variedad de las
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alteraciones estructurales, con cromosomas radiales, anillo, multicéntricos y deleciones, y se
observan intercambios mas complejos, de forma muy similar en ambos tratamientos
(Fig. 10y Fig. 11).

Se observa que la tendencia de cromosomas normales decrece de forma mas
pronunciada para ETO que para CPT y la aparicion de alteraciones complejas aumenta desde
concentraciones mas bajas de ETO, 2 uM, y tiene una mayor magnitud que para CPT a la
misma dosis (Fig. 11).

En ambos tratamientos, la complejidad de las alteraciones estructurales aumenta a
medida que se eleva la dosis, pero no se observa una disminucion en la inestabilidad
cromosOmica, ya que las interacciones mas complejas implican un mayor namero de
cromosomas. Estas dosis (4 uM y 8 uM) permiten la proliferacion celular a pesar de las

alteraciones estructurales observadas.

Cabe destacar que para ambos tratamientos (Fig. 11) algunas alteraciones
estructurales disminuyen en dosis mas altas 8 uM, sin embargo, se observa que a esta dosis
predominan las alteraciones mas complejas como cromosomas radiales. La disminucién de
algunas de las alteraciones estructurales no sugiere una disminucion en la inestabilidad
cromosémica inducida por CPT, si no que, en este caso, sugiere que hay un remplazo de las
alteraciones estructurales mas simples por otras alteraciones de mayor complejidad y que
involucran un mayor nimero de interacciones con otros cromosomas. Es decir, son menos
namero de alteraciones, pero son alteraciones mas complejas, con interacciones con un

mayor ndmero de cromosomas.
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Figura 12. El tratamiento con dosis de 16 pM de Cisplatino y Etoposido induce los fenémenos de
pegajosidad y pulverizacion en los cromosomas celulares. Se realiz6 la tincién con Wright de los
cromosomas celulares arrestados en metafase, después del tratamiento 16 uM y 32 pM de quimioterapia
genotoxica (Cisplatino y Etop6sido), en la linea celular de cancer de mama HS-578T. A dosis de 16 uM la
visualizacién de cariotipos celulares con cromosomas clasificables fue muy escaso y predominaron cariotipos
con (A) los fenémenos de pegajosidad y (B) pulverizacion. Sin embargo, a dosis de 32 uM los cromosomas
celulares no se observados (datos no mostrados). Imagenes obtenidas con la cdmara U-TV0.5X-3 y el
microscopio de luz CX31, ambos de OLYMPUS.

En la dosis de 16 puM tanto para ETO como para CPT, la visualizaciéon de los
cariotipos celulares con cromosomas clasificables fue casi nula, lo que dificultd realizar la
clasificacion y el conteo de las alteraciones estructurales para esta dosis y, por lo tanto, no se
cuantific6. Sin embargo, si se pudo observar en algunos casos, la aparicién del fenémeno de
pegajosidad (Fig. 12, A) y pulverizacion (Fig. 12, B), descrito por (Savage, 1975). Asi
mismo, se probo la dosis de 32 uM y no se observaron cariotipos celulares (datos no

mostrados).

La evaluacion del modelo de inestabilidad permitié seleccionar las dosis de CPT y
ETO que sugieren: aumento en la heterogeneidad, mayor inestabilidad cromosémica y en
dosis que permiten la sobrevivencia y proliferacion celular. A partir de esto se seleccionaron
las dosis de 6 y 8 uM para CPTy 4y 6 uM para ETO, se considerd que ETO induce un mayor
dafio a dosis mas bajas que CPT. Cabe sefialar que estos rangos de dosis de CPT y ETO

permiten que las células continden proliferando a pesar de las alteraciones estructurales y
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complejas que se observan en los cariotipos celulares (previamente demostrado por Jiménez-

Araya et al.; Cascante-Mora et al. Datos no publicados).
5.2. Lista de genes candidatos de compensacion de dosis génica

A partir de las dosis de CPT y ETO seleccionadas en el modelo de inestabilidad
gendmica se realizo la secuenciacion del transcriptoma y el exoma completo de cada una de

las condiciones.
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Figura 13. Relacion entre la expresién transcripcional y la variacion en el nimero de copias (CNV) a
partir de la secuenciacién del transcriptoma y exoma completo. Mediante un analisis de expresion
diferencial con DESeqg2 y un analisis de inferencia de CNV con CNVAKit se identificé una lista de genes con
todos sus exones amplificados y sin cambios estadisticamente significativo en la expresion de ARN, lo que
sugiere un mecanismo de compensacion de dosis génica. Se graficé la expresion (log2 fold change) y CNV
(log2 ratio) para todos los exones, y se resaltdé en mayoria los p-value >0.05 (A). Se selecciond Unicamente
los genes que no tuvieron variaciones estadisticamente significativas en la expresidn transcripcional y que
tuvieran un aumento en el nimero de copias respecto al CNTO00 (log2 ratio) (B). Se graficd un histograma
para observar la distribucion del porcentaje de exones amplificados por gen y se extrajo una lista de genes
candidatos de compensacion (con la totalidad de sus exones amplificados) (C). Ademas se grafico el
comportamiento de los genes con la totalidad de sus exones compensados Y el nivel de expresion (D). Figura
representativa de una condicion genotoxica. Elaboracion propia con MATLAB v.R2023b.

Se realiz6 un analisis de expresion diferencial utilizando DESeq2 en la aplicacion
DRAGEN RNA de BaseSpace Hub de Illumina, donde se obtuvieron datos de expresion
transcripcional, log2 fold change y p-value asociado a nivel génico. Adicionalmente, se

utiliz6 CNVKit en la plataforma DNAnexus para inferir variaciones en el nimero de copias
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(CNV) como una relacion log2 (log2 ratio) respecto al CNTOO, a nivel de exdn. A partir de
estos analisis, se identifico una lista de genes que no presentaron cambios estadisticamente
significativos en su expresion transcripcional, pero que mostraron un aumento en CNV en

todos los exones que los componen (Fig. 13).

A partir del andlisis anterior, se graficd la distribucion del porcentaje de exones
amplificados por gen (Fig. 13) y se generd una lista de genes candidatos para compensacion
de dosis génica en cada condicion genotoxica. En CPT06 uM se identificaron 449 genes
candidatos, en CPTO8 uM 475, en ETO04 uM 529 y en ETO06 uM 464 (ver Anexos 1, 2, 3
y 4, respectivamente). Ademas, del total de genes analizados (60609 genes) solo un 0.8% en
promedio (CPT08 0.8%, CPT06 0.7%, ETO06 0.8% y ETO04 0.9%) presentdé compensacion,

a nivel de todos sus exones.

Como se muestra en la Fig. 14, muchos genes presentaron cambios en el CNV
respecto al CNTOO; sin embargo, solo una pequefia proporcién mostré un aumento en el
100% de sus exones. Esto sugiere que los tratamientos quimioterapéuticos inducen aumentos
en el contenido de ADN, los cuales pueden manifestarse tanto en todos los exones que

componen un gen como Unicamente en algunos de ellos.
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Figura 14. Distribucion del porcentaje de exones amplificados por gen en cada condicién genotdxica.
Se identificé una lista de genes candidatos de compensacién de dosis génica, caracterizados por no presentar
cambios estadisticamente significativos en la expresién de ARN y tener el 100% de sus exones amplificados.
En CPT08 uM (A) se identificaron 475 genes candidatos, en CPT06 pM (B) 449, en ETO06 uM (C) 464 y
en ETO04 uM (D) 529. Elaboracion propia en MATLAB v.R2023b.

Aunque las alteraciones en exones especificos podrian tener relevancia clinica, el
presente proyecto de investigacion se enfocé exclusivamente en aquellos genes que
presentaron aumentos en el CNV en el 100% de sus exones y que no mostraron cambios

estadisticamente significativos en su expresion transcripcional.

Posteriormente, se realiz6 una interseccion de las listas de genes identificadas en cada
condicion genotoxica, lo que permitid identificar para CPT 263 genes candidatos de
compensacion en coman y para ETO 229 (ver Anexos 5y 6, respectivamente).
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5. 3. Perfil funcional

A partir de la lista de genes comunes identificada en las dosis seleccionadas en el
modelo de inestabilidad gendmica acelerada, se llevd a cabo una caracterizacion del perfil
funcional; con el fin de identificar las vias metabolicas o de sefializacion y los mecanismos
de regulacion en los que estan involucrados los genes candidatos de compensacion de dosis

génica (descrito en Materiales y Métodos).
5. 3. 1. Vias metabélicas o de seializacion: KEGG

El analisis de las vias y términos asociados a los genes candidatos de compensacion
de dosis génica para los tratamientos con CPT y ETO se realizd con la herramienta
ClueGO v2.5.10 y la base de datos de KEGG (actualizada a mayo 2022). A continuacion, se

detallan los resultados obtenidos para cada tratamiento:

Se cargaron un total de 263 genes Unicos para CPT y 229 genes tnicos para ETO. De
estos, 259 genes CPT y 226 genes ETO fueron reconocidos y anotados por ClueGO.
Unicamente 4 genes CPT y 3 genes ETO no fueron anotados por la base de datos. De los
genes reconocidos, el 40.15% de los genes CPT y el 38.5% de los genes ETO tuvieron
anotaciones funcionales en la base de datos, mientras que un 59.85% de los genes de CPT y

61.5% de los genes de ETO no fueron anotados funcionalmente.

Respecto a las vias bioldgicas relevantes, se identificaron 2 términos representativos
para CPT, con 28 genes asociados (10.81%) y tras aplicar el umbral de significancia (p-

value < 0.05) solo 15 genes (5.79%) se asociaron a 5 términos representativos.
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Para ETO se identificaron 8 términos representativos, con 23 genes asociados
(10.18%), y tras aplicar el umbral de significancia, solo 15 genes (6.64%) se asociaron a 3

términos representativos.

En cuanto a la agrupacion funcional, mediante el algoritmo de Kappa Score se
identificé para CPT un Unico grupo con términos funcionales en comdn: via de sefializacion
Hippo (KEGG:04390, 100%, p-value corregido 0.00), y cuatro subgrupos con términos
funcionales asociados: via de sefializacion Wnt (KEGG:04310, p-value corregido 0.01), via
de sefializacion mTOR (KEGG:04150, p-value corregido 0.03), regulacion de las vias de
sefializacion de células madre pluripotenciales (KEGG:04550, p-value corregido 0.02) y

carcinoma basal celular (KEGG:05217, p-value corregido 0.01) (Fig. 15).

Asi mismo, para ETO se identificaron tres grupos con términos funcionales: via de
sefializacion Hippo (KEGG:04390, 100%, p-value corregido 0.00), via de sefializacién Wnt
(KEGG:04310, 33.33%, p-value corregido 0.00) y via de sefializacion PPAR (KEGG:03320,
33.33%, p-value corregido 0.05) (Fig. 16).



66

A % terms per group

~— Hippo signaling
pathway 100%

Whnt sighaling pathwgis gell carcinoma

WN \o';‘

CASTOR2
PR2 d
SX1
ATP6V1C”
mTOR signaling pathway \
PARD6B

® 7 Signaling pathways regulating

PARD6G 1 pluripotency of stem cells
€

BMP7 Hippo signaling
pathway

Figura 15. Caracterizacion funcional de las vias metabdlicas, en términos KEGG, asociados a genes
candidatos de compensacion de dosis génica en un modelo de inestabilidad gendmica acelerada con CPT.
(A) Se identificaron los términos KEGG enriquecidos y estadisticamente significativos (p-value corregido por
Bonferroni < 0.05) de la lista de genes candidatos. El término mas destacados fue: via de sefializacion Hippo
(KEGG:04390, 100%, p-value corregido 0.00). (B) La red funcional representa los genes asociados al término
KEGG, asi como los subgrupos de los términos KEGG asociados a la via de sefializacion Hippo: via de
sefializacion Wnt (KEGG:04310, p-value corregido 0.01), via de sefializacion mTOR (KEGG:04150, p-value
corregido 0.03), regulacion de las vias de sefializacion de células madre pluripotenciales (KEGG:04550, p-
value corregido 0.02) y carcinoma basal celular (KEGG:05217, p-value corregido 0.01). El gréafico de pastel
en los nodos de los términos GO muestra el porcentaje de genes identificados en la lista en comparacion con
el total de genes asociados a cada término KEGG. Elaboracion propia con ClueGO v2.5.10 en
Cytoscape v3.10.3.
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Figura 16. Caracterizacién funcional de las vias metabdlicas, en términos KEGG, asociados a genes
candidatos de compensacién de dosis génica en un modelo de inestabilidad gendmica acelerada con
ETO. (A) Se identificaron los términos KEGG enriquecidos y estadisticamente significativos (p-value
corregido por Bonferroni < 0.05) de la lista de genes candidatos. Los tres términos mas destacados fueron:
via de sefializaciéon Hippo (KEGG:04390, 100%, p-value corregido 0.00), via de sefializacion Wnt
(KEGG:04310, 33.33%, p-value corregido 0.00) y via de sefializacién PPAR (KEGG:03320, 33.33%, p-value
corregido 0.05). El grafico de pastel en los nodos de los términos GO muestra el porcentaje de genes
identificados en la lista en comparacion con el total de genes asociados a cada término KEGG (B).
Elaboracion propia con ClueGO v2.5.10 en Cytoscape v3.10.3.
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5. 3. 2. Vias de regulacion a nivel de factores de transcripcion

Se empled la plataforma BioNet UCR v.2.0.1 para identificar redes regulatorias
asociadas a los genes candidatos de compensacion génica en el modelo de inestabilidad
gendmica acelerada. Estas redes incluyen factores de transcripcion (TFs) y microARNS
(MIRs) que regulan o son regulados por los genes de interés. Las interacciones fueron
procesadas y refinadas eliminando nodos sin participacion en la red mediante herramientas
especificas de la plataforma, y las redes resultantes se visualizaron utilizando

Cytoscape v.3.10.3.

Se visualizaron las redes de regulacion completas (TF y MIRs) y las redes de
regulacién con unicamente los TFs que participan en la red para CPT (Fig. 19) y para ETO
(Fig. 20) (ver Anexos 8y 9, respectivamente). En CPT, se identificaron unicamente dos TFs
con redes que presentan interacciones entre multiples TFs: Grainyhead like transcription
factor 2 (GRHL2) y Nuclear receptor subfamily 3 group C member 1 (NR3C1) (Fig. 17).
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Figura 17. Redes de regulacion transcripcional en un modelo de inestabilidad genémica acelerada con
CPT. Se identificaron los factores de transcripcion (TFs) de la lista de genes candidatos de compensacion de
dosis génica. (A) Red de regulacion transcripcion de GRHL2. (B) La red de regulacién de NR3C1.
Elaboracidon propia con BioNet UCR v.2.0.1 y Cytoscape v3.10.3.

En ETO, se identificaron cuatro TFs con redes que presentan interacciones entre
multiples TFs: peroxisome proliferator activated receptor alpha (PPARA), MYB proto-
oncogene, transcripcién factor (MYB), GATA binding protein 3 (GATA3), y MYC proto-
oncogene, bHLH transcription factor (MYC) (Fig. 18).
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Figura 18. Redes de regulacion transcripcional en un modelo de inestabilidad genémica acelerada con
ETO. Se identificaron los factores de transcripcion de la lista de genes candidatos de compensacion de dosis
génica. (A) Red de regulacién transcripcion de PPARA, (B) MYB, (C) GATA3y (D) MYC. Elaboracién propia
con BioNet UCR v.2.0.1 y Cytoscape v3.10.3.
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CAPITULO 6. DISCUSION

La aneuploidia es un evento ampliamente reconocido en células de céncer, sin
embargo, en células sanas tiene un rol antitumoral ya que induce dafios en el ADN,
senescencia, proteotoxicidad e incluso muerte celular y del organismo. Resulta sumamente
complejo entender como las células de cancer exhiben cariotipos sumamente inestables y aun
asi logran sobrevivir y proliferar. Ante esto se ha planteado la hipotesis de la compensacion
de dosis, que sugiere que las células de cancer pueden modular la expresion de ciertos genes

y compensar el aumento en la carga génica.

A partir de lo anterior desarrollamos la presente tesis de investigacion basados en la
hipdtesis de que ante el dafio genotoxico las células de cancer de mama inducen fenémenos
de compensacién de dosis génica que contribuyen al proceso de sobrevivenciay proliferacion
celular. Desarrollamos la idea de que el dafio genotoxico aumenta la inestabilidad genémica
y la heterogeneidad celular, pero que las células pueden activar mecanismos regulatorios de

compensacion que les permite tolerar la inestabilidad, resistir el dafio, sobrevivir y proliferar.

Esta capacidad de las células de cancer adquiere relevancia dado que se ha
documentado que mayor inestabilidad genémica y aneuploidia se asocia con un peor
pronostico clinico, aumento en la quimiorresistencia y desarrollo de metastasis, lo cual podria
ser explicado en parte por la induccion de mecanismos de compensacién de dosis génica
(Carter et al., 2006; Jamal-Hanjani et al., 2017; Turajlic & Swanton, 2016).

El objetivo principal del presente trabajo fue identificar genes candidatos de
compensacion de dosis génica que podrian contribuir al proceso de sobrevivencia y
proliferacion de las subpoblaciones celulares inducidas por el dafio genotdxico. Esto
permitiria evaluar de forma preliminar las vias y genes subyacentes a esta regulacion,

especificamente a nivel transcripcional. Ademas, permite generar una linea de partida para
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el estudio y validacion experimental de las vias y los genes identificados como candidatos de

compensacion.

Por lo tanto, desarrollamos y estandarizamos un modelo in vitro de inestabilidad
gendmica acelerada a partir de una linea celular de cancer de mama del panel NCI160. Para
esto, definimos las dosis de quimioterapéeuticos con el potencial de inducir muerte celular de
una fraccion de la poblacion, pero que permitieran la sobrevivencia y proliferacion de otras
subpoblaciones celulares. Las subpoblaciones derivadas de la seleccion con el tratamiento
quimioterapéutico podrian presentar un aumento en la inestabilidad gendmica, lo cual se
evidenciaria a nivel del cariotipo celular y a nivel de un aumento en la heterogeneidad con
respecto a la poblacién celular original, que podria sugerir la generacién de nuevos subclones

celulares.

El tratamiento con dosis subletales de CPT y ETO indujo un incremento en las fases S
y G2/M respecto al control sin tratamiento (Fig. 7), sugestivo de un arresto en dichas fases
del ciclo celular. Posteriormente, se calculé un indice de heterogeneidad basado en una
tincion doble del ADN, con union preferencial por GC o por AT, a partir de la cual se
estimaron el nimero de subpoblaciones para cada tratamiento (Fig. 9). Esto permiti6
evidenciar que CPT y ETO no solo provocan un arresto del ciclo celular, probablemente
transitorio a ciertas dosis, sino también un aumento en la heterogeneidad celular, asociado a

un aumento en el nimero de las subpoblaciones.

Por otra parte, el analisis del cariotipo celular revel6 que ambos tratamientos inducen
alteraciones estructurales significativas, como cromosomas en forma de anillo, deleciones,
formacion de fragmentos, formas radiales, entre otros. Asimismo, se observo que el
incremento en la concentracion de las quimioterapias se asocia con un aumento en el tamafio

y en la complejidad estructural de las alteraciones cromosémicas debido a que a mayor
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concentracion, las estructuras anormales radiales presentan interaccién con un mayor nimero

de cromosomas (Fig. 10 y Fig. 11).

La inestabilidad cromosémica estructural puede surgir de eventos de amplificacion o
delecion de segmentos cromosomicos, formacion de estructuras extracrosomales y rearreglos
complejos de secuencias de nucleétidos, asi como de aberraciones inducidas durante los
procesos de reparacion del dafio al ADN y el manejo del estrés replicativo. Todo esto puede
favorecer la segregacién inadecuada de cromosomas durante la mitosis, lo que lleva a la
formacion de estructuras aberrantes (Hosea et al., 2024; Killcoyne et al., 2021; Y. Li et al.,
2020). Lo anterior se traduce en un aumento en la inestabilidad gendmica, lo que lleva
posiblemente al aumento en la carga genética de ciertos genes que podrian desempefiar
alguna funcién de resistencia, tolerancia y adaptacion a las presiones selectivas del ambiente,

para sobrevivir y proliferar.

La dosis mas alta analizada para ambas quimioterapias, mostré el mayor cambio en el
indice de heterogeneidad respecto a las células no tratadas, sin embargo, a esta dosis no fue
posible visualizar cariotipos celulares con cromosomas integros (Fig. 12). Estudios previos
han demostrado que, a dosis de 14 UM, las tasas de sobrevivencia celular son del 22 % para
CPT y del 9 % para ETO (Jiménez-Araya et al., datos no publicados). Por ello, aunque la
dosis de 16 uM indujo una mayor inestabilidad gendmica, no se considero para este modelo,
dado que el objetivo es identificar un rango de dosis que maximice el dafio genotoxico sin

comprometer significativamente la viabilidad celular.

Con base en los resultados anteriores, el modelo de inestabilidad se limit6 a las dosis
de 6y 8 uM para CPT, y de 4 y 6 uM para ETO, las cuales son dosis que se comportaron
respectivamente en un rango equitoxico de acuerdo con las mediciones previas de
supervivencia celular. Ademas, dichas dosis mostraron inestabilidad genémica y un aumento

en la heterogeneidad celular.
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Cabe resaltar que el modelo experimental de inestabilidad genémica acelerada
pretende recapitular un fendmeno que ocurre in vivo. En tumores sélidos, la distribucion de
los farmacos es heterogénea, la variacion de las concentraciones en diferentes regiones del
tumor se atribuye en parte a la distancia de los vasos sanguineos, de manera que las
concentraciones del tratamiento disminuyen conforme més alejadas estén de los vasos. Esto
implica que las células de cancer mas alejadas se exponen a dosis cada vez mas bajas,
incluido dosis subletales. De manera adicional, se sabe poco sobre el impacto de la
exposicion gradual a la quimioterapia en células previamente transformadas (Audet-Delage
et al., 2023; Keating et al., 2013; S. Kim et al., 2018).

Las dosis de quimioterapias definidas en el modelo de inestabilidad genémica
acelerada, capaces de inducir un fenotipo genéticamente inestable fueron utilizadas para
tratar las células de cancer de mama, en las mismas condiciones experimentales que en el
modelo; lo anterior con el objetivo de caracterizar el perfil transcripcional y genético que
exhiben estas células e identificar los genes candidatos de compensacion de dosis génica, que

podrian estar contribuyendo en la proliferacion de las subpoblaciones celulares.

Con este fin, a partir de las condiciones definidas, realizamos la extraccion del ARNy
el ADN para cada condicion y secuenciamos el transcriptoma y el exoma completo. Después
del procesamiento de las lecturas y los analisis respectivos, realizamos un analisis de
expresion diferencial y de inferencia del nimero de copias, con el fin de obtener el log2
fold change y el p-value para la expresion de los ARNm secuenciados, a nivel de gen, y el

log2 ratio de sus respectivos numeros de copias, de todos los exones secuenciados (Fig. 4).

De tal forma, mediante el analisis del perfil transcripcional y genético del modelo de
inestabilidad pudimos determinar que el tratamiento con CPT y ETO indujo, en 259 y
226 genes respectivamente, un aumento en el log2 ratio, que a su vez no representd un

cambio estadisticamente significativo en la expresion del gen, a nivel de ARNm, con respecto
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al control sin tratamiento. Esto represent6 en promedio 0.8% de genes compensados del total

de genes analizados (60109 genes), para cada condicion genotoxica.

Algunos estudios han investigado la relacién entre el nimero de copias de ciertos genes
y la expresion diferencial en cancer. Shao y colaboradores integraron de forma
bioinformatica datos de la variacion en el nimero de copias y la expresion diferencial de
lineas celulares y muestras de pacientes, con diferentes tipos de cancer, obtenidos de bases
de datos publicas. Ellos observaron que la mayoria de los genes (93%) presentaron
amplificaciones o deleciones del numero de copias y aumentos o disminuciones
(respectivamente) del nivel de expresion, a los que llamaron ‘“genes altamente
concordantes”. Por otro lado, la porcion mas pequenia de genes (apenas 1%) mostraron
amplificaciones o deleciones del numero de copias y disminuciones o0 aumentos
(respectivamente) del nivel de expresion, y a estos los llamaron “genes altamente
incongruentes”; ya que lo biologicamente consistente es que un aumento en la dosis génica
se refleje en un aumento de la expresion, sin embargo, esto no necesariamente ocurre asi ya

que existen distintos niveles de regulacion de la expresion génica (Shao et al., 2019).

Lo anterior correlaciona con la proporcion de genes (0.8%) que encontramos que tiene
la totalidad de sus exones con un aumento en el nimero de copias y que no presentan cambios
en la expresion transcripcional, ambos respecto al control sin tratamiento; semejante al
concepto de genes altamente incongruentes descritos por Shao et al. Sin embargo, se debe
considerar que estamos excluyendo el resto de los genes que presentaron compensacion en
algunos de sus exones, pero no en la totalidad. Por lo que el nimero de genes que pueden

compensarse, por lo menos en algunos de sus exones, podria ser mayor.

En esta linea, otros estudios han documentado en datos de expresion de lineas celulares
de cancer y biopsias tumorales que 10% de los genes tienen baja adaptacion a las alteraciones

en el nimero de copias, un 51% adaptacién media y un 39% tuvieron alta adaptacion; lo que
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sugiere que en la mayoria de los genes el efecto transcripcional de una alteracion en el niUmero
de copias, en su posicion gendémica, estd en su mayoria amortiguado por mecanismos

adaptativos no genéticos (Bhattacharya et al., 2020).

Es importante destacar que ambos estudios anteriormente mencionados fueron
realizados a partir de datos de expresion publicados en bases de datos publicas, mientras que
en el presente trabajo de investigacion realizamos el analisis comparando especificamente
las células de cancer con alteraciones previas (grupo control) y con las alteraciones que in
vitro propiciamos mediante el tratamiento con la quimioterapia genotéxica (grupo
tratamiento). Por lo que demostrados, al comparar con un control, que hubo
aproximadamente una proporcion de 0.8% de los genes que después del tratamiento
quimioterapéutico y el dafio genotdxico aumentaron su numero de copias, pero que después
de un tiempo que desconocemos, la expresion del mismo gen se reguld y fue equiparable con
la expresion del control, o bien, que el aumento en el numero de copias no represento en
ningun punto de la evolucidn de las células un aumento consecuente en la expresion. Por lo
que posiblemente los mecanismos de regulacion de la expresion son activados por las células

de cancer para compensar el aumento en la dosis génica.

Por otro lado, la lista de genes aqui identificada permitira orientar el estudio del
fendmeno de compensacion de dosis génica en células de cancer, ya que sienta las bases para
futuros estudios de validacion experimental que permitan verificar que los genes estan siendo
compensados, descubrir el mecanismo de regulacién transcripcional que esta compensando
la carga génica y los efectos que la compensacion representa para las células de cancer,

principalmente en el contexto de la quimiorresistencia y cancer aneuploide.

Seguidamente y a partir de las listas en comun identificadas para cada tratamiento, se
realizé un analisis de enriquecimiento funcional en la base de datos de KEGG para identificar

y analizar las vias metabolicas o sefializacion que estan sobrerrepresentadas o enriquecidas
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en el conjunto de genes candidatos de compensacion de dosis génica, asi como facilitar la

compresion general de los roles bioldgicos de los genes de las vias sobrerrepresentadas.

Las vias enriquecidas funcionalmente en ambas quimioterapias fueron la via de
sefializacion de Hippo, de Wnt y de PPAR (Fig. 15y Fig. 16). A continuacion, se describe

brevemente cada una de estas vias.

La via de sefializacion de Hippo es una via altamente conservada, que participa en la
regulacion de procesos relacionados con apoptosis, diferenciacion y proliferacion, es clave
en el desarrollo y homeostasis embrionaria, y participa en la regulacion del tamafio de los
organos (Fu et al., 2022; Heallen et al., 2011). Estd compuesta por aproximadamente 30
proteinas, sin embargo, el nucleo central de la via esta compuesto por un grupo de quinasas
MST1y MST2 (MST1/2) y LATS1y LATS2 (LATS1/2); sus proteinas adaptadoras SAV1
y MOB1A y MOB1B (MOB1A/B), respectivamente, asi como otros componentes. Una vez
que se activan estos componentes mediante una cascada de fosforilaciones, LATS1/2
fosforila dos co-activadores transcripcionales, YAP y TAZ, lo que provoca su retencion en
el citoplasma y degradacion. Cuando la via Hippo se inactiva, YAP y TAZ no fosforilados
se translocan al ndcleo, donde se unen a factores de transcripcion como TEAD1-4 para iniciar
la transcripcion de genes involucrados en numerosos eventos relacionados con el crecimiento
(Fu et al., 2022; Fu-Long & Kun-Liang, 2022; Ma et al., 2019).

Aunque los genes individuales de la sefializacion de Hippo rara vez se alteran en los
canceres humanos, la tasa general de alteracion oncogénica de la via Hippo es comparable a
la de varios genes relacionados con cancer. YAP/TAZ estan altamente expresados y
activados en varios tipos de cdncer humano, donde se ha visto que promueven la
transformacion celular, crecimiento tumoral, metastasis, recaida, quimiorresistencia y el
mantenimiento de las células madre de cancer. Se ha propuesto un modelo en el que el nicleo

de quinasas de la via actia como un supresor de tumores y los co-activadores
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transcripcionales YAP/TAZ actlan como proteinas oncogénicas (Fu-Long & Kun-Liang,
2022; Han et al., 2024; Yousefi et al., 2022).

Asi mismo, aunque p53 y pRB son los guardianes clasicos que supervisan y detienen
las células poliploides en G1, se ha identificado que Hippo actia como un guardian
alternativo para prevenir el estado poliploide; ya que algunos de los componentes de la via
tienen funciones importantes en el control del ciclo celular, al afectar la actividad del factor
E2 (E2F), que es un factor de transcripcidn clave en la transicion del ciclo celular y la sintesis
de ADN, ademas participan en el punto de control de tetraploidia en G1, la dinamica del

centrosoma y la mitosis (Margolis et al., 2002; Xiao & Dong, 2021).

Las quinasas LATS1/2 de la via Hippo se acumulan en los centrosomas durante la
interfase y la mayor parte de la mitosis, y se ha observado que la eliminacion (knockout) de
LATS1/2 se asocia con una sobreduplicacion del centrosoma, por lo que se ha sugerido que
esta quinasa Hippo estabiliza algunas proteinas y ciclinas que fosforilan el factor de
licenciamiento de duplicacion de centriolos, lo que causa la amplificacion descontrolada del
centrosoma (Mukai et al., 2015). La compensacion de la via Hippo podria contribuir con la
inestabilidad cromosdmica que observamos en el cariotipo de las células de cancer expuestas
al tratamiento genotoxico, ya que la regulacién a la baja de LATS1/2 podria ser un
mecanismo que favorece no solo la proliferacién celular, si no también que contribuye al

fenotipo inestable observado.

La inactivacion de Hippo conduce al aumento de la transcripcion de genes
relacionados con proliferacion celular y diferenciacion, por lo que sugerimos que
posiblemente la compensacion de los genes relacionados indirectamente con esta via se
asocia a una menor activacion de la sefializacion por Hippo, que induce una mayor
transcripcion de genes relacionados con un fenotipo protumoral, mediado por TEAD.

Ademas, LATS1/2 actia como un gen supresor de tumores, por lo que los mecanismos de
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regulacion transcripcional de estos genes podrian asociarse a la inactivacion de la via y, por

lo tanto, al favorecimiento de este fenotipo (Xiao & Dong, 2021).

Por otro lado, la activacion de YAP1 promueve la resistencia a varias quimioterapias
como CPT y ETO, en diferentes tipos de cancer. EI CPT induce la disminucion MST vy la
activacion de YAP, mientras que ETO induce la regulacién a la baja LATS2 (Y. Zhao &
Yang, 2015). Ademas, la sobreexpresion de YAP1 en células sensibles a CPT aumento
significativamente la resistencia a esta quimioterapia, en carcinoma de células escamosas de
la lengua. Se sugiere que YAPL forma un complejo que se une a la region promotora del gen
RAD51 recombinase (RAD51) y activa su transcripcién, lo que inactiva la via de Hippo y
disminuye la expresion de LATS1. La disminucion de YAPL1 inhibid la proliferacion celular,
la capacidad de formacion de colonias y la migracion, asi como aumenté la sensibilidad al
CPT, por otro lado, la sobreexpresion de YAPL exacerbd las caracteristicas malignas. YAP1
aumento la resistencia al CPT al potenciar la capacidad de reparacion del dafio al ADN
mediado por RAD51 (Guan & Deng, 2022).

Esta dualidad observada en los efectos de algunos componentes de la via de Hippo,
como las proteinas LATS1/2, que actian como genes supresores de tumores, y YAP/TAZ,
que funcionan como oncogenes, podria explicar por qué, para las células, resulta beneficioso
aumentar la expresion de YAP/TAZ mediante la duplicacion de sus copias génicas. Sin
embargo, en cierto punto, podria ser mas favorable reducir la expresion de LATS, lo que
compensaria a nivel transcripcional el aumento de la carga génica en la via y permitiria una

regulacion adaptativa de sus componentes segun los requerimientos celulares.

No obstante, aunque parece evidente que los componentes de la via Hippo
desempefian un papel fundamental en el fenotipo inestable observado en el modelo de
inestabilidad gendmica acelerada, los genes identificados en nuestro estudio no corresponden

a los genes aqui descritos. Por lo tanto, aungue la desregulacion de la via parece desempefiar
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un rol clave, se requieren estudios adicionales de validacion y una exploracion méas profunda

para comprender el estado de sus componentes principales en el modelo propuesto.

Otra de las vias enriquecidas funcionalmente en la lista de genes, fue la via de
sefializacion de Wnt, la cual es una red altamente conservada que desempefia un papel
esencial en varios procesos biologicos, como la embriogénesis, la homeostasis y la
regeneracion de tejidos, ademéas de regular la determinacion del destino celular, la
diferenciacion, la apoptosis, la motilidad celular y el mantenimiento de células
madre/progenitoras (Clevers, 2006). Esta via se divide en dos subtipos principales: la
canonica, dependiente de B-catenina, y la no canonica, que incluye las vias Wnt/planar cell
polarity (PCP) y Wnt/calcio (Wnt/Ca?*). Las proteinas Wnt son glicoproteinas que participan
en la comunicacion célula-célula, son secretadas a la matriz extracelular para activar diversas
cascadas de sefializacion (Niehrs & Acebron, 2012). Existen 19 glicoproteinas Wnt que
actian como ligandos, conservados en diversas especies, y se unen a mas de 15 tipos de

receptores y correceptores de membrana, como Fz (Teratani et al., 2018).

En general la via canonica (dependiente de -catenina) se encuentra apagada cuando
en ausencia de Wnt, la B-catenina es degrada por un complejo proteico, lo que resulta en una
inhibicion de la transcripcién. Sin embargo, cuando se activa cuando los ligandos Wnt se
unen a los receptores FZD y LDL Receptor Related Protein 1 (LRP) en la membrana celular
y reclutan Dishevelled Segment Polarity Protein 1 (DVL), que bloquea el complejo de
degradacion y la B-catenina se acumula en citoplasma y se transloca al nucleo donde activa
la transcripcion de muchos genes. En la via no canonica (independiente de P-catenina)
Wnt/Ca?', se activa cuando Wnt se une al receptor FZD y activa una fosfolipasa C de
membrana, que genera inositol-trifosfato (IP3) y diacilgliclerol (DAG) lo que induce la
liberacion de calcio intracelular, esto activa proteinas que regulan la transcripcion génica y

respuestas celulares. Mientras que en la via PCP, algunas proteinas activan FZD y estimulan
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vias como RHO que participan en la remodelacion del citoesqueleto para dirigir polaridad y
motilidad celular (Hayat et al., 2022).

El cancer de mama fue el primer tipo de cancer asociado con la sefializacion Wnt, y
se ha demostrado que esta via regula procesos como la proliferacion, metastasis,
microambiente inmune, pluripotencialidad, resistencia terapéutica y el fenotipo tumoral. En
aproximadamente el 50% de los pacientes con cancer de mama, la via Wnt esta inactivada y
se asocia con una menor supervivencia global (Xu et al., 2020; Zhan et al., 2017). Aunque
las mutaciones somaticas en reguladores clave de la via son raras, los ligandos y receptores
canonicos suelen estar sobreexpresados, mientras que los antagonistas secretados estan
silenciados. En un modelo de cancer de mama, se mostrd que la heterogeneidad tumoral es
sostenida por subclones que cooperan y son impulsados por la expresion aberrante de Wnt1,

lo que resulta crucial para el crecimiento (Cleary et al., 2014).

En particular, la sefializacion Wnt juega un papel clave en la resistencia a la
quimioterapia, ya que su inactivacion induce un estado de quiescencia en las células madre
del cancer de mama. Ademas, regula la formacién y autorrenovacion de estas células madre
de céancer, lo que contribuye a la heterogeneidad tumoral y la resistencia a farmacos (N. Li
& Clevers, 2010; Xu et al., 2020). La via también activa transportadores ABC como MDR1
y ABCG2, que expulsan farmacos de las células, exacerbando la resistencia a medicamentos.
En tumores positivos para el receptor de estrégenos (ER), la via Wnt aumenta la expresion
de Sox2, lo que mantiene el fenotipo de las BCSCs y reduce la sensibilidad al tamoxifeno.
Se ha sugerido que la vitamina D3 podria aumentar la sensibilidad a este farmaco al inhibir
la sefalizacion Wnt/B-catenina (Loh et al., 2013; Xu et al., 2020; Z. M. Zhang et al., 2016).

A diferencia de la via Hippo, se ha observado que algunas proteinas de sefializacién
de Wnt fueron compensadas después del dafio genotoxico, como los ligandos FZD1/2 y

Wnt4. Se ha reportado que mutaciones en algunos de los componentes de la via, como el gen
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APC, inducen proteinas truncadas que activan la via Wnt y causan pérdida de adhesion
celular, reparacion defectuosa del ADN, desestabilizacion cromosomica y funciones
antiapoptdticas comprometidas. Asimismo, mutaciones en RNF43, una ligasa E3 de
ubiquitina que inhibe Wnt/B-catenina mediando la ubiquitinacién de FZD, se observan en
varios tipos de cancer; la ausencia de RNF43 aumenta la resistencia a la radiacion y la
quimioterapia. Por otro lado, los genes que participan en la via Wnt pueden estar sujetos a
modificaciones epigenéticas, como la metilacion del ADN, regulacion por microARNS 0

ARNS largos no codificantes (Song et al., 2024)

Nuestros resultados muestran un enriquecimiento funcional de la via Wnt en la lista
de genes candidatos de compensacion de dosis génica después del tratamiento con
quimioterapia genotoxica. Observamos un aumento en el log2 ratio del nimero de copias en
esta via, mientras que la expresion del ARN mensajero no mostrd cambios significativos

respecto al control.

El enriquecimiento de la via Wnt en la lista de genes que identificamos podria estar
relacionado con mecanismos de reprogramacion celular y estabilidad del genoma que se
activan tras el dafio genotdxico. En un estudio Guo y colaboradores demostraron que la
inhibicion de la via Wnt es fundamental para estabilizar las células madre humanas en un
estado “naive” de pluripotencia, lo que permite que estas células restablezcan un fenotipo
caracteristico del embrion temprano. Asi, la reactivacion o modulacion de esta via en nuestras
muestras podria reflejar una respuesta compensatoria, que busca mantener la homeostasis

genética y celular frente al dafio inducido por la quimioterapia (Guo et al., 2017).

Ademas, se ha observado que las alteraciones en la sefializacién por Wnt estan
estrechamente relacionadas con el mantenimiento de la proliferacion de células madre de
cancer (CSC), ya que la hiperactivacion de la via de sefializacion Wnt es fundamental para

apoyar la supervivencia de las células cancerosas. La formacion de resistencia a los farmacos
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podria atribuirse a algunos mecanismos diferentes, como la adquisicion de quiescencia, la
interaccion con el microambiente, la capacidad de eflujo de farmacos, el aumento de la
resistencia a la apoptosis y el aumento de la reparacion del ADN. Las pequefias poblaciones
de CSC presentes en el tumor tienen un mecanismo de reparacion mas alto y también son
altamente resistentes a la quimioterapia. Los tratamientos pueden desencadenar una serie de
mecanismos en respuesta al estrés celular que las propiedades de las células de céncer,

mejorando su adaptacion y supervivencia (X. Zhang & Yu, 2023).

Por lo tanto, consideramos que la via Wnt debe ser estudiada con mayor profundidad
en el contexto del estudio que aqui proponemos, ya que la compensacién de la dosis génica
de algunos de los componentes de esta via podria representar un mecanismo para restablecer
un fenotipo pluripotente en células de céncer. Este fendmeno podria favorecer la
heterogeneidad celular observada en nuestro modelo. Por lo que proponemos que la
compensacion de la via Wnt podria ser uno de los mecanismos subyacentes responsables de

la generacion de un fenotipo protumoral mas agresivo.

Asi mismo, identificamos en la lista de genes la via de sefializacién PPAR o via de
receptores activados por proliferadores de peroxisomas, la cual es clave en la regulacion de
muchos procesos biolégicos, principalmente a nivel del metabolismo de &cidos grasos, la
represion transcripcional mediante la interaccidn con otros factores de transcripcion, como
NFkB, STAT-1 y componentes de la sefalizacion AP-1. Los PPAR comprenden
aproximadamente 48 proteinas y estan filogenéticamente relacionados con la superfamilia de
factores hormonales nucleares, constituyendo un subconjunto dentro de esta superfamilia. Se
han identificado tres isoformas: PPARa (NR1C1), PPARS/6 (NR1C2) y PPARy (NR1C3),
codificadas por genes diferentes, cada uno con un patrén de funcién especifico en distintos
tipos celulares. Dependiendo de su activacion, la expresion de los PPAR varia en diversas
células, incluidas las células inmunitarias, epiteliales y endoteliales. Ademas, difieren en su

perfil de expresion tisular, ligandos, y agonistas y antagonistas especificos. Las proteinas
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PPAR forman heterodimeros con el receptor X retinoide (RXR), tras unirse a un ligando
agonista enddgeno, como algunas prostaglandinas, acidos grasos, triglicéridos y acido
retinoico (Asgharzadeh et al., 2024; Berger & Moller, 2002; Wagner & Wagner, 2020).

Se ha estudiado la sefializacion por la via PPAR en organoides in vitro de cancer
colorrectal, donde se determino que la via esté activa de forma prevalente y aberrante en las
celulas tumorales (Wang et al., 2022). Los ensayos clinicos de agonistas de PPARy en
carcinogénesis no han mostrado resultados concluyentes. Sin embargo, también se han
reportado efectos pro-tumorales para algunos agonistas de PPARY. Los ligandos de PPARs
mejoran la apoptosis inducida por ETO en varias lineas celulares de leucemia y fue
dependiente de PPARy, mediante un mecanismo de modulacion de la expresion de
toisomerasa (Topo) Il Alpha, a través de la union a un sitio similar a DRA (Direct Repeat 1)
en el promotor de Topollalpha esta involucrado en la regulacion transcripcional dependiente
de los ligandos de PPARY y del heterodimero PPARY/RXRa (Mirza et al., 2019; Peters et al.,
2012).

El rol bioldgico de la via de sefializacion de PPAR en el modelo que proponemos y
en el contexto de los genes candidatos de compensacién de dosis génica que identificamos
es complejo y suponemos que podria tener un papel importante a nivel del metabolismo
celular, que permita suplir algunos de los requerimientos metabdlicos de las células en un
determinado tiempo. Por otro lado, muchas de las moléculas que estan relacionadas con la
via de PPAR podrian tener algn rol importante en la sefializacion o comunicacion con otras
vias. Sin embargo, destacamos la importancia de verificar experimentalmente y con mas

estudios los roles especificos de las vias que aqui identificamos.

Por otro lado, se han realizado distintos esfuerzos para estudiar la adaptacion
transcripcional a las alteraciones en el nOomero de copias, Bhattacharya y

colaboradores (2020) realizaron un estudio utilizando 34494 perfiles de expresion genica de
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repositorios publicos como Gene Expression Omnibus (GEO), Cancer Cell Line
Encyclopedia (CCLE) y Genomics of Drug Sensitivity in Cancer (GDSC), donde observaron
que los genes con un menor grado de adaptacion transcripcional estaban altamente
enriquecidos en conjuntos génicos involucrados en la proliferacion. Por el contrario, los
genes con un mayor grado de adaptacion transcripcional estaban altamente enriquecidos en
conjuntos génicos relacionados con el sistema inmune. Ademas, notaron que la mayoria de
los oncogenes en el conjunto de datos presentaba un alto grado de adaptacion transcripcional,
lo que sugiere que la elevacion de la expresion de muchos oncogenes es beneficiosa para la
progresion tumoral solo hasta cierto punto; niveles excesivos de expresion de varios
oncogenes se han vinculado previamente con la senescencia celular y la apoptosis
(Bhattacharya et al., 2020).

Sin embargo, las vias de sefializacion que aqui identificamos y asociamos que estan
enriquecidas funcionalmente en la lista de genes candidatos de compensacion de dosis génica
estan principalmente relacionadas con diferenciacion celular, proliferacion, embriogénesis,
mantenimiento de células madre, regulacion del tamafio de los 6rganos y regeneracion de
tejidos (Hippo y Whnt), asi como asociados con metabolismo de &cidos grasos y represion
transcripcional (PPAR). Lo que sugiere que los genes con mayor grado de adaptacion
transcripcional o compensados, se asocian a vias de proliferacion y no estan relacionados con

el sistema inmune, como describié Bhattacharya et al. (2020).

Posterior al analisis de enriquecimiento funcional de las vias se procedi6 a evaluar las
vias de regulacion dadas por factores de transcripcion y micro ARNs, mediante
BioNet UCR e identificamos 6 factores de transcripcion: GRHL2, NR3C1, GATA3, MYB,
MYC y PPARA como potenciales reguladores transcripcionales de la lista de genes
candidatos de compensacion de dosis génica (Fig. 17 y Fig. 18). Para cada factor de
transcripcion identificado se generaron las redes de interaccion con los microARNs (Anexo
9y 10).
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La identificacién de vias de regulacion a nivel transcripcional es relevante en el
contexto que aqui estudiamos dado que se ha planteado que podria ser un mecanismo por el
cual las células de cancer toleran un alto grado de aneuploidia. Mohanty y colaboradores
realizaron un analisis multiomico integrador utilizando el conjunto de datos de The Cancer
Genome Atlas (TCGA), con 5000 muestras de tumores individuales y encontraron que el
desacoplamiento de la expresion de ARNm del nimero de copias es muy comun en células
de cancer y se asocia con un aumento en la sefializacion oncogénica, de proliferacion y de
supresion inmune. Ademas, plantean que la presion selectiva que se ejerza sobre el tumor va
a inducir ciertos cambios en el nimero de copias, especificos, que pueden ser toxicos para
las células, lo que favorece la activacion de mecanismos de regulacion que neutralicen estos
cambios. Esto podria llevar a la seleccidén una reprogramacion regulatoria que regule estos
cambios en el numero de copias, 1o que resulta en el desacoplamiento de la expresion de
ARNmM del nimero de copias. Ademas, identificaron que los cambios regulatorios son
mediados por factores de transcripcién y de hecho, lograron encontraron 21 factores de
transcripcion como posibles blancos terapéuticos. Sin embargo, se reviso la lista de factores
identificada en este estudio y no se encontrd coincidencia con los factores de transcripcion

que identificamos en el presente trabajo de investigacion (Mohanty et al., 2021).

A continuacion, realizamos una breve descripcion de cada uno de los factores de
transcripcion que se identificaron como reguladores de la lista de genes candidatos de

compensacion de dosis génica, en el modelo de inestabilidad gendmica acelerada.

GRHL2 es un factor de transcripcion de mamiferos y es uno de los tres homélogos de
Drosophila Grainyhead (GRH), conocidos en mamiferos, con GRHL1 y GRHL1, los cuales
estd involucrados en la morfogénesis epitelial y la neurulacién primaria. Participa en la
regulacion de expresion telomerase reverse transcriptase (TERT), aumenta proliferacion de
queratinocitos epidermicos humanos, afecta la diferenciacion de queratinocitos, orquesta el

desarrollo de la barrera epitelial mediante la activacion transcripcional de genes asociados
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adhesion celular y controla la regulacion de la expresion del gen proliferating cell nuclear
antigen (PCNA), lo que sugiere que esta involucrado en la replicacion del ADN (Chen et al.,
2012; Petrof et al., 2014).

NR3C1 es un gen que codifica por el receptor de glucocorticoides (GR), que tambiéen
actia como factor transcripcional al unirse a elementos de respuesta en los promotores de
genes sensibles a glucocorticoides y activar su transcripcion; se encuentra presente en casi
todos los tejidos, sin embargo, genera isoformas funcionales especificas segun el tipo celular.
Participa en el control de la transcripcion mediada por glucocorticoides en diferentes tejidos,
regula respuestas inflamatorias, metabolismo, proliferacion, diferenciacion y respuesta al
estrés (Fadda et al., 2017; Lu & Cidlowski, 2005; Motavalli et al., 2021).

PPARA es un TF que pertenece a los receptores activados por proliferadores de
peroxisomas (PPARS), los cuales forman parte de la familia de receptores nucleares. Acttan
como heterodimeros con el receptor X retinoide, tras unirse a un agonista, como el
leucotrieno B4 en el caso de PPARA, interactian con cofactores que aumentan la tasa de
iniciacion de la transcripcién. Participan en el metabolismo de lipidos y lipoproteinas,
homeostasis de glucosa, estimula beta-oxidacién de &cidos grados, disminuye factores
inflamatorios, influye en proliferacion celular, diferenciacion y apoptosis, asi como interfiere
negativamente con las vias de sefializacion NF-kappaB, STAT y AP (Berger & Moller, 2002;
Berger & Wagner, 2002; Chinetti et al., 2000; B. Zhao et al., 2023).

MYB es un factor de transcripcion altamente conservado, en humanos los genes MYB
estan compuestos por: MYB, MYBL1 y MYBLZ2; sin embargo, aunque son estructuralmente
similares, se ha sugerido que tienen roles bioldgicos distintos. Es considerado un oncogén
involucrado en varias leucemias humanas, asi como algunos tipos de cancer solido como

cancer de mama y cancer de colon. Participa en el desarrollo, supervivencia, proliferacion y
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homeostasis celular, asi como un rol clave regulador de células madre y progenitoras en
algunos tejidos (Ciciro & Sala, 2021; Lipsick & Wang, 1999; Ramsay & Gonda, 2008).

GATAS es un factor de transcripcion de la familia de factores con dedos de Zinc, se
une a promotores y potenciadores de cromatina nucleosomal o cerrada, lo que permite
aumentar el acceso a la cromatina. El rol mas conocido es la regulacién de la diferenciacion
de células T helper, aunque se ha demostrado que es crucial para el desarrollo, proliferacion
y mantenimiento de las células T, también orquesta la expresion en células trofoblasticas, es
crucial en la morfogénesis y mantenimiento del estado de diferenciacién del tejido mamario
(Kouros-Mehr et al., 2006; Maneechotesuwan et al., 2007; Paul et al., 2017; Qiang et al.,
2023; Wan, 2014).

MYC es un superfactor de transcripcion y proto-oncogén que codifica las
oncoproteinas MYC (C-myc, N-myc y L-myc), las cuales controlan la transcripcion de
aproximadamente el 15 % de los genes expresados. Estas proteinas desempefian un papel
crucial en la progresion del ciclo celular, apoptosis y transformacion celular. Ademas, regula
la transcripcion de genes implicados en la biogénesis de ribosomas, traduccion de mRNA,
regulacion del ciclo celular y respuestas al estrés. Este proceso impacta una amplia gama de
eventos biol6gicos, como proliferacion, diferenciacion, supervivencia, apoptosis, regulacion
inmune, regula los procesos de reprogramacion somatica y autorrenovacion de células madre
embrionarias, activa ARN polimerasa Il (Ahmadi et al., 2021; Dang et al., 2006; David et al.,
2010; J. Y. Kim et al., 2015).

El grado de adaptacion transcripcional a la alteracion en el nimero de copias
generalmente se estudia mediante un enfoque en el que se combinan perfiles genémicos y de
expresion génica, emparejados de muestras tumorales y muestras no-tumorales. Sin embargo,
se ha demostrado que este enfoque no es adecuado para detectar los efectos de las alteraciones

genéticas en los niveles de expresion, ya que suelen ser realizados en biopsias que
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comprenden una variedad de células del microambiente tumoral, sean o no células de cancer.
Por lo que el perfil transcripcional mide la expresion promedio de todos los tipos celulares
presentes, y a pesar de ser comparado contra un control de tejido normal, los efectos de las
alteraciones en el numero de copias se veran influenciados no solo por factores
experimentales, si no también podrian ser opacados por los efectos de las células no
tumorales. Asi mismo hay pocos perfiles gendmicos y de expresion de muestras tumorales
emparejadas que se encuentren disponibles y que hayan sido realizados en estudios a gran
escala (Bhattacharya et al., 2020).

En ese sentido, la presente tesis de investigacion representa un avance en el estudio
de la compensacidn, ya que al trabajar con una linea celular de cancer de mama e inducir las
alteraciones genéticas mediante el tratamiento con quimioterapia genotoxica, estamos
identificando especificamente los genes que lograron compensarse después de un aumento
en el numero de copias, sin interferencias asociadas a la presencia de otras células no
tumorales. Sin embargo, se debe destacar que aunque si realizamos el estudio con una
muestra clonal de células de cancer, la secuenciacion del transcriptoma se realizé en “bulk”
0 en masa, por lo tanto, las subpoblaciones mas abundantes tendrdn mayor representacion a
nivel de los transcriptos identificados y cuantificados, que las subpoblaciones que estan en
menor cantidad y que sin embargo podrian ser las responsables de resistir y continuar
proliferando. Por lo tanto, proponemos que se podria realizar el mismo modelo de estudio de
una forma méas minuciosa mediante una secuenciacion a nivel de células individuales, lo que
permitiria tener un panorama completo del perfil transcripcional a nivel de células
individuales y del comportamiento de las diferentes subpoblaciones inducidas por el modelo
de inestabilidad.

Los distintos esfuerzos que se han realizado para estudiar los efectos de las
alteraciones en el nimero de copias a partir de una biopsia tumoral no emparejada y los

resultados de estos proyectos han dado una luz de los efectos transcripcionales de la
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alteracion en el numero de copias sobre vias bioldgicas (Bhattacharya et al., 2020; Fehrmann
et al., 2015). Sin embargo, a nuestro conocimiento, la presente tesis de maestria representa
el primer trabajo de investigacion que demuestra que el dafio genotdxico es capaz de inducir
fendmenos de compensacion de dosis génica, en células de cancer con alteraciones genéticas

previamente establecidas.

Como se menciond previamente, planteamos la hipotesis de que las células de cancer
de mama inducen mecanismos de compensacion de dosis génica frente al dafio genotdxico,
lo que favorece su supervivencia y proliferacion celular. Aunque la aneuploidia suele ser
perjudicial para las células, en algunos casos puede proporcionar una ventaja selectiva que
les permite adaptarse a presiones ambientales, como el dafio genotéxico inducido por
quimioterapéuticos. De esta manera, la inestabilidad cromosomica facilita la plasticidad
fenotipica necesaria para tolerar este estrés, lo que favorece la aparicion de clones capaces
de sobrevivir. Una vez superado este cuello de botella evolutivo, estas subpoblaciones

pueden evolucionar hacia fenotipos mas agresivos.

La estandarizacion del modelo de inestabilidad permiti6 demostrar que la
quimioterapia genotdxica, especificamente el cisplatino y el etop6sido, en las condiciones
estudiadas, promueve la proliferacion de una fraccion celular con aumento en la inestabilidad
gendmicay la heterogeneidad celular. Ademas, se observo gue el fendmeno de compensacién
de dosis géenica puede ser inducido in vitro en células de cancer de mama mediante el
tratamiento con estos agentes genotoxicos, ya que se identifico una lista de genes candidatos

de compensacion tras el tratamiento.

El perfil funcional de esta lista de genes permitié identificar vias de sefializacion
evolutivamente conservadas, relacionadas con procesos esenciales como la embriogénesis,
proliferacion, diferenciacion, crecimiento celular, regeneracion de tejidos, apoptosis,

desarrollo, homeostasis geénica y destino celular. Ademas, los genes identificados como
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factores de transcripcion actian como reguladores maestros de la expresion génica, ya sea de
manera directa o indirecta. Estos genes comparten funciones clave en proliferacion celular,
diferenciacion, apoptosis, regulacion y respuesta al estrés, y estan implicados en procesos

metabolicos, inflamacion y respuesta inmune.

Por lo tanto, sugerimos que las células de cancer son capaces de tolerar el dafio al
ADN mediante la induccién de estos mecanismos de compensacion, que favorecen la
adaptacion y sobrevivencia celular. Esto, sumado al aumento de la heterogeneidad celular,
podria representar un desafio clinico importante, ya que puede favorecer la aparicion de
fenotipos quimiorresistentes, lo que compromete tanto la efectividad del tratamiento como el
pronostico del paciente. Ademas, los genes identificados deben presentar una alta restriccion
evolutiva al cambio a nivel transcripcional, a pesar de las variaciones inducidas en su nimero
de copias, lo que los convierte en potenciales blancos terapéuticos, ya que podrian
desempefiar un papel clave en la sobrevivencia y proliferacion de las células cancerigenas.
La identificacion de las vias de regulacién mediadas por factores de transcripcion y
microARNS representa un primer paso para entender como se regula la lista de genes
candidatos de compensacién de dosis génica identificada. Finalmente destacamos la
importancia de realizar estudios de validacidn experimental que verifiquen que los genes que
aqui identificamos logran ser compensados, los mecanismos por los cuales se compensan y

el rol de estos genes en la sobrevivencia y proliferacion celular.
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
Con base en los resultados y lo discutido anterior se concluye puntualmente que:

La quimioterapia genotoxica, especificamente cisplatino y etoposido en las condiciones
estudiadas, aumentan la inestabilidad genomica y la heterogeneidad celular, lo que
sugiere que las células tumorales activan mecanismos moleculares de adaptacion para
tolerar el dafo y sobrevivir.

El aumento en la heterogeneidad celular después del tratamiento con dosis subletales de
quimioterapia genotdxica podria correlacionar con hallazgos previos que establecen que
el aumento de la inestabilidad se asocia con fallo terapéutico y mal prondstico.

Se demostro que el fenomeno de compensacion de dosis génica puede ser inducido
in vitro en células de cancer de mama, mediante el tratamiento con agentes genotoxicos
como cisplatino y etoposido.

Se identifico una lista de genes candidatos de compensacion de dosis génica, después del
tratamiento con dosis subletales de quimioterapia genotoxica, lo que sugiere que parte de
los mecanismos moleculares de adaptacion que activan las células pueden involucrar la
compensacion de genes que estdn amplificados.

Las principales vias de sefializacion identificadas son evolutivamente muy conservadas
y estan relacionadas con procesos esenciales en el desarrollo y la embriogénesis,
proliferacion, diferenciacion, apoptosis y homeostasis.

Los factores de transcripcion identificados desempefian un papel central en la regulacion
de procesos clave como la proliferacion celular, diferenciacion, apoptosis y respuesta al
estrés, ademds de estar involucrados en funciones metabdlicas, inflamatorias y de

respuesta inmune.
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Ademas, se plantean algunas perspectivas a futuro para mejorar el entendimiento de

los mecanismos de compensacion de dosis génica, su participacion en la respuesta al dafio

genotoxico y su contribucion en los procesos de proliferacion y sobrevivencia celular:

Validar la lista de genes candidatos de compensacion de dosis génica mediante
secuenciacion de células individuales para mejorar la precision en la interpretacion de
resultados y comparar con la técnica de secuenciacion en bulk realizada en la presente
tesis de maestria.

Validar experimentalmente el fenomeno de compensacion de dosis génica en la lista de
genes identificados, con técnicas como fug-of-war.

Investigar con profundidad los mecanismos moleculares de las principales vias de
sefalizacion, para determinar su rol en la compensacion de dosis génica y su relacion con
la progresion tumoral, en el contexto de dafio al ADN inducido por quimioterapia

genotoxica.
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ANEXOS

Anexo 1. Lista de genes candidatos de compensacion de dosis génica inducido por el
tratamiento con cisplatino 6 pM.

AAGNT Cborf30 CYP7B1 GCNT7 IMPG2 MAP3K1
AARD Cborf47 CYys1 GDF9 INHA MAST1
AC008575.1 C70rf33 DDX53 GGN IQCN MCCC1
AC008691.1 C8B DHDDS GGTLC2 ISL1 MEIG1
AC011525.1 CB8orf33 DNAJB9 GIN1 ITGA9 MFSD6L
AC025171.1 C8orf88 DNAJC19 GJA10 ITPRIP MICOS10-NBL1
ADA CALB1 DNASE2 GJA5 1IZUMO1R MKKS
ADAM30 CARD18 DNTTIP2 GK2 JPH1 MMP16
ADNP2 CARDG6 DOK2 GLYAT JRKL MMP20
AGL CASTOR2 DPH3 GNG7 KBTBD3 MPEG1
AIPL1 CATSPER3 DPYSL3 GNMT KCNA10 MPLKIP
AK4 CAV2 DRD1 GNRH1 KCNA3 MRGPRF
AKIRIN1 CCDC126 DSC3 GOLPH3 KCNA5 MRPL13
AKR1D1 CCDC8 DUSP26 GOPC KCNB1 MRPS33
AL033529.1 CcDcCs87 EFEMP2 GPAA1L KCNK6 MSGN1
AMIGO1 CCIN EID2B GPIHBP1 KHDC3L MSL2
ANGPTL4 CCL7 EIF3H GPR157 KIF4B MTERF3
ANKRD20A8P CCNO EIFAEBP1 GRHL2 KLF15 NATD1
ANKRD33B CCT8L2 ELP2 GRM7 KLHL9 NCALD
ANKRD46 CDA EMB GSS KLK4 NCF4
AP4B1 CDK4 EPM2AIP1 GTF2E1 KLK5 NDUFA8
AP5B1 CENPB ERICH5 GTSF1L KRTAP11-1 NDUFAF6
APLN CFAP53 EXOC3 H3F3C KRTAP13-2 NEFM
APOC3 CHAMP1 FAM182B HBD KRTAP13-4 NLRP11
APOD CHRAC1 FAM200A HESX1 KRTAP19-2 NMES5
ARFRP1 CHRNAZ2 FAM210A HGD KRTAP19-3 NMNAT1
ARL14 CHST1 FAMBS3A HGH1 KRTAP19-4 NR3C1
ARL6 CHST6 FAMBS9A HIPK4 KRTAP19-6 NRSN2
ATP13A4 CHSY3 FAM90A1L HIST1H2BL KRTAP21-3 NUDT16L1
ATP6V1C1 CLDN19 FASTKD2 HIST1H3G KRTAP27-1 NUDT18
ATXN7L3B CLDN8 FBN2 HIST1H3H KRTAP5-11 NUDT8
BARD1 COA5 FBXO043 HIST1H4I KRTAPG6-2 NUFIP2
BBS10 COL8A1l FEM1A HOXA13 KRTAP7-1 ORC6
BBS12 COX7B2 FEM1C HOXC13 L1TD1 OSGEPL1

BLID CPA3 FHL3 HOXD1 LCE3A OSGIN2



BMP7
BMPR2
BPGM
BTG4
C100rf99
C12orf57
Clorf210
C20rf88
C3orf35

CPB1

CPN2
CRYGS

CSGALNACT1
CSMD3
CSNK1G3

CSRNP1

CSRP3
CYP7A1

FKBP1C
FN3K
FOLR2
FOXI3
FOXRED1
FzD1
FzD2
GAL3ST4
GALP

HSBP1L1
HSPB3
IDH3B
IFNA14
IFNA8

IGIP
IL23R
IL7
IMPA1

LIPT2
LNP1
LRRC25
LRRC4C
LRRC69
LSM10
LSM11
LUZP1
LVRN

OTUD6B
OTULIN
OXCT1
OXSM
PARDG6B
PARDG6G
PARS2
PATE3
PCBD1
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Anexo 1. Lista de genes candidatos de compensacion de dosis génica inducido por el

tratamiento con cisplatino 6 M (continuacion).

PDCD10 RIDA SYCE2 UPB1 ZNF644
PDP1 RIMS3 SYCE3 UTP23 ZNF665
PECAM1 RIPPLY3 SYNGR4 VANGL1 ZNF699
PECR RMDN1 SYNPO VCPIP1 ZNF706
PEX1 RNF170 TACSTD2 WASHC5 ZNF729
PEX2 RNF19A TAF11 WNT10A ZNF736
PGBD2 ROMO1 TAF13 WNT2 ZNF77
PHF13 ROPN1L TAF2 WNT4 ZNF792
PIGZ RPAP2 TAL2 XRCC2 ZNF793
PIK3CD RPARP-AS1 TAMMA41 YIPF5
PITX1 RPEG5 TCF24 YTHDF1
PKDREJ RPL23AP49 TES ZBED4
PLAAT2 RPL39L TG ZBED5S
PLACSL1 RSPO2 THAP8 ZBTB21
PNMASA RSPO4 THSD7A ZC3HAV1L
POLR2K RTN4R TIGD6 ZFP3
POLR3D RTN4RL2 TIGIT ZHX1-C8orf76
PON2 S100B TKTL2 ZHX2
POP1 SCRG1 TLCD3A ZNF132
PPBP SEC22A TLR5 ZNF16
PPIAL4A SEMASE TMA4SF18 ZNF224
PPP1R35 SH3BP5L TMEM100 ZNF256
PPP1R42 SHLD1 TMEM126A ZNF296
PRDM14 SIAH2 TMEM138 ZNF329
PRND SIL1 TMEM14A ZNF337
PROCR SLC17A3 TMEM225B ZNF345
PRR9 SLC26A4-AS1 TMEM270 ZNF354C
PRSS12 SLC39A13 TMEM53 ZNF420
PYDC2 SLC44A5 TMEM61 ZNF425
PYGM SLC45A2 TMEM64 ZNF430
QTRT2 SLCO5A1 TMEM70 ZNF4T71
RAB38 SMAD2 TMEMB89 ZNF502
RAB6B SMIM12 TPRG1 ZNF513
RAD51C SMIM20 TRIM55 ZNF527
RAETI1L SNX16 TRIM56 ZNF549

RANBP6 SOX14 TRNT1 ZNF556



RAP2B
RBM15B
RBP7
RCCIL
RDH10
REG4
REM1
RFLNB

SPATA45
SPR
SPTSSB
SSBP1
STAR
STX11
SUOX
SUSD5

TSHZ3
TSPAN12
TTC9B
TTPA
TWISTNB
TYMP
UBE2D2
UMPS

ZNF558
ZNF572
ZNF574
ZNF575
ZNF594
ZNF596
ZNF616
ZNF621
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Anexo 2. Lista de genes candidatos de compensacion de dosis génica inducido por el

tratamiento con cisplatino 8 uM.

AARD
ABHD10
ABRACL

AC008691.1
AC011525.1
AC025171.1
AC084125.2
AC097460.1
ADA
ADAM30
AGK
AGL
AL033529.1
ALDHI1B1
AMIGO1
ANGPTL4
ANKRD33B
ANKRD46
ANKRD49
AP000662.1
AP001636.3

AP4B1

APOC3

APOD

ARF4
ARHGEF5
ARL14
ARL6
ARMC1

ATGAC
ATP13A4

ATP6V1C1
ATXN7L3B

BARD1

BBS12

BENDG6

BLID

Cborf30
Cborf47
Cborf52
C7orf33
C9orf116
CA2
CA3
CALB1
CARDG6
CASTOR2
CATSPER3
CAVIN2
CBWD2
CCDC126
CCDC50
CCDC8
ccDC87
CCIN
CD14
CD52
CD58
CD86
CDA
CDH17
CDK4
CDKN2AIPNL
CEBPG
CHRNB3
CHST13
CHST6
CLDN19
CNN3
COA3
COL5A2
COL8A1
C0OQ9
COX7B2

CSRNP1
CSTF3
CTAGE1
CTNNBL1
CTNNBIP1
CTRB2
CXCR5
CYP11B2
CYP7B1
DBP
DDX53
DERL1
DHDDS
DLX5
DMRT1
DNAAF1
DNASE2
DNTTIP2
DPH3
DPY19L4
DR1
DRD1
DUSP3
EBAG9
ECI1
EEFSEC
EFCABI10
EIF2B3
EOMES
EPM2AIP1
ERAP1
ERICH5
ESM1
ETHE1
EXTL2
FAM182B
FAM200A

FBX043
FBX048
FEM1A
FEM1C
FGG
FlZ1
FN3K
FNDC7
FOXRED1
FzD1
FzD2
GABRP
GDF9
GGN
GIMAP4
GJAS
GK2
GLYAT
GM2A
GNA12
GNG7
GNRH1
GOLPH3
GPIHBP1
GPR157
GPR37
GPT
GRHL2
GSDME
GSS
GTF2E1
GTPBP3
H2AF)
H3F3C
HBD
HCRTR1
HESX1

HOXC13
HSPB3
ID2
IFNA14
IFNA8
IGFBP1
IGIP
IL23R
IMPAL
IMPG2
INHA
ITGA9
ITPRIP
JPH1
JRKL
KBTBD2
KBTBD3
KCNA10
KCNA3
KCNA5
KCNF1
KCNKG6
KCNMB3
KCTD9
KDM4D
KHDC1
KIF4B
KLF15
KLHL26
KLHL9
KRT17
KRTAP11-1
KRTAP13-4
KRTAP19-1
KRTAP19-2
KRTAP19-3
KRTAP19-4

L1TD1
LACTB2
LCE3A
LGI3
LINC02693
LIPT2
LMO2
LNP1
LPL
LRRC25
LRRC42
LSM10
LUZP1
LYPD2
LYPD5
MAP3K1
MARCKS
MAST1
MCCC1
MCMDC2
MFSD6L
MISP
MISP3
MKKS
MMP13
MPLKIP
MRFAP1L1
MRPL13
MS4A13
MSL2
MTERF3
NACA2
NAIF1
NAT14
NCALD
NDST1
NDUFAF6



BMP7
BMPR2
BPGM
BRD30S
Clorf210
C200rf197
C2orf88

CP
CPAG6
CPT1A
CRYGS
CSGALNACT1
CSMD3
CSNK1G3

FAM20A
FAM210B
FAM241A

FAMS3A
FASTKD2

FBN2

FBX040

HGD
HGF
HIPK4
HIST1H2BL
HIST1H3G
HIST1H41
HOXA13

KRTAP19-6
KRTAP19-7
KRTAP19-8
KRTAP21-3
KRTAPG6-2
KRTAP7-1
KRTAPS-1

NDUFAF8
NEFM
NEIL2

NEURL1B

NIPAL2
NR3C1
NUDT18
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Anexo 2. Lista de genes candidatos de compensacion de dosis génica inducido por el

tratamiento con cisplatino 8 uM (continuacion).

NUDT8
ORAI1
OSGEPL1
OSGIN2
OTuUD6B
OTULIN
OXCT1
OXSM
PARD6B
PARD6G
PARS?2
PATE3
PECAM1
PECR
PERM1
PEX1
PEX2
PFDN1
PGBD2
PGP
PIGZ
PIK3CG
PITX1
PKDREJ
PLAAT2
PLACSL1
PLSCR4
PNMT
POLR2K
POLR2L
POLR3D
PON2
POP1
POP7
PPIAL4A
PPP1R32

PYDC2
QTRT2
RAB38
RAD54B
RAD5AL
RANBP6
RAP2B
RAPSN
RARRESL1
RBP7
RCC1L
RDH10
REM1
RFLNB
RFT1
RIMS3
RMDN1
RNF11
RNF169
RNF170
ROMOL
ROPN1L
RPARP-AS1
RPE65
RPL39L
RPN2
RPRM
RRAD
RSBN1L
RSPHY
RSPO2
RSPO4
RTN4R
RTN4RL?2
RTP1
$100B

SEPTINS
SFN
SHLD1
SIAH2
SIL1
SLC14A1
SLC17A3
SLC25A19
SLC26A7
SLC36A1
SLC45A2
SLCO5A1
SLURP1
SMIM12
SNTB1
SNX16
SNX31
SPATA45
SPC24
SPTSSB
SRARP
STARD4
STC1
STOX1
STX11
STX8
SUOX
SUSD5
SYCE2
SYCE3
SYF2
SYNPO
TAC1
TACSTD2
TAF11
TBCCD1

TIGIT
TKTL2
TLR5
TLX2
TM4SF4
TMED5
TMEM203
TMEM213
TMEM232
TMEM270
TMEM61
TMEM64
TMEM70
TP53RK
TRIM55
TSHZ3
TSPYL5
TTC9B
TWIST2
TXN2
TYMP
UBE2D2
UMPS
UPK1B
USF3
USP29
UTP4
VANGL1
VCPIP1
WASHC1
WASHC5
WNT10A
WNT2
WNT4
XCL2
YIF1A

ZFHX4
ZFP28
ZFP3
ZHX1-C8orf76
ZHX2
ZIK1
ZNF132
ZNF260
ZNF264
ZNF345
ZNF350
ZNF354C
ZNF382
ZNF404
ZNF420
ZNF441
ZNF471
ZNF491
ZNF501
ZNF502
ZNF527
ZNF57
ZNF572
ZNF574
ZNF575
ZNF616
ZNF621
ZNF644
ZNF696
ZNF706
ZNF729
ZNF736
ZNF77
ZNF786
ZP3
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PPP1R42
PRDX5
PRMT2
PROCR
PRR5L

PRR9
PRSS23
PTPRG-AS1

SALL4
SAMD9
SAPCD2

SAR1B
SBSPON

SDC2

SEC22A

SEMASE

TCF24
TEKT2
TFEC
TG
TGFBR3
THAP8S
THGIL
TIGD6

YIPF1
YRDC
ZBED4
ZBEDS5
ZBTB21
ZBTB5
ZC3H3
ZC3HAVI1L
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Anexo 3. Lista de genes candidatos de compensacion de dosis génica inducido por el

tratamiento con etopdsido 4 uM.

AARD BBS10 CHAMP1 DPY19L4 FTMT HOXA13
AC008691.1 BBS12 CHMP4C DRD1 FzZD1 HOXC13
AC009163.5 BCL7B CHST1 DSC3 FzD2 HSBP1
AC010319.2 BLID CHST6 DTX4 GAGE2A HSBP1L1
AC011525.1 BMP8A CLDN19 DUSP23 GAL3ST4 HSPB3
AC025171.1 BMPR2 CLU DUSP3 GCDH 1D2
AC036214.3 BOK CNTN4 DYNLL2 GDF11 ID3
AC104532.1 BRD30S COA4 E2F1 GDF9 IFNA14

ACOT8 C100rf99 COA5 EBAG9 GEMIN4 IFNA8

ACVR2B C170rf100 COL9A2 EID2B GFER IL18BP
ADA C190rf73 COLEC10 EIFLIAD GGTLC2 IL7

ADAM30 Clorf210 COX10 EIF2B3 GHR IMPG2
ADMb5 Clorf52 COX6B1 EIF3H GJAl INHA

ADRAILA C2orf72 COX6C EIF5A2 GJA10 1QCB1
AGK C20rf88 COX7B2 ENPP4 GK2 IQCN
AGL C3orf35 CPA6 EOMES GLB1 IQUB

AHCY Cborf24 CPT1A EPM2AIP1 GLMN IRGC

AIPL1 Cborf30 CRISPLD1 ERBB4 GLYAT ITGA9

ALG14 Cborf47 CRYBA2 ERFE GM2A ITPRIP

ALG6 Cborf58 CRYGS ESM1 GMNC JPH1

ALX1 C7orf33 CSGALNACT1 EVALA GNG7 JRKL

AMACR C8orf33 CSMD3 EXTL3 GNRH1 KBTBD3
AMH CA13 CSRNP1 FA2H GOLPH3 KCNA10
AMIGO1 CA3 CSRP3 FABP7 GPAA1L KCNA3
ANGPT1 CALB1 CST3 FAM200A GPIHBP1 KCNA5
ANKRD33B CARDG6 CTHRC1 FAM210B GPR83 KCNKG6
ANKRD46 CATSPER3 CTNNBIP1 FAM241A GRHL2 KIF26B
ANKRD50 CAVIN2 CTRB2 FAM3C GSDME KIF4B
AP3M2 CCDC126 CTRC FAMBS3A GTF2E1 KLF15
AP4B1 CCDC152 CTTNBP2NL FAMBS9A GTSF1L KLHL36
APCDD1 CcDcCs7 CXADR FBXO040 GYPC KLHL9
APOC3 CCIN CYBRD1 FBX043 H3F3C KRTAP11-1
AQP12B CCL8 CYP7Al FBXO46 HACD2 KRTAP13-3
AREG CCN4 CYP7B1 FEM1A HBD KRTAP13-4
ARHGEF5 CCT8L2 DEDD2 FEM1C HELLPAR KRTAP19-1
ARL14 CD320 DGUOK FGF18 HESX1 KRTAP19-2

ARLI14EP CD52 DHDDS FITM2 HGF KRTAP19-3



ARMC1
ARMC7
ASPHD?2
ATP13A4
ATP5IF1
ATXN7L3B
B3GAT3

CD80
CD86
CDA
CDH18
CDO1
CENPB
CFAP53

DHRS13
DLX5
DNAJB9
DNAJC5
DNASE2
DNTTIP2
DOK2

Flz1
FKBP1C
FKBP7
FKRP
FN3K
FNDC11
FTL

HGH1
HIST1H2BL
HIST1H3G
HIST1H3H
HIST1H4I
HMCES
HMGCL
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KRTAP19-4
KRTAP19-6
KRTAP20-4
KRTAP21-2
KRTAP21-3
KRTAP22-2
KRTAP26-1
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Anexo 3. Lista de genes candidatos de compensacion de dosis génica inducido por el

tratamiento con etopdsido 4 M (continuacion).

KRTAPG6-2 NEIL2 PTTG1 SIL1 T™M2D2 ZFAND1
KRTAP7-1 NFS1 PYDC2 SLC17A3 TMCO2 ZFAT
L1TD1 NR3C1 PYURF SLC25A19 TMEM126A ZFP3
LACTB2 NUDT18 QTRT2 SLC25A46 TMEM135 ZFP36L2
LCE3A NXT1 RAB23 SLC26A4-AS1 TMEM138 ZHX1-C8orf76
LEAP2 ORC6 RAB38 SLC27A6 TMEM14A ZHX2
LIN28A OTUD6B RAD54B SLC2A10 TMEM213 ZMAT3
LIN7C OXCT1 RAE1 SLC35B2 TMEM61 ZNF132
LIPT2 OXSM RANBP6 SLC45A2 TMEM64 ZNF16
LPL PANX1 RAP2B SLC48A1 TMEM70 ZNF211
LRRC25 PARD6G RASL10A SLC6A19 TMPRSS11F ZNF212
LRRCC1 PARS2 RBAK-RBAKDN SLCO5A1 TRNT1 ZNF224
LSM10 PCBD1 RDH10 SMCRS8 TSHZ3 ZNF227
LSM11 PCMTD1 REM1 SMIM12 TSPAN12 ZNF256
LSM3 PECR RFLNB SNTB1 TSPYL5 ZNF260
LTC4S PERM1 RFT1 SNX16 TTI1 ZNF324
LYPD5 PEX1 RHOG SPAAR TWIST2 ZNF329
MACC1 PEX14 RIDA SPATA45 TXN2 ZNF354C
MAP3K1 PEX2 RIMS3 SPR TYMP ZNF382
MAPKS8IP2 PGBD2 RIPK2 SPTSSB UBTD1 ZNF404
MARCH11 PIGZ RMDN1 STAR UCP3 ZNF420
MARCH3 PINK1 RNF152 STOX1 UPB1 ZNF441
MAST1 PITX1 RNF170 SUOX UTP4 ZNF460
MCCC1 PKDREJ RPAP2 SURF1 VANGL1 ZNF491
MCMDC2 PKIA RPEG65 SYDE2 VCPIP1 ZNF527
MED10 PLA2G5 RPL37 SYNE4 VKORC1L1 ZNF556
METTL27 PLAAT2 RPL39L SYNPO VPS28 ZNF572
MFSD6L PLAGL2 RSPO2 TACSTD2 VPS29 ZNF574
MPEG1 PLIN4 RSPO4 TAF11 WASHC5 ZNF575
MPLKIP PLSCR4 RTN4R TAF13 WFDC1 ZNF594
MRFAP1L1 PNMT RTN4RL2 TAMMA41 WFDC2 ZNF596
MRGPRF POLR2K S100A6 TBCCD1 WFDC5 ZNF616
MRM3 PON2 SALL4 TCF24 WNT10A ZNF644
MRPL13 POP1 SAMD9 TCIM WNT2 ZNF667
MRPL54 POP7 SAMDIL TEKT2 WNT4 ZNF705G

MRPS2 PPARA SBSPON TES YJu2 ZNF706



MRPS25
MRPS33
MSL2
MTERF3
NBPF20
NCF4
NDST1
NDUFAF6
NEFM

PPARD
PPIAL4A
PPP1R32

PRMT2

PRR9

PRSS23

PTDSS1

PTDSS2

PTGIS

SCG2
SCRG1
SDF2
SDR42E1
SEC22A
SEC22B
SEMASE
SHLD1
SIAH2

TEX19
TG
THAP8
TIGD6
TIGIT
TKTL2
TLCD3A
TLR5
TLR7

ZAR1
ZBEDA4
ZBED5

ZBTB21
ZBTB5
ZC2HC1A
ZCCHC24
ZDHHC18
ZDHHC24
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ZNF729

ZNF736

ZNF846
ZSCAN25
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Anexo 4. Lista de genes candidatos de compensacion de dosis génica inducido por el

tratamiento con etopdsido 6 UM.

AARD
AC008691.1
AC012254.2
AC012313.3
AC025171.1
AC104532.1

ACOTI13
ACTL9
ACTRT2
ACVR2B
ADA
ADAM30
ADM5
AGL

AHCY

AICDA

AIPL1
AL033529.1
AL160272.2

ALDH1B1

ALG14

ALG6
AMH
AMIGO1
ANKRD33B
ANKRD46
ANKRD49
ANKRD50

AP4B1

AP5B1

APOC3

AQP12B
AREG
ARF6

ARHGEF5
ARL14EP
ARSI

BBS12
BIRC8
BLID
BMPR2
BOP1
BPGM
BRD30S
BUD31
C170rf100
C1l7orf67
C18orf21
Clorf115
Clorf210
Clorf53
C1QA
C20rf88
C3orf70
Cborf24
Cb0rf30
C8orf88
CALHM3
CALHM4
CALU
CARDG6
CATSPER3
CCDC126
CCDC172
CCDC71
CCDC8
CccDC87
CCIN
CCN4
CCNG1
CCT8L2
CD52
CD58
CDA

CLDN19
CLDNS3
CLDN8
CLDN9

COA4

COL8A1
COPS5

COX7B2

CpP
CPA6
CPOX
CPTP

CRISPLD1
CRYGS
CSGALNACT1
CST2
CSTA
CTH
CTHRC1
CTNNB1
CTNNBIP1
CXCL6

CYBRD1

CYP7A1

CYP7B1
DHDDS

DHRS13
DMAC1
DMRT1

DNAJC5

DNASE2

DRD1
EFHD2
EID2B
EIF2B3
EMB
EPM2AIP1

FAM241A
FAM90A1
FBXO040
FBX043
FBXO45
FBX0O46
FEM1A
FGG
FHIT
FITM2
F1Z1
FTL
FUT10
FzD1
FzD2
FZD6
GAGE2A
GAL3ST4
GDF3
GDF9
GEMIN4
GGN
GLMN
GLYAT
GMNC
GPR148
GPT
GSS
GTF2E1
GTSF1L
GYPC
HACD?2
HELLPAR
HGF
HGH1
HIST1H2BL
HIST1H3G

IFNA14
IFNAG
IFNAS
IGFBP7
IGIP
IL7
INA
INHA
IQCN
ITPRIP
JAGN1
JRKL
KBTBD3
KBTBD6
KCNA10
KCNA3
KCNAS
KCNB1
KCNB2
KCNF1
KCNMB3
KIAA1143
KIF4B
KLF15
KLHDCSB
KLHL26
KLHL36
KLHL9
KRTAP11-1
KRTAP13-2
KRTAP13-4
KRTAP15-1
KRTAP19-4
KRTAP19-7
KRTAP20-4
KRTAP21-3
KRTAP22-2

LINC02693
LMO2
LRRC25
LRRC38
LRRC47
LRRC61
LRRC75A
LRRIQ3
LSM10
LSM11
LSM3
LUZP1
LY6D
MALSU1
MAP3K1
MAST1
MBD3L1
MICU3
MMUT
MPLKIP
MRFAP1L1
MRGBP
MRNIP
MRPL44
MRPS25
MRPS26
MRPS30
MSGN1
MSR1
MTERF3
MUL1
MYORG
MZF1-AS1
NACA2
NAGS
NANOS2
NBPF20



ARX CDKN2D ERAP1 HIST4H4
ASNSD1 CENPQ ERICH5 HMX3
ATPSF1E CETN1 ESM1 HOXA13

ATXN7L3B CHAMP1 EXTL3 HOXC12

B4GALT7 CHST2 FAM111B HOXC13
BARD1 CHST6 FAM167A HSDL1
BBS10 CILP2 FAM200A HSPB3

KRTAPG6-2
KRTAP7-1
KRTAPS-1
L1TD1
LACTB2
LCE3A
LEAP2

NCOA5
NDUFB4
NDUFS1
NECAB1

NEFM
NEIL2
NMU

Anexo 4. Lista de genes candidatos de compensacion de dosis génica inducido por el

tratamiento con etopdsido 6 M (continuacion).

NRARP PPARA SAMDIL TLCD3A
NRN1 PPIAL4A SAR1B TLR5
NTSR1 PPP1R32 SBSPON TLX2
NUDT8 PRLH SCG2 TMED5
NUFIP2 PRMT2 SCGB3A2 TMEM126A
OLFML3 PROK1 SCRG1 TMEM178A
OPRD1 PRSS23 SEC22A TMEM219
ORAI1 PSMG3 SELENOP TMEM236
ORC1 PTGIR SF3A2 TMEM258
OSGEPL1 PTGIS SFN TMEM270
OSM RAB11B SGTB TMEM60
OST4 RAB23 SLC17A3 TMEM61
OTUD6B RAB38 SLC26A4-AS1 TMEM64
OXLD1 RAD54B SLC2A10 TMEM68
OXSM RANBP6 SLC35B2 TMEM70
PARDGB RASD2 SLC36A4 TRIM55
PARD6G RASL10A SLC45A2 TRIM56
PARS?2 RDH10 SLC9A9 TRMU
PBK REM1 SMAD2 TSHZ3
PEBP4 RFLNB SNX16 TSPAN12
PECAM1 RGMB SNX18 TTC9B
PERM1 RGS17 SNX7 TUBB4A

ZKSCAN1
ZMATS
ZNF256
ZNF329
ZNF416
ZNF444
ZNF4T71
ZNF507
ZNF527
ZNF536
ZNF556
ZNF568
ZNF574
ZNF583
ZNF594
ZNF596
ZNF613
ZNF621
ZNF644
ZNF696
ZNF699
ZNF706
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PEX1
PEX11G
PEX2
PFN2
PGBD2
PGP
PGPEP1
PGR
PHLDAS3
PHYH
PINK1
PITX1
PKDREJ
PKIA
PLAAT4
PLAGL2
PLCL1
PNMT
PNOC
POLR2K
POMGNT?2
POP1

RHOB
RHOG
RIDA
RIOX2
RMDN1
RNF168
RNF19A
ROPN1L
RPARP-AS1
RPEG5
RPL22L1
RPL30
RSPH9
RSPO2
RSPO4
RTN4R
RTN4RL2
RTP1
RWDD2B
S100B
$100Z
SALL4

SPATA2
SPATA45
SPR
SRARP
STAR
STX11
SYBU
SYCE3
SYNM
SYNPO
TACSTD2
TAF11
TAF13
TAF2
TAFA1
TATDN1
TBX15
TCF24
TCFL5
TIGD6
TIMM10
TKTL2

TWIST2
TXN2
TYW3

UCP3
USP29

VANGL1

VCAM1

VPREB3
VWAL

WASHC1
WASHC5
WFDC2
WNT4
XCL2
YIF1A
ZBED4
ZBTB21
ZBTB5
ZDBF2
ZDHHC2
ZDHHC24
ZHX1-C8orf76

ZNF729
ZNF736
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Anexo 5. Lista de genes, en comun, candidatos de compensacion de dosis génica inducido

por el tratamiento con cisplatino.

AARD
AC008691.1
AC011525.1
AC025171.1

ADA
ADAM30
AGL
AL033529.1
AMIGO1
ANGPTL4
ANKRD33B
ANKRD46

AP4B1

APOC3

APOD

ARL14

ARL6
ATP13A4
ATP6V1C1
ATXN7L3B
BARD1
BBS12
BLID
BMP7
BMPR2
BPGM
Clorf210
C20rf88
C5orf30
Cborf47
C7orf33
CALB1
CARDG6
CASTOR2
CATSPER3
CCDC126
CCDC8

COX7B2
CRYGS
CSGALNACT1
CSMD3
CSNK1G3
CSRNP1
CYP7B1
DDX53
DHDDS
DNASE2
DNTTIP2
DPH3
DRD1
EPM2AIP1
ERICH5
FAM182B
FAMZ200A
FAMS3A
FASTKD2
FBN2
FBX043
FEM1A
FEM1C
FN3K
FOXRED1
FzZD1
FzD2
GDF9
GGN
GJAS
GK2
GLYAT
GNG7
GNRH1
GOLPH3
GPIHBP1
GPR157

HIPK4
HIST1H2BL
HIST1H3G
HIST1H41
HOXA13
HOXC13
HSPB3
IFNA14
IFNA8
IGIP
IL23R
IMPA1
IMPG2
INHA
ITGA9
ITPRIP
JPH1
JRKL
KBTBD3
KCNA10
KCNA3
KCNA5
KCNKG6
KIF4B
KLF15
KLHL9
KRTAP11-1
KRTAP13-4
KRTAP19-2
KRTAP19-3
KRTAP19-4
KRTAP19-6
KRTAP21-3
KRTAP6-2
KRTAP7-1
L1TD1
LCE3A

MCCC1
MFSD6L
MKKS
MPLKIP
MRPL13
MSL2
MTERF3
NCALD
NDUFAF6
NEFM
NR3C1
NUDT18
NUDT8
OSGEPL1
OSGIN2
OTUD6B
OTULIN
OXCT1
OXSM
PARDG6B
PARD6G
PARS2
PATE3
PECAM1
PECR
PEX1
PEX2
PGBD2
PIGZ
PITX1
PKDREJ
PLAAT2
PLACSL1
POLR2K
POLR3D
PON2
POP1

RANBP6
RAP2B
RBP7
RCC1L
RDH10
REM1
RFLNB
RIMS3
RMDN1
RNF170
ROMO1
ROPNI1L
RPARP-AS1
RPEG5
RPL39L
RSPO2
RSPO4
RTN4R
RTN4RL2
S100B
SEC22A
SEMASE
SHLD1
SIAH2
SIL1
SLC17A3
SLC45A2
SLCO5A1
SMIM12
SNX16
SPATA45
SPTSSB
STX11
SUOX
SUSD5
SYCE2
SYCE3

TIGIT
TKTL2
TLR5
TMEMZ270
TMEM61
TMEM64
TMEM70
TRIM55
TSHZ3
TTC9B
TYMP
UBE2D2
UMPS
VANGL1
VCPIP1
WASHC5
WNT10A
WNT2
WNT4
ZBEDA4
ZBED5
ZBTB21
ZC3HAV1L
ZFP3
ZHX1-C8orf76
ZHX2
ZNF132
ZNF345
ZNF354C
ZNF420
ZNF471
ZNF502
ZNF527
ZNF572
ZNF574
ZNF575
ZNF616



CCDC87
CCIN
CDA
CDK4
CHST6
CLDN19
COL8Al

GRHL2
GSS
GTF2E1
H3F3C
HBD
HESX1
HGD

LIPT2
LNP1
LRRC25
LSM10
LUZP1
MAP3K1
MAST1

PPIAL4A
PPP1R42
PROCR
PRR9
PYDC2
QTRT2
RAB38

SYNPO
TACSTD2
TAF11
TCF24
TG
THAP8
TIGD6

ZNF621
ZNF644
ZNF706
ZNF729
ZNF736

ZNF77
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Anexo 6. Lista de genes, en comun, candidatos de compensacion de dosis génica inducido

por el tratamiento con etoposido.

AARD CHAMP1 GYPC MRFAP1L1 SALL4 ZNF527
AC008691.1 CHST6 HACD2 MRPS25 SAMDSIL ZNF556
AC025171.1 CLDN19 HELLPAR MTERF3 SBSPON ZNF574
AC104532.1 COA4 HGF NBPF20 SCG2 ZNF594

ACVR2B COX7B2 HGH1 NEFM SCRG1 ZNF596
ADA CPAG HIST1H2BL NEIL2 SEC22A ZNF644
ADAM30 CRISPLD1 HIST1H3G OTUD6B SLC17A3 ZNF706
ADM5 CRYGS HOXA13 OXSM SLC26A4-AS1 ZNF729
AGL CSGALNACT1 HOXC13 PARD6G SLC2A10 ZNF736

AHCY CTHRC1 HSPB3 PARS2 SLC35B2

AIPL1 CTNNBIP1 IFNA14 PERM1 SLC45A2

ALG14 CYBRD1 IFNA8 PEX1 SNX16

ALG6 CYP7A1 IL7 PEX2 SPATA45

AMH CYP7B1 INHA PGBD2 SPR

AMIGO1 DHDDS IQCN PINK1 STAR
ANKRD33B DHRS13 ITPRIP PITX1 SYNPO
ANKRD46 DNAJC5 JRKL PKDREJ TACSTD2
ANKRD50 DNASE2 KBTBD3 PKIA TAF11

AP4B1 DRD1 KCNA10 PLAGL2 TAF13

APOC3 EID2B KCNA3 PNMT TCF24

AQP12B EIF2B3 KCNA5 POLR2K TIGD6

AREG EPM2AIP1 KIF4B POP1 TKTL2

ARHGEF5 ESM1 KLF15 PPARA TLCD3A

ARLI14EP EXTL3 KLHL36 PPIAL4A TLR5
ATXN7L3B FAM200A KLHL9 PPP1R32 TMEM126A

BBS10 FAM241A KRTAP11-1 PRMT2 TMEM61

BBS12 FBX040 KRTAP13-4 PRSS23 TMEM64

BLID FBX043 KRTAP19-4 PTGIS TMEM70

BMPR2 FBXO046 KRTAP20-4 RAB23 TSHZ3

BRD30S FEM1A KRTAP21-3 RAB38 TSPAN12

C170rf100 FITM2 KRTAP22-2 RAD54B TWIST2

Clorf210 Fiz1 KRTAP6-2 RANBP6 TXN2

C2orf88 FTL KRTAP7-1 RASL10A UCP3

Cborf24 FzD1 L1TD1 RDH10 VANGL1

C5orf30 FzD2 LACTB2 REM1 WASHC5

CARDG6 GAGE2A LCE3A RFLNB WFDC2
CATSPER3 GAL3ST4 LEAP2 RHOG WNT4



CCDC126
CccDcs7
CCIN
CCN4
CCT8L2
CD52
CDA

GDF9
GEMIN4
GLMN
GLYAT
GMNC
GTF2E1
GTSF1L

LRRC25
LSM10
LSM11

LSM3
MAP3K1
MAST1
MPLKIP

RIDA
RMDN1
RPEG5
RSPO2
RSPO4
RTN4R
RTN4RL2
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ZBED4
ZBTB21
ZBTB5
ZDHHC24
ZHX1-C8orf76
ZNF256
ZNF329
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Anexo 7. Lista de genes, en comun, candidatos de compensacion de dosis génica inducidos

por el tratamiento con cisplatino y etopdsido.

AARD
AC008691.1
AC025171.1
ADA
ADAM30
AGL
AMIGO1
ANKRD33B
ANKRD46
AP4B1
APOC3
ATXN7L3B
BBS12
BLID
BMPR2
Clorf210
C20rf88
C50rf30
CARDG6
CATSPER3
CCDC126
CccDC87

CCIN
CDA
CHST6
CLDN19
COX7B2
CRYGS
CSGALNACT1
CYP7B1
DHDDS
DNASE?2
DRD1
EPM2AIP1
FAM200A
FBXO043
FEM1A
FzZD1
FzD2
GDF9
GLYAT
GTF2E1
HIST1H2BL
HIST1H3G

HOXA13
HOXC13
HSPB3
IFNA14
IFNA8
INHA
ITPRIP
JRKL
KBTBD3
KCNA10
KCNA3
KCNAS5
KIF4B
KLF15
KLHL9
KRTAP11-1
KRTAP13-4
KRTAP19-4
KRTAP21-3
KRTAPG6-2
KRTAP7-1
L1TD1

LCE3A
LRRC25
LSM10
MAP3K1
MAST1
MPLKIP
MTERF3
NEFM
OTUD6B
OXSM
PARD6G
PARS2
PEX1
PEX2
PGBD2
PITX1
PKDREJ
POLR2K
POP1
PPIAL4A
RAB38
RANBP6

RDH10
REM1
RFLNB
RMDN1
RPE65
RSPO2
RSPO4
RTN4R
RTN4RL2
SEC22A
SLC17A3
SLC45A2
SNX16
SPATA45
SYNPO
TACSTD2
TAF11
TCF24
TIGD6
TKTL2
TLRS
TMEM61

TMEM64
TMEM70
TSHZ3
VANGL1
WASHC5
WNT4
ZBED4
ZBTB21
ZHX1-C8orf76
ZNF527
ZNF574
ZNF644
ZNF706
ZNF729
ZNF736
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Anexo 8. Lista de factores de transcripcion (TFs) y microARNs (MIRs) identificados en la

lista de genes, en comun, candidatos de compensacion de dosis génica inducidos por el

tratamiento con cisplatino.

LIST TF
AR
ARHGAP35
ATF1
ATF2
BACH1
CDX1
CEBPA
CREB1
CTCF
E2F1
E2F2
E2F4
EGR1
EPAS1
ESR1
ESR2
ETS1
FLI1
FOS
FOXAl
FOXP3
GATA2
GATA3
GATA4
GRHL2
HIF1A
HNF4A
HOXA13
HOXA9
HOXC13
JUN
KLF15
LEF1
MEIS2

PAX8
PDX1
POU2F1
POU3F1
POU3F2
PPARA
PPARD
PPARG
PRDM14
RARA
RARB
RARG
RELA
RXRA
SP1
SP3
SPI1
STAT5B
TFAP2A
TFAP2B
TGIF1
TP53
TP63
TP73
USF1
USF2
WT1
YY1
ZIC2
ZNF263

LIST MIR
MIR100
MIR101-1
MIR101-2
MIR103A1
MIR103A2
MIR105-1
MIR105-2
MIR106A
MIR106B
MIR107
MIR10A
MIR10B
MIR1178
MIR1180
MIR1183
MIR1197
MIR1-2
MIR1200
MIR1203
MIR1206
MIR1208
MIR122
MIR1224
MIR1226
MIR1227
MIR1231
MIR1233-1
MIR1233-2
MIR1236
MIR1237
MIR1238
MIR124-1
MIR124-2
MIR124-3

MIR125A
MIR125B1
MIR125B2

MIR126

MIR1262

MIR1266

MIR1267

MIR127

MIR1270

MIR1271
MIR1273H

MIR1275

MIR1276

MIR1277

MIR1278

MIR1281

MIR128-1
MIR1285-1

MIR1286

MIR1287

MIR1288
MIR1289-1
MIR1289-2

MIR1290

MIR1291

MIR129-1

MIR1292

MIR1294

MIR1296

MIR1301

MIR1303

MIR1304

MIR1306

MIR1307

MIR138-1
MIR138-2
MIR139
MIR140
MIR141
MIR142
MIR143
MIR144
MIR145
MIR146A
MIR146B
MIR148A
MIR148B
MIR149
MIR150
MIR151A
MIR152
MIR153-1
MIR153-2
MIR1537
MIR1539
MIR154
MIR155
MIR15A
MIR15B
MIR16-1
MIR16-2
MIR17
MIR181A1
MIR181A2
MIR181B1
MIR181B2
MIR181C
MIR181D

MIR18B
MIR1908
MIR1909
MIR190A

MIR191
MIR1910
MIR1913
MIR1914
MIR1915

MIR192
MIR193A
MIR193B
MIR194-1
MIR194-2

MIR195

MIR196A1
MIR196A2
MIR196B
MIR1976
MIR199A1
MIR199A2
MIR199B

MIR19A
MIR19B1
MIR19B2
MIR200A
MIR200B
MIR200C

MIR202
MIR203A

MIR204

MIR205

MIR206

MIR20A

MIR218-1
MIR218-2
MIR219A1
MIR219A2
MIR22
MIR221
MIR222
MIR223
MIR224
MIR2276
MIR2278
MIR2355
MIR23A
MIR23B
MIR23C
MIR24-1
MIR24-2
MIR2467
MIR25
MIR2682
MIR26A1
MIR26A2
MIR26B
MIR27A
MIR27B
MIR28
MIR2909
MIR296
MIR298
MIR299
MIR29A
MIR29B1
MIR29B2
MIR29C



MITF
MYB
MYC
NFIA
NFIC
NFKB1
NR1I2
NR2F1
NR3C1

MIR1244-1
MIR1246
MIR1247
MIR1248
MIR1249
MIR1252
MIR1253

MIR1255B2
MIR1258

MIR130A
MIR130B
MIR132
MIR1322
MIR133B
MIR134
MIR1343
MIR135B
MIR136

MIR182
MIR1825
MIR183
MIR184
MIR185
MIR186
MIR187
MIR188
MIR18A

MIR20B
MIR21
MIR211
MIR2110
MIR2116
MIR2117
MIR214
MIR215
MIR216A
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MIR300
MIR301A
MIR301B
MIR302A
MIR302B
MIR3064
MIR30A
MIR30B
MIR30C1
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Anexo 8. Lista de factores de transcripcion (TFs) y microARNs (MIRs) identificados en la
lista de genes, en comun, candidatos de compensacion de dosis génica inducidos por el

tratamiento con cisplatino (continuacion).

MIR30C2 MIR3179-4 MIR3618 MIR382 MIR431 MIR4498
MIR30D MIR3181 MIR3619 MIR383 MIR4310 MIR4499
MIR30E MIR3183 MIR362 MIR3909 MIR4317 MIR449A
MIR31 MIR3188 MIR3620 MIR3910-2 MIR432 MIR449B
MIR3116-1 MIR3191 MIR363 MIR3915 MIR4320 MIR449C
MIR3117 MIR3192 MIR3646 MIR3919 MIR4326 MIR4500
MIR3120 MIR3193 MIR3651 MIR3921 MIR433 MIR4503
MIR3121 MIR3194 MIR3652 MIR3922 MIR4420 MIR4504
MIR3122 MIR3196 MIR3654 MIR3926-1 MIR4421 MIR4506
MIR3126 MIR3198-2 MIR3655 MIR3929 MIR4422 MIR450A1
MIR3127 MIR3199-2 MIR3659 MIR3936 MIR4423 MIR450B
MIR3128 MIR32 MIR365A MIR3938 MIR4424 MIR4511
MIR3130-2 MIR3202-1 MIR365B MIR3939 MIR4427 MIR4512
MIR3132 MIR320B1 MIR3662 MIR3940 MIR4428 MIR4518
MIR3133 MIR320E MIR3664 MIR3941 MIR4432 MIR4519
MIR3134 MIR323A MIR3666 MIR3942 MIR4434 MIR452
MIR3135A MIR323B MIR3667 MIR3944 MIR4435-1 MIR4520-1
MIR3136 MIR324 MIR3671 MIR3945 MIR4435-2 MIR4522
MIR3137 MIR326 MIR3675 MIR3960 MIR4436B1 MIR4523
MIR3138 MIR329-1 MIR3677 MIR3973 MIR4436B2 MIR4524A
MIR3139 MIR329-2 MIR3679 MIR409 MIR4438 MIR4525
MIR3140 MIR330 MIR3680-1 MIR410 MIR4439 MIR4526
MIR3144 MIR331 MIR3680-2 MIR411 MIR4441 MIR4528
MIR3150A MIR335 MIR3682 MIR412 MIR4445 MIR4529
MIR3151 MIR337 MIR369 MIR421 MIR4446 MIR4534
MIR3153 MIR338 MIR3691 MIR423 MIR4447 MIR454
MIR3154 MIR339 MIR3692 MIR424 MIR4450 MIR455
MIR3155A MIR33A MIR371A MIR425 MIR4451 MIR4632
MIR3157 MIR340 MIR371B MIR4251 MIR4452 MIR4633
MIR3158-1 MIR342 MIR372 MIR4254 MIR4453 MIR4635
MIR3160-1 MIR345 MIR373 MIR4257 MIR4457 MIR4636
MIR3162 MIR346 MIR374A MIR4258 MIR4458 MIR4639
MIR3163 MIR34A MIR374B MIR4263 MIR4467 MIR4640

MIR3164 MIR34B MIR376A1 MIR4270 MIR4469 MIR4641



MIR3165
MIR3170
MIR3173
MIR3174
MIR3175
MIR3176
MIR3177
MIR3178
MIR3179-1

MIR34C

MIR3609
MIR361

MIR3611
MIR3612
MIR3613
MIR3614
MIR3615
MIR3616

MIR376A2
MIR376B
MIR376C

MIR377
MIR378A
MIR378J
MIR379
MIR380
MIR381

MIR4274
MIR4287
MIR429
MIR4292
MIR4295
MIR4300
MIR4306
MIR4307
MIR4308

MIR4470
MIR4473
MIR4474
MIR4476
MIR448
MIR4480
MIR4482
MIR4485
MIR4496

MIR4642
MIR4644
MIR4646
MIR4647
MIR4651
MIR4653
MIR4657
MIR4659A
MIR4663
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Anexo 8. Lista de factores de transcripcion (TFs) y microARNs (MIRs) identificados en la

lista de genes, en comun, candidatos de compensacion de dosis génica inducidos por el

tratamiento con cisplatino (continuacion).

MIR4664
MIR4665
MIR4666A
MIR4667
MIR4668
MIR4671
MIR4672
MIR4673
MIR4676
MIR4680
MIR4684
MIR4685
MIR4688
MIR4690
MIR4691
MIR4695
MIR4698
MIR4699
MIR4700
MIR4701
MIR4707
MIR4709
MIR4714
MIR4715
MIR4720
MIR4721
MIR4722
MIRA4723
MIR4724
MIR4725
MIR4726
MIR4727
MIR4728
MIR4729
MIR4731

MIR4756
MIR4760
MIR4763
MIR4764
MIR4766
MIR4768
MIR4771-2
MIRA4T775
MIR4777
MIR4779
MIR4781
MIR4782
MIR4784
MIR4786
MIR4787
MIR4789
MIR4793
MIR4795
MIR4796
MIR4797
MIR4799
MIR4800
MIR4802
MIR4803
MIR4804
MIR483
MIR484
MIR485
MIR486-1
MIR491
MIR493
MIR494
MIR495
MIR496
MIR497

MIR500B
MIR501
MIR5010
MIR503
MIR504
MIR5047
MIR505
MIR506
MIR5088
MIR5089
MIR5090
MIR5091
MIR5094
MIR511
MIR5187
MIR5189
MIR5190
MIR5192
MIR5193
MIR5194
MIR5196
MIR519D
MIR539
MIR541
MIR542
MIR544A
MIR544B
MIR545
MIR548A3
MIR548AA2
MIR548AC
MIR548AG2
MIR548AH
MIR548AM
MIR548AN

MIR548B
MIR548BB
MIR548C
MIR548D1
MIR548E
MIR548F1
MIR548F3
MIR548F5
MIR548H1
MIR548H3
MIR548J
MIR548K
MIR548L
MIR548M
MIR54802
MIR548S
MIR548T
MIR548U
MIR548V
MIR548Y
MIR550A1
MIR550A2
MIR550A3
MIR551B
MIR552
MIR556
MIR558
MIR5581
MIR5582
MIR5583-2
MIR5584
MIR5585
MIR5586
MIR5587
MIR5588

MIR5688
MIR569
MIR5690
MIR5692B
MIR5695
MIR5697
MIR5698
MIR5702
MIR5706
MIR571
MIR574
MIR575
MIR576
MIR578
MIR5787
MIR579
MIR580
MIR581
MIR582
MIR583
MIR584
MIR586
MIR587
MIR588
MIR589
MIR590
MIR591
MIR593
MIR595
MIR596
MIR597
MIR601
MIR602
MIR603
MIR605

MIR6132
MIR6133
MIR615
MIR616
MIR6165
MIR619
MIR620
MIR623
MIR625
MIR627
MIR629
MIR630
MIR634
MIR635
MIR636
MIR637
MIR640
MIR641
MIR642A
MIR643
MIR647
MIR648
MIR649
MIR6500
MIR6501
MIR6502
MIR6504
MIR6506
MIR6508
MIR6509
MIR6510
MIR6511A1
MIR6511B1
MIR6511B2
MIR6512



MIR4738
MIRA4742
MIR4743
MIRA4747
MIR4749
MIR4751
MIR4753
MIR4755
MIR4664

MIR4999
MIR5000
MIR5001
MIR5003
MIR5006
MIR5008
MIR5009
MIR500A
MIR4756

MIR548A0
MIR548AQ
MIR548AR
MIR548AS
MIR548AT
MIR548AU
MIR548AW
MIR548AX
MIR500B

MIR559
MIR5590
MIR5591

MIR561

MIR562

MIR564

MIR567
MIR5687
MIR548B

MIRG607
MIR6073
MIR6079

MIR608

MIR609

MIR612
MIR6124

MIR613
MIR5688

MIR6513
MIR6514
MIR6515
MIR6516
MIRG52
MIR654
MIRG55
MIR656
MIR6132
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Anexo 8. Lista de factores de transcripcion (TFs) y microARNs (MIRs) identificados en la

lista de genes, en comun, candidatos de compensacion de dosis génica inducidos por el

tratamiento con cisplatino (continuacion).

MIR657
MIR658
MIR660
MIR661
MIRG63A
MIRG664A
MIR664B
MIR665
MIR671
MIR6717
MIR6719
MIR6721
MIR6726
MIRG6727
MIR6728
MIR6729
MIR6730
MIR6731
MIR6732
MIR6733
MIR6734
MIR6735
MIR6736
MIR6738
MIR6739
MIR6740
MIR6741
MIR6742
MIR6743
MIR6744
MIR6745
MIRG6746
MIR6747
MIRG6748
MIR6749

MIR6759
MIR676
MIR6760
MIR6762
MIR6766
MIR6768
MIR6769A
MIR6769B
MIR6770-1
MIR6770-3
MIR6771
MIR6772
MIR6774
MIR6775
MIR6776
MIR6778
MIR6779
MIR6780A
MIR6780B
MIR6781
MIR6783
MIR6785
MIR6786
MIR6787
MIR6789
MIR6790
MIR6791
MIR6792
MIR6793
MIR6794
MIR6795
MIR6796
MIR6797
MIR6798
MIR6799

MIR6808
MIR6809
MIR6810
MIR6811
MIR6812
MIR6814
MIR6816
MIR6817
MIR6818
MIR6819
MIR6820
MIR6821
MIR6822
MIR6823
MIR6824
MIR6825
MIR6826
MIR6827
MIR6829
MIR6830
MIR6831
MIR6832
MIR6833
MIR6834
MIR6835
MIR6836
MIR6837
MIR6838
MIR6839
MIR6840
MIR6842
MIR6844
MIR6845
MIR6846
MIR6847

MIR6856
MIR6857
MIR6858
MIR6859-1
MIR6859-3
MIR6862-1
MIR6862-2
MIR6864
MIR6865
MIR6866
MIR6867
MIR6868
MIR6869
MIR6870
MIR6871
MIR6872
MIR6873
MIR6874
MIR6875
MIR6876
MIR6877
MIR6878
MIR6879
MIR6880
MIR6881
MIR6883
MIR6884
MIR6885
MIR6887
MIR6888
MIR6889
MIR6890
MIR6891
MIR6892
MIR6893

MIR7113
MIR7150
MIR7158
MIR7160
MIR7161
MIR7162
MIR7-2
MIR7-3
MIR744
MIR758
MIR760
MIR761
MIR762
MIR765
MIR766
MIR767
MIR769
MIR770
MIR7703
MIR7704
MIR7843
MIR7847
MIR7848
MIR7850
MIR7851
MIR7853
MIR7854
MIR7855
MIR7856
MIR7976
MIR7978
MIR802
MIR8055
MIR8057
MIR8061

MIR873
MIR874
MIR876
MIR877
MIR885
MIR887
MIR889
MIR9-1
MIR9-2
MIR921
MIR922
MIR924
MIR92A1
MIR92A2
MIR92B
MIR93
MIR9-3
MIR933
MIR934
MIR936
MIR937
MIR939
MIR940
MIR942
MIR943
MIR944
MIR95
MIR96
MIR98
MIR99A
MIR99B
MIRLET7A1
MIRLET7A2
MIRLET7A3
MIRLET7B



MIR675
MIR6750
MIR6751
MIR6752
MIR6754
MIR6755
MIR6756
MIR6758

MIR657

MIR6800
MIR6801
MIR6802
MIR6803
MIR6804
MIR6805
MIR6806
MIR6807
MIR6759

MIR6848
MIR6849
MIR6850
MIR6851
MIR6852
MIR6853
MIR6854
MIR6855
MIR6808

MIR6894
MIR6895
MIR7-1
MIR7106
MIR7109
MIR711
MIR7110
MIR7111
MIR6856

MIR8063
MIR8064
MIR8072
MIR8073
MIR8077
MIR8082
MIR8085
MIR8485
MIR7113

MIRLET7C
MIRLET7D
MIRLET7E
MIRLET7F1
MIRLET7F2
MIRLET7G
MIRLETT7I
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Anexo 8. Lista de factores de transcripcion (TFs) y microARNs (MIRs) identificados en la

lista de genes, en comun, candidatos de compensacion de dosis génica inducidos por el

tratamiento con cisplatino (continuacion).

NR3C1
LISTTF
AR
ARHGAP35
CREB1
FOXP3
HIF1A
MYB
NFIA
NFIC
NFKB1
NR3C1
SP1
SPI1
TFAP2A
TP63
LIST MIR
MIR100
MIR103A2
MIR106A
MIR106B
MIR1237
MIR124-3
MIR1248
MIR1255B2
MIR125B1
MIR125B2
MIR126
MIR127
MIR1277
MIR1296
MIR130B
MIR1322
MIR138-2

INDIVIDUAL NETWOKS

MIR192
MIR193B
MIR196A2
MIR199A2
MIR199B
MIR19B1
MIR19B2
MIR203A
MIR204
MIR20A
MIR20B
MIR21
MIR214
MIR215
MIR22
MIR223
MIR26B
MIR28
MIR301A
MIR30B
MIR30C1
MIR30D
MIR30E
MIR31
MIR3121
MIR3128
MIR3130-2
MIR3150A
MIR3154
MIR3162
MIR3177
MIR3181

MIR369
MIR374A
MIR377
MIR382
MIR3909
MIR3941
MIR423
MIR4263
MIR4292
MIR4307
MIR4422
MIR4423
MIR4434
MIR4438
MIR4446
MIR4470
MIR4498
MIR4524A
MIR4528
MIR454
MIR4646
MIR4672
MIR4688
MIR4699
MIR4709
MIR4714
MIR4727
MIR4738
MIR4749
MIR4755
MIR4763
MIR4764

MIR5088
MIR5089
MIR5091
MIR5094
MIR511
MIR5193
MIR544A
MIR548AH
MIR548AQ
MIR548D1
MIR558
MIR5582
MIR5586
MIR5590
MIR5692B
MIR583
MIR590
MIR593
MIR597
MIR603
MIR623
MIR625
MIR6512
MIR660
MIR6768
MIR6798
MIR6800
MIR6806
MIR6849
MIR6852
MIR6859-1
MIR6859-3

MIR769
MIR8072
MIR8085
MIR8485

MIR93
MIR939
MIRLET7A2
MIRLET7A3
MIRLET7B
MIRLET7C
GRHL2
LIST TF
AR
EPAS1
ESR1

FOXAl

GRHL2
LIST MIR

MIR26B
MIR4709
MIR4779
MIR6870
MIR6894

MIR765

MIR766



MIR155
MIR17
MIR182
MIR183
MIR186
MIR18A
MIR1909
MIR190A

MIR32
MIR324
MIR326

MIR329-1
MIR329-2
MIR33A
MIR3609
MIR362

MIR4779
MIR4786
MIR4793
MIR4795
MIR4796
MIR496
MIR5000
MIR5001

MIR6868
MIR6870
MIRG877
MIR6878
MIR6894
MIR7-1
MIR762
MIR765
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Anexo 9. Lista de factores de transcripcion (TFs) y microARNs (MIRs) identificados, en la

lista de genes, en comun, candidatos de compensacion de dosis génica inducidos por el

tratamiento con etopdsido.

LIST TF
AR
ATF2
BACH1
CDX1
CEBPA
CEBPB
CREB1
CTCF
E2F1
E2F2
E2F4
EGR1
EPAS1
ESR1
ESR2
ETS1
FOS
FOXAl
FOXM1
FOXP3
GATA3
GATA4
HIF1A
HNF1A
HNF4A
HOXA13
HOXA9
HOXB13
HOXC13
JUN
KLF15
LEF1
MEIS2
MITF

PPARA
PPARD
PRDM14
RARA
RARB
RARG
RELA
RUNX1
RXRA
SALL4
SMAD3
SMAD4
SP1
SP3
TAL1
TFAP2A
TFAP2B
TGIF1
TP53
TP63
TP73
USF1
USF2
VDR
WT1
YY1
ZIC2

LIST MIR
MIR100
MIR101-1
MIR101-2
MIR103A1
MIR103A2
MIR105-1
MIR105-2
MIR106A
MIR106B
MIR107
MIR10A
MIR10B
MIR1178
MIR1184-1
MIR1185-1
MIR1185-2
MIR1-2
MIR1200
MIR1203
MIR1206
MIR1208
MIR122
MIR1224
MIR1226
MIR1227
MIR1231
MIR1233-1
MIR1233-2
MIR1236
MIR1237
MIR1238
MIR124-1
MIR124-2
MIR124-3

MIR1258
MIR125A
MIR125B1
MIR125B2
MIR126
MIR1262
MIR1266
MIR1267
MIR1270
MIR1271
MIR1273H
MIR1275
MIR1276
MIR1277
MIR1281
MIR128-1
MIR1285-1
MIR1287
MIR1288
MIR1289-1
MIR1289-2
MIR1290
MIR129-1
MIR1292
MIR1293
MIR1294
MIR1296
MIR1301
MIR1303
MIR1304
MIR1306
MIR1307
MIR130A
MIR130B

MIR139
MIR140
MIR141
MIR142
MIR143
MIR144
MIR145
MIR146A
MIR146B
MIR148B
MIR149
MIR150
MIR151A
MIR153-1
MIR153-2
MIR1537
MIR1539
MIR155
MIR15A
MIR15B
MIR16-1
MIR16-2
MIR17
MIR181A1
MIR181A2
MIR181B1
MIR181B2
MIR181C
MIR181D
MIR182
MIR1825
MIR183
MIR184
MIR185

MIR1910
MIR1913
MIR1914
MIR1915
MIR192
MIR193A
MIR193B
MIR194-1
MIR194-2
MIR195
MIR196A1
MIR196A2
MIR196B
MIR1976
MIR199A1
MIR199A2
MIR199B
MIR19A
MIR19B1
MIR19B2
MIR200A
MIR200B
MIR200C
MIR202
MIR203A
MIR204
MIR205
MIR206
MIR20A
MIR20B
MIR21
MIR210
MIR211
MIR2110

MIR219A2
MIR22
MIR221
MIR222
MIR223
MIR224
MIR2276
MIR2278
MIR23A
MIR23B
MIR23C
MIR24-1
MIR24-2
MIR2467
MIR25
MIR2682
MIR26A1
MIR26A2
MIR26B
MIR27A
MIR27B
MIR28
MIR2909
MIR296
MIR298
MIR299
MIR29A
MIR29B1
MIR29B2
MIR29C
MIR300
MIR301A
MIR301B
MIR302A



MYB
MYC
NFIA
NFIC
NFKB1
NR112
NR2F1
NR2F2
PDX1

MIR1244-1
MIR1246
MIR1247
MIR1249
MIR1252
MIR1253

MIR1255A

MIR1255B2
MIR1256

MIR132
MIR1323
MIR133B

MIR134
MIR1343
MIR135B

MIR136
MIR138-1
MIR138-2

MIR186
MIR187
MIR188
MIR18A
MIR18B
MIR1908
MIR1909
MIR190A
MIR191

MIR2116
MIR2117
MIR212
MIR214
MIR215
MIR216A
MIR218-1
MIR218-2
MIR219A1
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MIR302B
MIR302C
MIR302D
MIR3064
MIR3074
MIR30A
MIR30B
MIR30C1
MIR30C2
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Anexo 9. Lista de factores de transcripcion (TFs) y microARNs (MIRs) identificados, en la

lista de genes, en comun, candidatos de compensacion de dosis génica inducidos por el

tratamiento con etopdsido (continuacion).

MIR30D
MIR30E
MIR31
MIR3115
MIR3116-1
MIR3117
MIR3120
MIR3121
MIR3122
MIR3125
MIR3126
MIR3127
MIR3128
MIR3129
MIR3130-2
MIR3133
MIR3134
MIR3135A
MIR3136
MIR3144
MIR3150A
MIR3151
MIR3152
MIR3153
MIR3154
MIR3155A
MIR3157
MIR3158-1
MIR3160-1
MIR3163
MIR3164
MIR3165
MIR3170
MIR3173

MIR3193
MIR3194
MIR3196
MIR3198-2
MIR3199-2
MIR32
MIR3202-1
MIR320B1
MIR320B2
MIR323A
MIR323B
MIR324
MIR326
MIR329-1
MIR329-2
MIR330
MIR331
MIR335
MIR337
MIR339
MIR33A
MIR340
MIR342
MIR345
MIR346
MIR34A
MIR34B
MIR34C
MIR3605
MIR3609
MIR361
MIR3611
MIR3612
MIR3613

MIR3652
MIR3654
MIR3655
MIR365A
MIR365B
MIR3662
MIR3664
MIR3666
MIR3667
MIR367
MIR3671
MIR3675
MIR3677
MIR3679
MIR3680-1
MIR3680-2
MIR3682
MIR3688-2
MIR369
MIR3692
MIR371A
MIR371B
MIR372
MIR373
MIR374A
MIR374B
MIR376A1
MIR376A2
MIR376B
MIR376C
MIR377
MIR378A
MIR378J
MIR379

MIR3922
MIR3926-1
MIR3929
MIR3936
MIR3938
MIR3940
MIR3941
MIR3942
MIR3944
MIR3960
MIR3973
MIR3978
MIR409
MIR410
MIR411
MIR412
MIR422A
MIR423
MIR424
MIR425
MIR4251
MIR4254
MIR4257
MIR4263
MIR4270
MIR4287
MIR429
MIR4292
MIR4295
MIR4300
MIR4306
MIR4308
MIR431
MIR4310

MIR4423
MIR4424
MIR4427
MIR4432
MIR4435-1
MIR4435-2
MIR4436B1
MIR4436B2
MIR4438
MIR4441
MIR4445
MIR4446
MIR4447
MIR4451
MIR4452
MIR4453
MIR4457
MIR4458
MIR4467
MIR4469
MIR4470
MIR4474
MIR4476
MIR448
MIR4485
MIR4496
MIR4499
MIR449A
MIR449B
MIR449C
MIR4500
MIR4503
MIR4504
MIR450A1

MIR4525
MIR4526
MIR4528
MIR4529
MIR4534
MIR454
MIR455
MIR4632
MIR4633
MIR4635
MIR4639
MIR4640
MIR4641
MIR4642
MIR4644
MIR4646
MIR4647
MIR4651
MIR4653
MIR4657
MIR4659A
MIR4663
MIR4664
MIR4665
MIR4666A
MIR4667
MIR4668
MIR4672
MIR4673
MIR4676
MIR4680
MIR4684
MIR4685
MIR4691

MIR4720
MIR4721
MIR4722
MIR4723
MIR4724
MIR4725
MIR4726
MIR4727
MIR4728
MIR4729
MIR4731
MIR4738
MIR4742
MIR4743
MIR4747
MIR4748
MIR4753
MIR4755
MIR4756
MIR4760
MIR4761
MIR4763
MIR4764
MIR4765
MIR4766
MIR4768
MIR4771-2
MIR4777
MIR4779
MIR4781
MIR4782
MIR4784
MIR4785
MIR4786



MIR3175
MIR3176
MIR3178
MIR3179-1
MIR3179-4
MIR3183
MIR3188
MIR3191
MIR3192

MIR3614
MIR3615
MIR3616
MIR3618
MIR3619
MIR362
MIR3620
MIR363
MIR3646

MIR380
MIR381
MIR382
MIR383
MIR3910-2
MIR3914-2
MIR3916
MIR3919
MIR3921

MIR4315-1
MIR4315-2
MIR4317
MIR4324
MIR4326
MIR433
MIR4420
MIR4421
MIR4422

MIR450A2
MIR450B
MIR4512
MIR4517
MIR4518
MIR4519

MIR452
MIR4522
MIR4523

MIR4695
MIR4698
MIR4699
MIR4700
MIR4701
MIR4707
MIR4709
MIR4714
MIR4715

MIR4789
MIR4793
MIR4795
MIR4796
MIR4797
MIR4803
MIR4804
MIR483

MIR484
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Anexo 9. Lista de factores de transcripcion (TFs) y microARNs (MIRs) identificados, en la

lista de genes, en comun, candidatos de compensacién de dosis génica inducidos por el

tratamiento con etopdsido (continuacion).

MIR485
MIR486-1
MIR487A
MIR487B

MIR489

MIR491

MIR493

MIR494

MIR495

MIR496

MIR497
MIR4999
MIR5000
MIR5001
MIR5003
MIR5006
MIR5008
MIR5009
MIR500A
MIR500B

MIR501
MIR5010

MIR502

MIR504
MIR5047

MIR505

MIR506

MIR5088
MIR5089
MIR5090
MIR5091
MIR5187
MIR5189
MIR5190

MIR544B
MIR545
MIR548A3
MIR548AA2
MIR548AC
MIR548AG2
MIR548AH
MIR548AM
MIR548AN
MIR548A0
MIR548AQ
MIR548AR
MIR548AS
MIR548AT
MIR548AU
MIR548AW
MIR548AX
MIR548B
MIR548BB
MIR548C
MIR548D1
MIR548E
MIR548F1
MIR548F3
MIR548F5
MIR548H1
MIR548H3
MIR548]
MIR548K
MIR548L
MIR548M
MIR548N
MIR54802
MIR548P

MIR552
MIR553
MIR556
MIR558
MIR5581
MIR5582
MIR5583-2
MIR5585
MIR5586
MIR5587
MIR559
MIR5590
MIR5591
MIR561
MIR562
MIR567
MIR5687
MIR5688
MIR569
MIR5690
MIR5692B
MIR5697
MIR5698
MIR5702
MIR5706
MIR574
MIR575
MIR576
MIR578
MIR579
MIR581
MIR582
MIR583
MIR587

MIR604
MIR605
MIR607
MIR6073
MIR6079
MIR608
MIR612
MIR6124
MIR613
MIR6132
MIR6133
MIR615
MIR616
MIR6165
MIR619
MIR620
MIR623
MIR625
MIR627
MIR628
MIR629
MIR630
MIR634
MIR637
MIR640
MIR641
MIR642A
MIR643
MIRG644A
MIR647
MIR649
MIR6500
MIR6501
MIR6502

MIR6514
MIR6515
MIR6516
MIR652
MIR653
MIR654
MIR655
MIR656
MIR657
MIR658
MIR660
MIR661
MIR663A
MIR664A
MIR664B
MIR665
MIR671
MIR6717
MIR6718
MIR6719
MIR6721
MIR6726
MIR6727
MIR6728
MIR6729
MIR6730
MIR6731
MIR6732
MIR6733
MIR6734
MIR6735
MIR6736
MIR6737
MIR6738

MIR6748
MIR6749
MIRG675
MIR6750
MIR6751
MIR6752
MIR6753
MIR6754
MIR6755
MIR6756
MIR6758
MIR6759
MIR6762
MIR6763
MIR6766
MIR6768
MIR6769A
MIR6769B
MIR6770-1
MIR6770-3
MIR6771
MIR6773
MIR6775
MIR6776
MIR6778
MIR6779
MIR6780A
MIR6780B
MIR6781
MIR6783
MIR6785
MIR6786
MIR6787
MIR6789

MIR6799
MIR6800
MIR6801
MIR6802
MIR6803
MIR6804
MIR6806
MIR6807
MIR6808
MIR6809
MIR6810
MIR6811
MIR6812
MIR6813
MIR6814
MIR6816
MIR6817
MIR6818
MIR6819
MIR6820
MIR6821
MIR6823
MIR6824
MIR6825
MIR6826
MIR6827
MIR6829
MIR6830
MIR6831
MIR6832
MIR6833
MIR6834
MIR6835
MIR6836



MIR5192
MIR5193
MIR5194
MIR519D
MIR532
MIR539
MIR541
MIR542
MIR544A

MIR548S
MIR548T
MIR548V
MIR548Y
MIR550A1
MIR550A2
MIR550A3
MIR550B2
MIR551B

MIR588
MIR589
MIR590
MIR593
MIR595
MIR596
MIR597
MIR599
MIR603

MIR6504
MIR6505
MIR6506
MIR6508
MIR6509
MIR6510
MIR6511A1
MIR6512
MIR6513

MIR6739
MIR6740
MIR6741
MIR6742
MIR6743
MIR6744
MIR6745
MIR6746
MIRG6747

MIR6790
MIR6791
MIR6792
MIR6793
MIR6794
MIR6795
MIR6796
MIR6797
MIR6798

MIR6837
MIR6838
MIR6839
MIR6840
MIR6842
MIR6843
MIR6844
MIR6845
MIR6846
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Anexo 9. Lista de factores de transcripcion (TFs) y microARNs (MIRs) identificados, en la

lista de genes, en comun, candidatos de compensacion de dosis génica inducidos por el

tratamiento con etopdsido (continuacion).

MIR6847
MIR6848
MIR6849
MIR6850
MIR6851
MIR6852
MIR6853
MIR6854
MIR6855
MIR6856
MIR6857
MIR6858
MIR6859-1
MIR6859-3
MIR6862-1
MIR6862-2
MIR6864
MIR6865
MIR6867
MIR6868
MIR6869
MIR6870
MIR6871
MIR6872
MIR6873
MIR6875
MIR6876
MIR6878
MIR6879
MIR6880
MIR6881
MIR6883
MIR6884
MIR6885

MIR7106
MIR7107
MIR7108
MIR7109
MIR7110
MIR7111
MIR7113
MIR7114
MIR7157
MIR7158
MIR7160
MIR7161
MIR7162
MIR7-2
MIR7-3
MIR744
MIR758
MIR760
MIR761
MIR765
MIR766
MIR767
MIR769
MIR770
MIR7703
MIR7704
MIR7705
MIR7843
MIR7844
MIR7847
MIR7850
MIR7851
MIR7854
MIR7855

MIR8077
MIR8082
MIR8085
MIR8086
MIR8485
MIR873
MIR874
MIR875
MIR876
MIR877
MIR887
MIR889
MIR9-1
MIR9-2
MIR921
MIR922
MIR924
MIR92A1
MIR92A2
MIR92B
MIR93
MIR9-3
MIR933
MIR934
MIR935
MIR936
MIR937
MIR939
MIR940
MIR942
MIR943
MIR944
MIR96
MIR98

MIRLET7F2
MIRLET7G
MIRLETT7I

INDIVIDUAL
NETWORKS
GATA3
LISTTF
AR
E2F2
FOXP3
GATA3
GRHL3
HES4
PPARA
PPARG
STAT1
TAL1
TET2
TP73
ZXDC
LIST MIR
MIR100
MIR103A2
MIR106A
MIR106B
MIR10B
MIR1-2
MIR1237
MIR1238
MIR124-3
MIR1248
MIR1255B2
MIR125A
MIR125B1
MIR125B2
MIR126
MIR127
MIR1277

MIR138-2
MIR148B
MIR155
MIR15B
MIR16-2
MIR17
MIR182
MIR183
MIR186
MIR18A
MIR1909
MIR190A
MIR1914
MIR1915
MIR192
MIR193B
MIR196A2
MIR199A2
MIR199B
MIR19B1
MIR19B2
MIR200A
MIR200B
MIR200C
MIR203A
MIR204
MIR20A
MIR20B
MIR21
MIR214
MIR215
MIR22

MIR301A
MIR30B
MIR30C1
MIR30D
MIR30E
MIR31
MIR3121
MIR3122
MIR3128
MIR3130-2
MIR3133
MIR3144
MIR3150A
MIR3153
MIR3154
MIR3162
MIR3173
MIR3177
MIR3181
MIR32
MIR324
MIR326
MIR329-1
MIR329-2
MIR33A
MIR3605
MIR3609
MIR362
MIR3651
MIR3655
MIR3662
MIR3667



MIR6887
MIR6888
MIR6890
MIR6891
MIR6892
MIR6893
MIR6894
MIR6895
MIR7-1

MIR7856
MIR7974
MIR7976
MIR8055
MIR8057
MIR8063
MIR8064
MIR8072
MIR8073

MIR99A
MIRLET7A1
MIRLET7A2
MIRLET7A3
MIRLET7B
MIRLET7C
MIRLET7D
MIRLET7E
MIRLET7F1

MIR1290
MIR1292
MIR1296
MIR1302-5
MIR1307
MIR130B
MIR132
MIR1322
MIR1343

MIR138-1

MIR223
MIR2278
MIR24-1
MIR24-2
MIR26A2
MIR26B
MIR27A
MIR28
MIR29B1

MIR29B2
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MIR369
MIR374A
MIR377
MIR382
MIR3909
MIR3912
MIR3941
MIR423
MIR4263

MIR4270
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Anexo 9. Lista de factores de transcripcion (TFs) y microARNs (MIRs) identificados, en la

lista de genes, en comun, candidatos de compensacion de dosis génica inducidos por el

tratamiento con etopdsido (continuacion).

MIR4292
MIR4307
MIR4422
MIR4423
MIR4434
MIR4435-1
MIR4435-2
MIR4436B1
MIR4438
MIR4446
MIR4457
MIR4470
MIR4485
MIR4496
MIR4498
MIR4506
MIR4518
MIR4524A
MIR4528
MIR4534
MIR454
MIR455
MIR4639
MIR4646
MIR4651
MIR4663
MIR4672
MIR4688
MIR4695
MIR4699
MIR4706
MIR4709
MIR4714

MIR4763
MIR4764
MIR4769
MIR4779
MIR4781
MIR4786
MIR4789
MIR4793
MIR4795
MIR4796
MIR486-1
MIR491
MIR496
MIR5000
MIR5001
MIR5006
MIR5009
MIR5088
MIR5089
MIR5091
MIR5094
MIR511
MIR5187
MIR5193
MIR544A
MIR548AH
MIR548AQ
MIR548D1
MIR548L
MIR548P
MIR558
MIR5582
MIR5584

MIR586
MIR590
MIR593
MIR597
MIR603
MIR6125
MIR616
MIR623
MIR625
MIR647
MIR648
MIR6506
MIR6512
MIR660
MIR6721
MIR6730
MIR6736
MIR6741
MIR6749
MIR6750
MIR6751
MIR6755
MIR6763
MIR6766
MIR6768
MIRG6769A
MIR6797
MIR6798
MIR6800
MIR6806
MIR6820
MIR6825
MIR6827

MIR6868
MIR6870
MIR6872
MIR6873
MIR6877
MIR6878
MIR6894
MIR7-1
MIR7106
MIR7111
MIR762
MIR765
MIR766
MIR769
MIR7847
MIR7855
MIR8072
MIR8085
MIR8485
MIR922
MIR92A1
MIR92A2
MIR93
MIR933
MIR937
MIR939
MIRLET7A2
MIRLET7A3
MIRLET7B
MIRLET7C

MIR6868
MIR6870
MIR6872
MIR6873
MIR6877
MIR6878
MIR6894
MIR7-1
MIR7106
MIR7111
MIR762
MIR765
MIR766
MIR769
MIR7847
MIR7855
MIR8072
MIR8085
MIR8485
MIR922
MIR92A1
MIR92A2
MIR93
MIR933
MIR937
MIR939
MIRLET7A2
MIRLET7A3
MIRLET7B
MIRLET7C
MYB
LIST TF
AR

FOXP3
GATA1
GATA2
JUN
KLF1
MYB
MYBL2
MYC
NFKB1
NFYC
NME2
NR3C1
PGR
PPARA
PPARD
PPARG
RUNX1
SP1
SPI1
TAL1
TFAP2A
WT1
LIST MIR
MIR100
MIR103A1
MIR103A2
MIR105-1
MIR105-2
MIR106A
MIR106B
MIR107
MIR10B
MIR1178

MIR125B1
MIR125B2
MIR126
MIR127
MIR1276
MIR1277
MIR1290
MIR1292
MIR1293
MIR1296
MIR1304
MIR130B
MIR132
MIR1322
MIR1343
MIR138-1
MIR138-2
MIR140
MIR141
MIR142
MIR143
MIR148A
MIR148B
MIR150
MIR155
MIR15A
MIR15B
MIR16-1
MIR16-2
MIR17
MIR181A2
MIR181B2
MIR182

MIR192
MIR193B
MIR195
MIR196A2
MIR1976
MIR199A2
MIR199B
MIR19B1
MIR19B2
MIR200A
MIR200B
MIR200C
MIR203A
MIR204
MIR20A
MIR20B
MIR21
MIR214
MIR215
MIR22
MIR223
MIR24-1
MIR24-2
MIR25
MIR26A2
MIR26B
MIR27A
MIR28
MIR29B1
MIR29B2
MIR301A
MIR3064
MIR30B



MIR4720
MIR4721
MIR4723
MIR4727
MIR4738
MIRA4749
MIR4750
MIR4755
MIR4760

MIR5585
MIR5586
MIR5590
MIR5692B
MIR5697
MIR5702
MIR580
MIR582
MIR583

MIR6844
MIR6847
MIR6848
MIR6849
MIR6852
MIR6857
MIR6859-1
MIR6859-3
MIR6866

BCL6
CEBPA
E2F1
EGR1
ELK1
ESR1
ETS1
ETS2
ETV4

MIR1180
MIR1-2
MIR1233-1
MIR1233-2
MIR1236
MIR1237
MIR124-3
MIR1248
MIR125A

MIR1825
MIR183
MIR185
MIR186
MIR18A

MIR1909

MIR190A
MIR191

MIR1914
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MIR30C1
MIR30D
MIR30E

MIR31

MIR3121
MIR3125
MIR3128

MIR3130-2

MIR3133
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Anexo 9. Lista de factores de transcripcion (TFs) y microARNs (MIRs) identificados, en la

lista de genes, en comun, candidatos de compensacion de dosis génica inducidos por el

tratamiento con etopdsido (continuacion).

MIR3140
MIR3144
MIR3150A
MIR3153
MIR3154
MIR3157
MIR3160-1
MIR3162
MIR3173
MIR3177
MIR3181
MIR32
MIR324
MIR326
MIR329-1
MIR329-2
MIR33A
MIR342
MIR34A
MIR34C
MIR3609
MIR3613
MIR362
MIR3651
MIR3662
MIR369
MIR374A
MIR377
MIR382
MIR3909
MIR3922
MIR3941
MIR3960
MIR423
MIR424

MIR4432
MIR4434
MIR4435-1
MIR4435-2
MIR4436B1
MIR4438
MIR4445
MIR4446
MIR4453
MIR4467
MIR4470
MIR4496
MIR4498
MIR4524A
MIR4525
MIR4528
MIR4533
MIR4534
MIR454
MIR455
MIR4639
MIR4644
MIR4646
MIR4651
MIR4653
MIR4672
MIR4677
MIR4688
MIR4690
MIR4695
MIR4699
MIR4707
MIR4709
MIR4714
MIR4720

MIR4760
MIR4763
MIR4764
MIR4769
MIR4779
MIR4786
MIR4789
MIR4793
MIR4795
MIR4796
MIR484
MIR486-1
MIR491
MIR496
MIR499A
MIR5001
MIR5003
MIR5006
MIR5009
MIR503
MIR505
MIR5088
MIR5089
MIR5091
MIR5094
MIR511
MIR5193
MIR544A
MIR548AH
MIR548AQ
MIR548B
MIR548C
MIR548D1
MIR548E
MIR548V

MIR582
MIR583
MIR586
MIR589
MIR590
MIR593
MIR597
MIR603
MIR611
MIR616
MIR623
MIR624
MIR625
MIR637
MIR646
MIR6501
MIR6506
MIR6512
MIR660
MIR671
MIR6721
MIR6727
MIR6729
MIR6735
MIR6739
MIR6743
MIR6747
MIR6749
MIR6755
MIR6763
MIR6766
MIR6768
MIR6771
MIR6778
MIR6781

MIR6806
MIR6814
MIR6817
MIR6818
MIR6820
MIR6825
MIR6827
MIR6833
MIR6834
MIR6835
MIR6837
MIR6842
MIR6847
MIR6848
MIR6849
MIR6852
MIR6857
MIR6859-1
MIR6859-3
MIR6868
MIR6870
MIR6877
MIR6878
MIR6879
MIR6882
MIR6884
MIR6893
MIR6894
MIR7-1
MIR7106
MIR7108
MIR7110
MIR7111
MIR761
MIR762

MIR8072
MIR8075
MIR8085
MIR8485
MIR922
MIR92A1
MIR92A2
MIR92B
MIR93
MIR939
MIR98
MIRLET7A2
MIRLET7A3
MIRLET7B
MIRLET7C
MIRLET7F2
MIRLET7G
MYC
LIST TF
AR
ASCL2
ATF4
ATF7
CEBPA
CEBPZ
CREB1
CXXC1
E2F1
E2F2
E2F4
EGR3
ELK1
ESR1
ESR2
ETS1

GFI1B
HES1
HIF1A
HOXB4
HOXD3
INSM1
IRF2
IRF3
JUN
JUNB
KLF1
LEF1
MAFF
MAZ
MEIS1
MYB
MYBL2
MYC
NFATS
NFATC1
NFIC
NFKB1
NME2
PAX8
PGR
POU2F1
POU2F2
PPARA
PPARD
PPARG
RARA
RARB
RELA
RFX5
SMAD3

TCF7L2
TFAP2A
TP53
WT1
YBX1
YY1
ZNF274
ZNF750
LIST MIR
MIR100
MIR101-1
MIR101-2
MIR103A1
MIR103A2
MIR105-1
MIR105-2
MIR106A
MIR106B
MIR107
MIR10B
MIR1178
MIR1180
MIR1181
MIR1182
MIR1-2
MIR1200
MIR1203
MIR122
MIR1226
MIR1227
MIR1233-1
MIR1233-2
MIR1236
MIR1237
MIR1243



MIR4263
MIR4270
MIR429
MIR4292
MIR4307

MIR4721
MIR4723
MIR4727
MIR4747
MIR4749

MIR558
MIR5582
MIR5586
MIR5590

MIR5692B

MIR6783
MIR6785
MIR6786
MIR6792
MIR6797

MIR765
MIR766
MIR769
MIR7847
MIR7851

ETS2
FOSL1
FOXM1
FOXP3
GATAl

SP1
SP3
STAT1
STAT3
STAT4
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MIR124-3
MIR1244-1
MIR1248
MIR1255B2
MIR125A
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Anexo 9. Lista de factores de transcripcion (TFs) y microARNs (MIRs) identificados, en la

lista de genes, en comun, candidatos de compensacion de dosis génica inducidos por el

tratamiento con etopdsido (continuacion).

MIR126
MIR1266
MIR1268B
MIR127
MIR1273C
MIR1276
MIR1277
MIR1278
MIR1281
MIR1282
MIR1284
MIR1285-1
MIR1286
MIR1287
MIR1288
MIR1289-2
MIR1290
MIR1291
MIR1292
MIR1293
MIR1294
MIR1296
MIR1302-11
MIR1302-5
MIR1303
MIR1304
MIR1306
MIR1307
MIR130A
MIR130B
MIR132
MIR1322
MIR1343
MIR135B
MIR138-1

MIR148A
MIR148B
MIR150
MIR151A
MIR1537
MIR1539
MIR155
MIR15A
MIR15B
MIR16-1
MIR16-2
MIR17
MIR181A2
MIR181B2
MIR182
MIR1825
MIR183
MIR184
MIR185
MIR186
MIR188
MIR18A
MIR18B
MIR1908
MIR1909
MIR190A
MIR191
MIR1913
MIR1914
MIR1915
MIR192
MIR193A
MIR193B
MIR194-1
MIR195

MIR19B1
MIR19B2
MIR200A
MIR200B
MIR200C
MIR203A
MIR204
MIR20A
MIR20B
MIR21
MIR210
MIR2110
MIR212
MIR214
MIR215
MIR22
MIR221
MIR222
MIR223
MIR2276
MIR2277
MIR2278
MIR23A
MIR23B
MIR24-1
MIR24-2
MIR25
MIR2682
MIR26A1
MIR26A2
MIR26B
MIR27A
MIR28
MIR2909
MIR296

MIR302A
MIR3064
MIR30A
MIR30B
MIR30C1
MIR30C2
MIR30D
MIR30E
MIR31
MIR3115
MIR3116-1
MIR3120
MIR3121
MIR3122
MIR3125
MIR3128
MIR3130-2
MIR3132
MIR3133
MIR3136
MIR3138
MIR3140
MIR3142
MIR3144
MIR3146
MIR3150A
MIR3153
MIR3154
MIR3155A
MIR3157
MIR3158-1
MIR3160-1
MIR3162
MIR3163
MIR3165

MIR3191
MIR3192
MIR3193
MIR3194
MIR3198-2
MIR3199-2
MIR32
MIR3200
MIR320B1
MIR320B2
MIR323A
MIR324
MIR326
MIR329-1
MIR329-2
MIR335
MIR339
MIR33A
MIR342
MIR345
MIR346
MIR34A
MIR34B
MIR34C
MIR3605
MIR3609
MIR3611
MIR3613
MIR3614
MIR3615
MIR3616
MIR3618
MIR362
MIR3620
MIR3651

MIR3666
MIR3671
MIR3680-1
MIR3680-2
MIR369
MIR3691
MIR3692
MIR371A
MIR371B
MIR372
MIR373
MIR374A
MIR377
MIR378A
MIR378D2
MIR378E
MIR378J
MIR382
MIR3909
MIR3912
MIR3922
MIR3926-1
MIR3936
MIR3940
MIR3941
MIR3942
MIR3944
MIR3960
MIR3973
MIR423
MIR424
MIR4257
MIR4258
MIR4259
MIR4263

MIR4326
MIR4422
MIR4423
MIR4424
MIR4427
MIR4432
MIR4434
MIR4435-1
MIR4435-2
MIR4436B1
MIR4438
MIR4444-1
MIR4445
MIR4446
MIR4448
MIR4449
MIR4453
MIR4457
MIR4467
MIR4469
MIR4470
MIR4479
MIR4485
MIR4489
MIR4496
MIR4498
MIR4499
MIR449A
MIR449B
MIR449C
MIR4512
MIR4515
MIR4517
MIR4518
MIR4519

MIR4535
MIR454
MIR455

MIR4633

MIR4635

MIR4639

MIR4640

MIR4641

MIR4642

MIR4644

MIR4646

MIR4647

MIR4648

MIR4651

MIR4653

MIR4655

MIR4657

MIR4658

MIR4659A

MIR4663

MIR4664

MIR4665

MIR4668

MIR4672

MIR4673

MIR4676

MIR4677

MIR4680

MIR4681

MIR4685

MIR4688

MIR4690

MIR4691

MIR4695

MIR4699
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MIR138-2 MIR196A1 MIR298 MIR3170 MIR3652 MIR4270 MIR451A MIR4706
MIR140 MIR196A2 MIR29A MIR3173 MIR3654 MIR429 MIR4523 MIR4707
MIR141 MIR196B MIR29B1 MIR3176 MIR3657 MIR4292 MIR4524A  MIR4709
MIR142 MIR1976 MIR29B2 MIR3177 MIR3659 MIR4295 MIR4525 MIR4714
MIR143 MIR199A2 MIR29C MIR3179-1  MIR365A MIR4304 MIR4528 MIR4720
MIR145 MIR199B MIR301A MIR3179-4  MIR365B MIR4307 MIR4533 MIR4721

MIR146A MIR19A MIR301B MIR3181 MIR3662 MIR4320 MIR4534 MIR4723
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Anexo 9. Lista de factores de transcripcion (TFs) y microARNs (MIRs) identificados, en la

lista de genes, en comun, candidatos de compensacion de dosis génica inducidos por el

tratamiento con etopdsido (continuacion).

MIR4725
MIR4726
MIR4727
MIR4738
MIR4741
MIR4742
MIR4743
MIR4744
MIR4747
MIR4748
MIR4749
MIR4750
MIR4751
MIR4755
MIR4756
MIR4760
MIR4761
MIR4762
MIR4763
MIRA4764
MIR4765
MIR4766
MIR4769
MIR4771-2
MIR4774
MIR4775
MIR4779
MIR4781
MIR4782
MIRA4784
MIR4786
MIR4789
MIR4793
MIR4795
MIR4796

MIR494
MIR496
MIR497
MIR499A
MIR5000
MIR5001
MIR5003
MIR5006
MIR5008
MIR5009
MIR500A
MIR500B
MIR501
MIR5010
MIR502
MIR503
MIR504
MIR5047
MIR505
MIR5088
MIR5089
MIR5090
MIR5091
MIR5092
MIR5094
MIR511
MIR5187
MIR5189
MIR5193
MIR532
MIR544A
MIR544B
MIR548A3
MIR548AA2
MIR548AC

MIR548C
MIR548D1
MIR548E
MIR548H3
MIR548J
MIR548L
MIR548M
MIR548N
MIR54802
MIR548S
MIR548V
MIR550A1
MIR550A3
MIR555
MIR558
MIR5581
MIR5582
MIR5585
MIR5586
MIR5587
MIR559
MIR5590
MIR561
MIR562
MIR567
MIR569
MIR5690
MIR5692B
MIR5695
MIR5697
MIR5702
MIR5706
MIR575
MIR576
MIR579

MIR590
MIR591
MIR592
MIR593
MIR597
MIR599
MIR600
MIR603
MIR607
MIR6070
MIR6079
MIR6084
MIR609
MIR611
MIR612
MIR6124
MIR6125
MIR6132
MIR6133
MIR614
MIR616
MIR619
MIR620
MIR621
MIR623
MIR624
MIR625
MIR626
MIR628
MIR629
MIR630
MIR634
MIR636
MIR637
MIR638

MIR6501
MIR6502
MIR6504
MIR6505
MIR6506
MIR6508
MIR6511B1
MIR6512
MIR6513
MIR6514
MIR6516
MIR655
MIR658
MIR659
MIR660
MIR664A
MIR664B
MIR671
MIR6719
MIR6721
MIR6726
MIR6727
MIR6728
MIR6729
MIR6732
MIR6733
MIR6734
MIR6735
MIR6739
MIR6741
MIR6743
MIR6744
MIR6745
MIR6747
MIR6748

MIR6761
MIR6763
MIR6765
MIR6766
MIR6768
MIR6770-3
MIR6771
MIR6773
MIR6775
MIR6776
MIR6778
MIR6779
MIR6780A
MIR6780B
MIR6781
MIR6783
MIR6785
MIR6786
MIR6789
MIR6792
MIR6793
MIR6794
MIR6797
MIR6798
MIR6799
MIR6800
MIR6801
MIR6802
MIR6803
MIR6804
MIR6805
MIR6806
MIR6810
MIR6811
MIR6812

MIR6822
MIR6824
MIR6825
MIR6826
MIR6827
MIR6829
MIR6830
MIR6833
MIR6834
MIR6835
MIR6836
MIR6837
MIR6842
MIR6843
MIR6844
MIR6846
MIR6847
MIR6848
MIR6849
MIR6851
MIR6852
MIR6854
MIR6855
MIR6856
MIR6857
MIR6859-1
MIR6859-3
MIR6861
MIR6862-1
MIR6862-2
MIR6864
MIR6865
MIR6866
MIR6867
MIR6868

MIR6879
MIR6882
MIR6883
MIR6884
MIR6886
MIR6888
MIR6889
MIR6893
MIR6894
MIR6895
MIR7-1
MIR7106
MIR7108
MIR7109
MIR7110
MIR7111
MIR7114
MIR7150
MIR7158
MIR7161
MIR7-2
MIR7-3
MIR744
MIR761
MIR762
MIR765
MIR766
MIR769
MIR7703
MIR7705
MIR7843
MIR7847
MIR7851
MIR7854
MIR7855



MIR4797
MIR4803
MIR4804
MIR484
MIR486-1
MIR487B
MIR491

MIR548AH
MIR548AN
MIR548AQ
MIR548AR
MIR548AT
MIR548AU
MIR548B

MIR580
MIR581
MIR582
MIR583
MIR586
MIR588
MIR589

MIR640
MIR641
MIR643
MIR644A
MIR646
MIR647
MIR648

MIR6749
MIR6750
MIR6751
MIR6753
MIR6755
MIR6758
MIR6759

MIR6814
MIR6816
MIR6817
MIR6818
MIR6819
MIR6820
MIR6821

MIR6869
MIR6870
MIR6872
MIR6873
MIRG6874
MIR6877
MIR6878
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MIR7856
MIR8055
MIR8063
MIR8064
MIR8072
MIR8075
MIR8077
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Anexo 9. Lista de factores de transcripcion (TFs) y microARNs (MIRs) identificados, en la

lista de genes, en comun, candidatos de compensacion de dosis génica inducidos por el

tratamiento con etopdsido (continuacion).

MIR8082
MIR8085
MIR8086
MIR8485
MIR873
MIR876
MIR877
MIR885
MIR887
MIR889
MIR9-2
MIR922
MIR92A1
MIR92A2
MIR92B
MIR93
MIR937
MIR939
MIR940
MIR941-1
MIR941-2
MIR941-3
MIR941-4
MIR941-5
MIR942
MIR943
MIR95
MIR98
MIRLET7A1
MIRLET7A2
MIRLET7A3
MIRLET7B
MIRLET7C
MIRLET7D
MIRLET7E

CREB1
GATA3
HNF4A
JUN
MYB
MYC
NFKB1
NR2F2
PPARA
RELA
TP63
LIST MIR
MIR107
MIR10B
MIR1233-1
MIR1233-2
MIR124-1
MIR124-2
MIR124-3
MIR129-1
MIR130A
MIR130B
MIR141
MIR199A2
MIR19A
MIR19B1
MIR200C
MIR21
MIR214
MIR22
MIR27A
MIR301A
MIR30C1
MIR30C2
MIR335

MIR4779
MIR5006
MIR548D1
MIR607
MIR6731
MIR6756
MIR6766
MIR6778
MIR6797
MIR6851
MIR6878
MIR8085
MIR9-1
MIR9-2
MIR9-3



MIRLET7F1
MIRLET7F2
MIRLET7G
MIRLET7I
PPARA
LIST TF
AR

MIR33A
MIR34A
MIR3671
MIR454
MIR4647
MIR4651
MIR4755
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