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Evaluation of PIWI proteins as prognostic
biomarker in cancer by in silico strategies.

Cancer is a group of diseases characterized by uncontrolled growth, proliferation and spread of
abnormal cells. Its origin is genetic due to mutations that alter in three genes: oncogenes, tumour
suppressor genes and DNA repair genes. Nowadays, cancer is considered the number one cause
of mortality in developed countries, the most common is lung cancer, especially non-small cell
lung cancer. Discovery and development of new clinical strategies is crucial to improve the
detection and stage identification of cancer. The aim of this is to improve the efficacy of the
conventional methods. In this field, the role of Bioinformatics is quite relevant, since it allows a
better analysis and interpretation of omic data, available in different open-source repositories.

In the present work, the prognostic role of family proteins, called PIWI, is evaluated for cancer
detection. Due to the volume of emerging studies correlation PIWI proteins gene expression levels
with underlaying mechanism of cancer, these proteins are potential biomarkers in cancer. The
characterization of these proteins has been performed via in silico strategy, based on data review
in cancer webtools and databases. Besides, this information has been evaluated and compared to
various studies of lung adenocarcinoma. Results suggest the down-regulated expression of
PIWILA4 as prognostic biomarker in cancer.
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Evaluacion del papel pronodstico de las proteinas
PIWI en cancer mediante una estrategia in silico.

El cancer es un conjunto de enfermedades que se caracteriza por el crecimiento y proliferacion
descontrolada de un grupo de células y una posterior diseminacién a otros tejidos del organismo.
Su origen es genético debido a que las alteraciones que contribuyen a la aparicion de esta
enfermedad afectan principalmente a tres tipos de genes: oncogenes, genes supresores de tumores
y genes reparadores de DNA. Ademas, esta enfermedad se ha posicionado en el primer puesto de
causas de mortalidad en paises desarrollados, siendo el cancer de pulmén, en concreto el cancer
de pulmén de células no pequefias, el mas coman. Por ello, se requiere el descubrimiento y
desarrollo de nuevas estrategias clinicas para mejorar su deteccion y asi determinar su estadio,
con el fin de mejorar la eficacia de los tratamientos convencionales. En esta linea de investigacion
juegan un papel importante las herramientas bioinformaticas, pues facilitan el analisis e
interpretacion de datos émicos depositados en los distintos repositorios publicos.

En el presente trabajo, se evalGa el papel pronéstico de una familia de proteinas, denominadas
PIWI, en la deteccidn de cancer. La eleccion de estas proteinas se basa en estudios emergentes
que las muestran como potenciales biomarcadores del cancer, puesto que se han correlacionado
sus niveles de expresion con los diversos mecanismos subyacentes al cancer. Para realizar esta
caracterizacion de las proteinas PIWI, se ha disefiado y llevado a cabo una estrategia in silico,
basada en la revision de informacion contenida en recursos y bases de datos en cancer y, también,
en la evaluacién y comparacion de esta informacion en una seleccién de estudios de
adenocarcinoma de pulmon. Los resultados obtenidos sugieren la infraexpresion de PIWIL4 como
un biomarcador pronostico en varios tipos de cancer.
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AGO: Argonauta.

BRCA: Breast invasive carcinoma, cancer de mama.

CESC: Cervical squamous cell carcinoma, cancer de células escamosas del cérvix.
COAD: Colon adenocarcinoma, adenocarcinoma de colon.

GDC: Genomic Data Commons.

GEO: Gene Expression Omnibus.

GEPIA: Gene Expression Profiling Interactive Analysis.

GTEXx Portal: Genotype-Tissue Expression.

LAMIL: Acute Myeloid Leukemia, leucemia mieloide aguda.

LUAD: Lung adenocarcinoma, adenocarcinoma de pulmon.

LUSC: Lung squamous cell carcinoma, carcinoma de células escamosas de pulmon.
NSCLC: non-small cell lung cancer, cancer de pulmon de células no pequefias.
OV: Ovarian serous cystadenocarcinoma, cancer epitelial de ovario.

piRNA: PIWI-interacting RNAs.

PIWI: P-element induced wimpy testis.

PIWILL: piwi like RNA-mediated gene silencing 1.

PIWIL2: piwi like RNA-mediated gene silencing 2.

PIWIL3: piwi like RNA-mediated gene silencing 3.

PIWILA4: piwi like RNA-mediated gene silencing 4.

RNA-seq: secuenciacién de RNA.

READ: Rectum adenocarcinoma, adenocarcinoma de recto.

TCGA: The Cancer Genome Atlas.

TGCT: Testicular Germ Cell Tumor, cancer de testiculo.

THCA: Thyroid carcinoma, cancer de tiroides.

THPA: The Human Protein Atlas.

UCEC: Uterine Corpus Endometrial Carcinoma, cancer de endometrio.

UCS: Uterine Carcinosarcoma, carcinosarcoma uterino.



1. INTRODUCCION

El cancer es un conjunto de enfermedades que se caracteriza por un crecimiento excesivo y
descontrolado de un grupo de células que invaden y dafian tejidos y 6rganos. Se trata de un
aumento en la proliferacion de un grupo de células, lo que provoca la formacién de un tumor o
neoplasia. Posteriormente, estas células adquieren una capacidad invasiva que les permite migrar
desde su lugar de origen a otros tejidos u 6rganos, un proceso conocido como metéastasis (SEOM:
Sociedad Espafiola de Oncologia Médica, 2019).

El cancer es considerado una enfermedad genética, puesto que se experimentan cambios en los
genes que controlan el funcionamiento de las células, especialmente aquellos que estan
relacionados con procesos como la proliferacion y la diferenciacion celular. Estos cambios pueden
ser transmitidos por la linea germinal de forma hereditaria u originarse por mutaciones
espontaneas, ademas pueden deberse a cambios en la secuencia de DNA o a cambios epigenéticos
que afectan a la expresion de los genes. Los distintos procesos moleculares que contribuyen a la
formacion y progresion tumoral afectan a tres tipos principales de genes: los oncogenes, los genes
supresores de tumores y los genes reparadores de DNA (National Cancer Institute, n.d.; SEOM:
Sociedad Espafiola de Oncologia Médica, 2019).

La aparicion de estos cambios genéticos que desembocan en cancer, se asocian principalmente a
la exposicion a factores hormonales, ambientales como carcindgenos fisicos (radiaciones
ultravioletas e ionizantes), quimicos (amoniaco, componentes del tabaco, aflatoxinas, arsénico) y
bioldgicos (determinados virus, bacterias y parasitos) y al envejecimiento, ya que la incidencia de
esta enfermedad aumenta con la edad debido a la pérdida de eficacia de los mecanismos de
reparacion celular, entre otras cosas (World Health Organization, 2018).

De acuerdo con lo estimado por la World Health Organization (WHO) en el Global Cancer
Observatory (GLOBOCAN), en 2018 aparecieron 18,1 millones de nuevos casos de cancer y fue
el responsable de 9,6 millones de muertes lo que le posiciona como la principal causa de muerte
en los paises desarrollados por delante de las enfermedades cardiovasculares y respiratorias (Bray
et al., 2018). Este hecho se ha relacionado con la falta de eficacia de los tratamientos, en aquellos
casos en los que la deteccidn de la enfermedad ha sido tardia, los cuales también presentan altas
tasas de metastasis y recurrencia (Scully et al., 2012). Por ello, surge la necesidad de nuevas
estrategias para la deteccion de los diferentes tipos de tumores.

Por otro lado, el cancer mas comun es el de pulmén puesto que se estima que el 11,6% de los
casos diagnosticados en cancer son de este tipo y, ademas, es el cancer mas mortal ya que provoca
el 18,4% del total de muertes por cancer (Bray et al., 2018) (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Incidencia y mortalidad global del cancer (Bray et al., 2018).

1.1.1. Cdncer de pulmén

El cancer de pulmdn se divide en dos tipos principales: cancer de pulmén de células pequefas
(SCLC) y céancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC). Este altimo representa un 80% de
los casos y se clasifica a su vez en tres subtipos: adenocarcinoma (LUAD), carcinoma de células
escamosas (LUSC) y carcinoma de células grandes. EI LUAD se ha relacionado con mas del 50%
de diagnosticados siendo el subtipo mas frecuente en cancer de pulmén (Teramoto et al., 2017).

Ademas, en LUAD se han observado diferencias en las tasas de incidencia y mortalidad ligadas
al sexo, es decir, se considera que el sexo es un posible factor que influye en la supervivencia del
cancer (Kinoshita et al., 2017). A pesar de que en mujeres este subtipo es mas frecuente que en
hombres, el sexo femenino cuenta con un factor pronéstico favorable ya que presenta mayores
tasas de supervivencia con respecto al masculino, independientemente de la etapa del tumor y del
consumo de tabaco. Lo que sugiere que estas diferencias puedan estar influenciadas por factores
genéticos y hormonales de ambos sexos (Radkiewicz et al., 2019).

Por tanto, una mejor comprension de los factores ligados al sexo junto con la identificacion de
nuevos biomarcadores, permitird una deteccion temprana que podria lograr un enfoque mas
personalizado en la terapia y, por consiguiente, mejorar la supervivencia en este tipo cancer
(Radkiewicz et al., 2019).

El reconocimiento de nuevos biomarcadores es crucial para el diagndstico y prondéstico del cancer.
Un biomarcador se define como una caracteristica de un sistema biolégico que se puede medir y
evaluar de forma objetiva, con el fin de obtener un indicador de procesos biol6gicos normales,
patoldgicos o respuestas farmacoldgicas a una intervencion terapéutica (World Health
Organization, 2001). La respuesta medida puede ser funcional, fisiologica o bioguimica, puede
ocurrir tanto a nivel celular como molecular y, ademas, esta asociada con la probabilidad del
desarrollo de una enfermedad (Arango, 2012). Los biomarcadores se diferencian en marcadores
de respuesta prondstica, predictiva y terapéutica.

En el contexto del cancer, los marcadores prondsticos permiten predecir el curso natural de un
tumor distinguiendo entre indolentes y agresivos; los marcadores predictivos se emplean para
evaluar la probabilidad de que un paciente se beneficie de un tratamiento particular; y los
marcadores terapéuticos miden los efectos a corto plazo de un tratamiento sobre un tumor (Phan
et al., 2009).



En conclusion, los biomarcadores desempefian un papel fundamental en la mejora del proceso de
desarrollo de farmacos. Por lo que comprender la relacion entre los procesos bioldgicos medibles
y los resultados clinicos, es vital para expandir los tratamientos para todas las enfermedades y
para profundizar nuestra comprension de la fisiologia normal y saludable (Strimbu y Tavel, 2010).

En la basqueda de nuevos biomarcadores, se requieren herramientas bioinformaticas para el
analisis y la interpretacion de datos 6micos. Los avances emergentes en las tecnologias de perfiles
omicos permiten el analisis sistematico y la caracterizacion de genes, RNA, proteinas y
metabolitos, ofreciendo de esta forma wuna posibilidad de descubrir nuevos
biomarcadores (Baumgartner et al., 2011). La bioinformética clinica juega un papel clave en el
descubrimiento y desarrollo de nuevos diagnosticos y terapias para las enfermedades,
combinando la informacion clinica, la bioinformética y las ciencias émicas (X. Wang, 2011).

La aplicacion de las técnicas de alto rendimiento, como los microarrays y la secuenciacion
masiva, han impulsado los estudios de diferentes Gmicas como abordajes de interés en las areas
biomédicas. Ademas, su uso ha generado un gran volumen de informacion de tipo bioldgico,
accesible en diferentes repositorios publicos. Esto ofrece la posibilidad de emplear y combinar
diversas aproximaciones analiticas, con el fin de predecir el papel pronéstico de nuevas proteinas
(Alandes, 2017; Penttinen et al., 2003).

Entre las distintas bases de datos publicas se encuentra Gene Expression Omnibus (GEO), que
almacena conjuntos de datos gendmicos funcionales de alto rendimiento generados mediante
tecnologias basadas en microarrays y secuenciacion (Edgar et al., 2002; Wilhite y Barrett, 2012).
También existen consorcios del cancer como The Cancer Genome Atlas (TCGA), un programa
cuyo objetivo es almacenar datos gendmicos, epigendmicos, transcriptomicos y proteémicos de
miles de muestras tumorales (National Cancer Institute, 2006); y Genomic Data Commons
(GDC), este proyecto consolidd todos los datos clinicos y gendmicos de TCGA y otros programas
de The National Cancer Institute (NCI) (Jensen et al., 2017).

Sin embargo, debido al libre acceso de datos cientificos, surgid la necesidad de una serie de buenas
practicas para la publicacion de datos que fuesen especificas y ampliamente compartidas y
aplicadas. Por ello, el 15 de marzo de 2016 se publicé en la revista Scientific Data de Nature el
articulo “The FAIR Guiding Principles for scientific data management and stewardship”. Estos
principios ofrecen un conjunto de cualidades precisas y medibles que toda publicacién de datos
debe seguir: los datos deben ser encontrables (Findable), accesibles, (Accesible), interoperables
(Interoperable) y reutilizables (Reusable) (Wilkinson, 2016).

Toda esta informacién in silico proporciona a la comunidad de investigacion del cancer un
repositorio unificado. De esta forma, se permite el intercambio de datos entre los distintos estudios
Omicos del cancer en apoyo a una medicina personalizada y de precision (Grossman et al., 2016).



Actualmente, un nimero emergente de estudios muestran el papel de piRNAy las proteinas PIWI
como potenciales biomarcadores en el pronostico del cancer (Liu et al., 2019).

Las proteinas PIWI fueron descritas originalmente en Drosophila y su denominacion proviene de
la abreviacion de P-element Induced Wimpy testis. Pertenecen a la familia de proteinas Argonauta
junto con la subfamilia Argonauta (AGO). Tienen tres motivos proteicos principales: los
dominios PAZ (Piwi-Argonaute-Zwile), MID y PIWI. El dominio PAZ es un motivo de
reconocimiento al extremo 3’ del &cido nucleico guia, mientras que el dominio MID es el
responsable del reconocimiento 5° y el dominio PIWI es un dominio RNasaH con actividad
endonucleasa (Dayeh et al., 2018; Seto et al., 2007). Estas proteinas juegan un papel importante
en el mantenimiento y autorrenovacion de las células madre, la interferencia con RNA y la
regulacion de la traduccion de proteinas (Li et al., 2010).

Esta familia de genes esta formada por cuatro miembros PIWIL1 (piwi like RNA-mediated gene
silencing 1), PIWIL2 (piwi like RNA-mediated gene silencing 2), PIWIL3 (piwi like RNA-mediated
gene silencing 3) y PIWIL4 (piwi like RNA-mediated gene silencing 4), cuyos homélogos en
humano se denominan HIWI, HILI, PIWIL3 y HIWI2, respectivamente. Solo se han identificado
en animales y se expresan fundamentalmente en células de la linea germinal. Son proteinas
nucleares que cuentan con funciones importantes, como el silenciamiento de retrotransposones y
el control de la linea germinal masculina, ademas de la espermatogénesis (Han et al., 2017; Li et
al., 2010).

Ademas, estas proteinas son capaces de interactuar con unos pequefios RNA no codificantes de
21-35 nucledtidos conocidos como piRNA (PIWI-interacting RNA), distintos de los microRNA
(miRNA) y RNA interferentes (siRNA) gue interaccionan con las proteinas AGO. Mientras que
los mMiRNA y siRNA derivan de precursores de RNA bicatenarios, los piRNA se procesan a partir
de largas cadenas de RNA monocatenario. Estos Ultimos, son los encargados de guiar a las
proteinas PIWI para escindir el RNA objetivo, formando el complejo piRNA/PIWI (Ozata et al.,
2019).

Los piRNA desempefian diversas funciones, entre las que se encuentran el silenciamiento del
transposon dependiente de PIWI, la regulacidn epigenética, la regulacion de genes y proteinas, el
reordenamiento gendmico y el mantenimiento de las células madre germinales (Aravin et al.,
2007). También desempefian un papel fundamental en la reproduccion y la regulaciéon de la
fertilidad (Cox et al., 2000).

En estudios previos, se ha demostrado una relacion entre la expresion aberrante de los piRNA y
los miembros de la familia PIWI en el desarrollo del cancer. Estos niveles diferenciales estan
involucrados en la proliferacion de células cancerosas, apoptosis, metastasis, invasion y pueden
ser potenciales biomarcadores de diagnéstico y prondéstico durante el desarrollo del cancer (Han
etal., 2017) (Tabla 1.1).



Tabla 1.1. Resumen de las proteinas PIWI asociadas al cancer (Han et al., 2017).

PIWI CANCER EXPRESION FUNCION
Seminoma Alta Promueve la proliferacion celular
Sarcoma Alta Promueve la proliferacion celular
Cancer de pulmoén Alta Promueve la proliferacion celular
Céncer de mama Alta Promueve la proliferacion celular
PIWILL/HIWI Glioma Alta Promueve la proliferacion celular,

metéstasis y migracion
Carcinoma Baja Reduce la proliferacion celular y
hepatocelular migracién. Relacionado con prondstico
Cancer epitelial de

. Baja Reprime la invasion celular
ovario
Inhibe la migracion e invasion.
Cancer colorrectal Alta Relacionado con un mal prondstico sin
metastasis en nédulos linfaticos
, . Baja Relacionado con hipermetilacion de
Céancer de endometrio
DNA
Sarcoma de tejidos Baja Reduce la proliferacion celular y
blandos aumento de apoptosis
. Promueve la supervivencia
Céncer severo Alta . 9 be y
proliferacion de las células tumorales
Carcinoma de células . .
. Alta Inhibe la apoptosis
escamosas del cérvix
Céncer de colon Alta Promueve la metastasis
PIWIL2/HILI
Céncer de mama Alta Promueve la proliferacion celular
Céncer colorrectal Baja Inhibe la migracion e invasion.
Relacionado con un mal pronéstico
Céncer de estdbmago Alta Relacionado con un mal pronéstico
Céncer de eséfago Alta Relacionado con un mal pronéstico
Céncer de mama -
PIWIL3 Alta Importante en prondstico
. - Afecta a la apoptosis y promueve la
Céncer de cérvix Alta pinFi/asiér?/ P
PIWIL4/HIWI2
Céancer de mama Alta Importante en prondéstico

También, se ha comprobado que la expresion de las proteinas PIWI se correlaciona negativamente
con la supervivencia de pacientes. La inhibicion de estas proteinas podria reducir el nimero de
células en fase G2/M y mejorar la expresion de la proteina p53, inhibiendo asi la proliferacion y
promoviendo la apoptosis de las células cancerosas (Lu et al., 2012). Ademas, las proteinas PIWI
aumentan la resistencia de las células frente a la quimioterapia. Por tanto, una disminucion en sus
niveles puede aumentar la sensibilidad al tratamiento proporcionando potenciales estrategias para
superar la quimiorresistencia de los pacientes (Wang et al., 2011).

A pesar de la existencia de muchos estudios sobre el patron de expresion de piRNA Yy las proteinas
PIWI en la tumorogénesis, no estad claro si las proteinas PIWI regulan estos mecanismos
subyacentes al cancer de forma independiente, o gracias a la interaccion con piRNA. Es por ello
por lo que nace la necesidad de seguir explorando el complejo piRNA/PIWI (Li et al., 2010).



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es explorar y caracterizar el papel prondstico de las proteinas PIWI
mediante una estrategia in silico basada en la revision de estudios micos en cancer.

Para lograrlo, se llevaran a cabo los siguientes objetivos especificos:

- Busqueda y estudio de la informacion descrita para esta familia de genes PIWI en
humano: PIWIL1 o HIWI, PIWIL2 o HILI, PIWIL3 y PIWIL4 o HIWI2, en diferentes
recursos y bases de datos sobre cancer.

- Disefio y aplicacion de una estrategia in silico, sobre una seleccion de estudios
transcriptomicos de adenocarcinoma de pulman, para evaluar la informacion obtenida en
el primer objetivo especifico.


http://bioinfo.cipf.es/ubb/wiki/start/amn/cancertools

3. MATERIAL Y METODOS

La metodologia de investigacion en este estudio de caracterizacion de las proteinas PIWI en
cancer se realizara mediante i) la revision actual de informacion clinica y bioldgica de estas
proteinas en los principales recursos y bases de datos de cancer y ii) evaluacion de esta
informacion en una seleccion de estudios de adenocarcinoma de pulmdn, procedentes de una
revision sistémica.

En primer lugar, es de interés reunir todo el conocimiento actual de esta familia de proteinas y su
relacion en los diferentes tipos de cancer. Para llevar a cabo esta revision se han empleado las
siguientes bases de datos: Gene Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA), cBioPortal,
Genotype-Tissue Expression (GTEX) y The Human Protein Atlas (THPA).

Por un lado, GEPIA es un servidor web interactivo que se ha desarrollado para analizar los datos
de secuenciacion de RNA (RNA-seq) de tumores y muestras normales de los proyectos TCGA 'y
GTEXx. Esta herramienta proporciona funciones personalizadas, como el analisis de expresion
diferencial de tumor/normal, el perfil segln los tipos de cancer o etapas patolégicas y el analisis
de supervivencia del paciente, entre otras (Tang et al., 2017).

En el caso del servidor cBioPortal, este permite la exploracion interactiva de conjuntos de datos
gendmicos multidimensionales sobre el cancer, cuyo objetivo es proporcionar un acceso de alta
calidad a los perfiles moleculares y los atributos clinicos de los proyectos de gendmica del cancer
a gran escala (Cerami et al., 2012; Gao et al., 2013).

Por otro lado, la finalidad del proyecto GTEX es estudiar la expresion y regulacion de genes
especificos de tejidos libres de patologias (The GTEx Consortium, 2015).

Por ultimo, THPA es un programa cuyo objetivo es mapear todas las proteinas humanas en
células, tejidos y organos mediante la integracion de diversas tecnologias émicas, como la
protedmica, transcriptomica y biologia de sistemas. Esta herramienta muestra la distribucion de
las proteinas a través de todos los tejidos y 6rganos principales del cuerpo humano de pacientes
con cancer (Uhlen et al., 2015; Uhlen et al., 2017).

Con el empleo de estas bases de datos, se pretende observar en qué tipos de tumores hay una
expresion diferencial del conjunto de proteinas y si este nivel de expresion altera la tasa de
supervivencia de los pacientes oncolégicos.



Tras revisar el conocimiento actual del papel de las proteinas PIWI en los diferentes grupos
tumorales, a partir de la revision de los recursos y bases de datos en cancer, se disefid una
estrategia in silico para conocer si esta informacién correspondia o podia ser ampliada en un
determinado tipo de cancer. Para ello, se utilizd una revision sistematica y seleccion de ocho
estudios transcriptomicos de adenocarcinoma de pulmon, donde disponiamos de los niveles de
expresion génica en pacientes y controles de ambos sexos (Pérez, 2019).

El objetivo de la seleccion de estos estudios es evaluar las diferencias entre los niveles de
expresion de la familia de proteinas PIWI y comprobar si estos niveles concuerdan con la
caracterizacion global realizada en el apartado anterior. Ademas, también se pretende analizar si
las diferencias observadas pueden deberse a algun factor ligado al sexo.

Tabla 3.1. Estudios seleccionados tras la revision sistematica (Pérez, 2019).

Estudio Plataforma
GSE10072 Affymetrix Human Genome U133A Array
GSE19188 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array
GSE31210 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array

GSE32863 Illumina HumanWG-6 v3.0 expression beadchip
GSE63459 Illumina HumanRef-8 v3.0 expression beadchip
GSE75037 I1lumina HumanWG-6 v3.0 expression beadchip
GSEB81089 Illumina HiSeq 2500
GSE87340 Ilumina HiSeq 2000

Para la recopilacion de estos estudios, hay que tener en cuenta que una revision sistematica es una
metodologia que permite comparar toda la evidencia empirica que cumpla ciertos criterios de
elegibilidad (Liberati et al., 2009). De esta forma, se tuvo que realizar previamente una busqueda
exhaustiva en las bases de datos publicas GEO y GDC sobre adenocarcinoma de pulmén. Se
seleccionaron aquellos ensayos que contenian informacion sobre la expresidn génica, el sexo, el
estadio de la enfermedad y el habito tabaquico de los pacientes. Los datos de estos estudios fueron
procesados y sometidos a un analisis de expresion diferencial y de enriquecimiento funcional
tanto en términos Gene Ontology como en rutas KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) y, finalmente, a un metaanalisis (Pérez, 2019).

En la evaluacion que realizamos de estos estudios, nos centramos en los niveles de expresién
correspondientes a las proteinas de interés. En el procesamiento de los datos, se ha comprobado
gue todas las medidas de expresion estuviesen en escala logaritmica y que no incluyesen valores
negativos. Por ello, en el caso del estudio GSE31210, se ha tenido que realizar una transformacién
logaritmica en base 2; y en los estudios GSE19188, GSE81089 y GSE87320 se ha llevado a cabo
un re-escalado, para que todas las medidas tomasen valores positivos.

Para evaluar la expresién diferencial de estos genes en las muestras disponibles, se ha llevado a
cabo un analisis estadistico descriptivo en el que se han calculado la media y la desviacion tipica
de los distintos estudios para cada gen y, ademas, se han generado unos graficos de barras que
muestran la expresién diferencial de los genes en los distintos individuos segin enfermedad y
sexo. Para realizar estos calculos se ha empleado Microsoft Office Excel y el lenguaje de
programacién R (R Core Team, 2018).



4. RESULTADOS

En este apartado se muestran los resultados obtenidos, siguiendo el orden establecido en el
apartado anterior.

4.1.1. GEPIA

En la base de datos GEPIA, se han obtenido los perfiles de expresion individuales de cada gen, la
expresion diferencial del conjunto de genes y, ademas, las curvas de supervivencia de aquellos
tipos de cancer que tienen una expresion significativa de cada gen.

En las Figuras 4.1 a 4.4, se observan los perfiles de expresion de cada gen en los distintos tumores
y también aparecen destacados aquellos tipos de cancer en los que los niveles de expresion de las
proteinas son significativos. Para ello, GEPIA compara los datos procedentes de TCGA, como
muestra enferma, y de GTEX Portal, como muestra control.
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Figura 4.1. Expresion diferencial de PIWILL en los grupos tumorales descritos en GEPIA.
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Figura 4.2. Expresion diferencial de PIWIL2 en los grupos tumorales descritos en GEPIA.
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Figura 4.3. Expresion diferencial de PIWIL3 en los grupos tumorales de GEPIA.
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Figura 4.4. Expresion diferencial de PIWIL4 en los grupos tumorales descritos en GEPIA.

Por otro lado, el heatmap de la Figura 4.5 representa los niveles de expresion de cada gen en los
grupos tumorales descritos. La intensidad del color estd asociada a los niveles de expresion de
cada gen.
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Figura 4.5. Comparacion del conjunto de genes PIWI en los grupos tumorales descritos en GEPIA.

Ademas, atendiendo a los resultados obtenidos en los perfiles de expresion diferencial (Figuras
4.1 a 4.4), se han analizado aquellos tipos de cancer con niveles diferenciales significativos. En
las Figuras 4.6 a 4.8, se comparan las curvas de supervivencia entre los pacientes enfermos con
alta y baja expresion en cada uno de los genes de interés mediante el andlisis de supervivencia
general (OS del inglés, Overall Survival). A continuacién, se aplica el test Log-rank para
comprobar la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos.

11



Overall Survival Overall Survival

<
o | : HR(high)=1
o T p(HR)=0.95
—_— = n(high)=255
_g _g n(low)=255
> > @ 4
=] 5 ¢
7] n
= =
O < O <
R c 7 g S 7
(i3] ©
o o
o~ N
o o
o o
o 7 =T
T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150
Months Months

Figura 4.6. Curvas de supervivencia de PIWIL1 generadas por GEPIA en los tumores: a) TGCT y b) THCA.
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Figura 4.7. Curvas de supervivencia de PIWIL2 generadas por GEPIA en los tumores: a) OV, b) TGCT, c)
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4.1.2. cBioPortal

Desde cBioPortal, se han obtenido las alteraciones més frecuentes para cada uno de los genes de
interés en los diferentes tumores. Esta informacion se detalla en las siguientes tablas.

Tabla 4.1. Porcentaje de alteracion de PIWIL1 en los grupos tumorales descritos en cBioPortal.

Casos Porcenta_Jg de Mutacion | Amplificacion | Delecion
totales alteracion
8,11% 0,23% 0,45%
0, ’ ] y
Melanoma 444 8,78% (36 casos) (1 caso) (2 casos)
Cancer de 0 7,17% 0,51% 0,17%
endometrio 586 7,85% (42 casos) (3 casos) (1 caso)
Linfoma de 0 6,25%
células B 48 6,25% (3 casos)
Céncer de pulmon
. 3,89% 0,28% 0,47%
0 L L 1
de celulzils no 1053 4,65% (41 casos) (41 casos) (5 casos)
pequefias
Adenocarcinoma 0 4,04% 0,17%
colorrectal 594 4,21% (24 casos) (1 caso)

Tabla 4.2. Porcentaje de alteracion de PIWIL2 en los grupos tumorales descritos en cBioPortal.

Casos Porcentaje
totales de Mutacion | Amplificacion | Delecion Otras
alteracion
, 0,17%
Cancer de 0 6,31% 0,51% 2,90% '
endometrio 586 9,90% (37 casos) (3 casos) (17 casos) l\sllﬂl(it?;?e)s
Carcinoma 0 1,95% 0,49% 5,84%
uroterial all 8,27% (8 casos) (2 casos) (24 casos)
. 0,20%
0, 0, '
Adenoca,rcmom 494 8,10% 0,40% 7,49% (1 caso)
a de prostata (2 casos) (37 casos) Maltiples
Adenocarcinom 0 2,69% 5,05%
a colorrectal 594 7,74% (16 casos) (30 casos)
6,98% 0,45%
0 L 1
Melanoma 444 7,43% (31 casos) (2 casos)
. 0,27%
0, 0 ]
hCarcmoma 369 6,78% 0,54% 5,96% (1 caso)
epatocelular (2 casos) (22 casos) Mltiples
Céncer de
. 0,09%
pulmon de 0 1,90% 0,09% 4,65% '
células no 1053 6,74% (20 casos) (1 caso) (49 casos) I\Sllulct?S(I)e)s
pequeias P
) - 0,17%
Cancer epitelial 0 0,34% 5,99% '
de ovario 584 6,51% (2 casos) (35 casos) (Igucs?gﬂ)
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Tabla 4.3. Porcentaje de alteracion de PIWIL3 en los grupos tumorales descritos en cBioPortal.

tcc:)?aslzss P(;rlfsgtgjgnde Mutacion | Amplificacion | Delecion

ardomeir 586 7,34% (3%?:?2/85) (g faizos)
Melanoma 444 5.86% (21' Z:i:/;s) (4(1) faos?s) ((iig:ﬁ)
acrenotnica i 4,40% (22 fa‘l(if’s) (11’ i‘ii/é) (11’ 1238)

Tabla 4.4. Porcentaje de alteracion de PIWIL4 en los grupos tumorales descritos en cBioPortal.

Casos Porcentaje de
totales alteracion
Cancer d_e 586 717%
endometrio
Melanoma 444 6,98%
Cancer de
células 251 4,78%
escamosas del
CErvix

Mutacion | Amplificacion | Delecion Otras
6,31% 0,51% 0,34%

(37 casos) (3 casos) (2 casos)
4,28% 1,35% 1,13% 0,23%

(19 casos) (6 casos) (5casos) | (1 caso)
1,58% 2,39% 0,8%

(4 casos) (6 casos) (2 casos)

Ademas de contemplar qué alteraciones son las mas frecuentes, se puede observar la tasa de
supervivencia en aquellos pacientes oncoldgicos que sufren algln tipo de alteracion en estos
genes, con respecto a aquellos que no tienen ninguna alteracion en la secuencia genética.

En las Figuras 4.9 a 4.12, se muestran las curvas de supervivencia para los grupos que presentan
la proteina alterada frente a los que no. El servidor cBioPortal también emplea el test Log-Rank
para evaluar si las diferencias de supervivencia son estadisticamente significativas entre ambos

grupos.
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Figura 4.9. Curva de supervivencia de PIWIL1 generada por cBioPortal.

Logrank Test P-Value: 0.0273
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Figura 4.10. Curva de supervivencia de PIWIL2 generada por cBioPortal.
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Figura 4.11. Curva de supervivencia de PIWIL3 generada por cBioPortal.
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Figura 4.12. Curva de supervivencia de PIWIL4 generada por cBioPortal.
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4.1.3. GTEXx Portal

Gracias a GTEX Portal, se ha podido observar la expresion y regulacion de esta familia de genes
de interés en los diferentes tejidos libres de tumor, con el fin de poder comparar estos resultados
con los obtenidos en los anteriores servidores relacionados con cancer. En las Figuras 4.13 a 4.16,
se contempla la distribucion de la expresion de estos genes en los diferentes tejidos.
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Figura 4.13. Expresion del gen PIWILL1 en los diferentes tejidos registrados en GTEXx Portal.
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Figura 4.14. Expresion del gen PIWIL2 en los diferentes tejidos registrados en GTEX Portal.
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Figura 4.16. Expresion del gen PIWILA4 en los diferentes tejidos registrados en GTEXx Portal.
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4.1.4. The Human Protein Atlas

Por ultimo, se ha utilizado el programa THPA. Por un lado, se ha empleado el atlas tisular, con el

que se ha podido observar tanto la expresion como localizacion del conjunto de genes en los

diferentes tejidos y 6rganos. De esta forma, se ha podido contrastar esta informacion con la
obtenida en GTEXx Portal. En las Figuras 4.17 a 4.26, se recopila la expresion tanto de RNA como

de proteina de esta familia de genes.
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Figura 4.17. Expresion del RNA y de la proteina PIWIL1 en los diferentes tejidos registrados en THPA.

Figura 4.18. Expresion de la proteina PIWILL1 en los diferentes tejidos registrados en THPA.
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Figura 4.19. Expresion del RNA de PIWIL1 en los diferentes tejidos registrados en THPA.
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Figura 4.21. Expresion del RNA de PIWIL2 en los diferentes tejidos registrados en THPA.
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Figura 4.20. Expresion del RNA y de la proteina PIWIL2 en los diferentes tejidos registrados en THPA.

Figura 4.22. Expresion del RNA y de la proteina PIWIL3 en los diferentes tejidos registrados en THPA.
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Figura 4.23. Expresion del RNA de PIWIL3 en los diferentes tejidos registrados en THPA.
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Figura 4.25. Expresion de la proteina PIWILA4 en los diferentes tejidos registrados en THPA.
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Figura 4.24. Expresion del RNA y de la proteina PIWIL4 en los diferentes tejidos registrados en THPA.
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Figura 4.26. Expresion del RNA de PIWILA4 en los diferentes tejidos registrados en THPA.
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Por otro lado, con el empleo del atlas de patologia se ha obtenido la expresion de RNA y de cada
proteina en los diferentes tipos de cancer descritos. Esta informacién ha quedado reflejada en las

Figuras 4.27 a 4.33.
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Figura 4.27. Expresion de la proteina PIWIL1 en los grupos tumorales descritos en THPA.
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Figura 4.29. Expresion del RNA de PIWIL2 en los grupos tumorales descritos en THPA
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Figura 4.30. Expresion de la proteina PIWIL3 en los grupos tumorales descritos en THPA.
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Figura 4.31. Expresion del RNA de PIWIL3 en los grupos tumorales descritos en THPA.
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Figura 4.32. Expresion de la proteina PIWILA4 en los grupos tumorales descritos en THPA.
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Figura 4.33. Expresion del RNA de PIWIL4 en los grupos tumorales descritos en THPA.

En esta revision, la informacion clinica de esta familia de proteinas, que ha sido proporcionada
por los servidores y bases de datos de cancer ya mencionadas en este apartado, sera relacionada
y discutida en el siguiente punto del presente trabajo.

La aplicacién de la estrategia in silico para conocer el papel de las proteinas PIWI en el
adenocarcinoma de pulmon, incluyé como primer paso la revision y procesamiento de los datos
de cada uno de los estudios seleccionados. Se verificd que todos estos grupos de datos presentaran
niveles de expresion en escala logaritmica y en un rango de valores positivos. A continuacion, se
llevé a cabo un andlisis estadistico descriptivo que determind los niveles medios de expresion en
los grupos de enfermos y controles por sexo, asi como su variabilidad, con el objetivo de conocer
el papel de las proteinas PIWI en este grupo de estudios. Se obtuvieron los siguientes resultados:

4.2.1. GSE10072
La distribucidn de individuos por sexo y enfermedad de este estudio se muestra en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5. Individuos incluidos en el estudio GSE10072.

Mujeres Hombres Total
Control 8 29 37
Adenocarcinoma 13 30 43
Total 21 59 80

En este estudio sélo hay informacion de PIWIL1 y PIWIL2, en los graficos de barras del Anexo |
(Figuras A.1 a A.3) se observa que la expresion de PIWIL2 es mayor que la de PIWILL. Por otro
lado, no se observan diferencias entre los distintos individuos, es decir, la expresion de estas
proteinas es independiente del tumor y del sexo.
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4.2.2. GSE19188

La Tabla 4.6 recoge la distribucion de individuos por sexo y enfermedad.

Tabla 4.6. Individuos incluidos en el estudio GSE19288.

Mujeres Hombres Total
Control 11 41 52
Adenocarcinoma 11 21 32
Total 22 62 84

En este estudio, también aparecen medidas de expresion de PIWIL4. En este caso, los graficos
(Fig. A.4 a A.6) muestran que los niveles de expresion de las tres proteinas son muy similares.
Ademas, al igual que en GSE10072 no hay diferencias entre individuos.

4.2.3. GSE31210

La Tabla 4.7 muestra la distribucidon de individuos por sexo y enfermedad.

Tabla 4.7. Individuos incluidos en el estudio GSE31210.

Mujeres Hombres Total

Control 9 11 20
Adenocarcinoma 121 105 226
Total 130 116 246

A diferencia del estudio anterior, los niveles de expresion de PIWIL4 son superiores con respecto
a PIWIL1 y PIWIL2, independientemente de las caracteristicas del individuo. Estos niveles se
muestran en las Figuras A.7 a A.9 del Anexo I.

4.2.4. GSE32863

La distribucidon de individuos por sexo y enfermedad se contempla en la Tabla 4.8.

Tabla 4.8. Individuos incluidos en el estudio GSE32863.

Mujeres Hombres Total
Control 35 10 45
Adenocarcinoma 35 10 45
Total 70 20 90

En este estudio aparecen medidas para las cuatro proteinas de la familia PIWI. Los gréficos de
barras generadas (Figuras A.10 a A.12) muestran los niveles de expresion de cada proteina, en
orden descendente serian PIWIL4, PIWIL3, PIWIL2 y PIWIL1. Los resultados no muestran
ninguna diferencia con relacion al sexo y a la enfermedad.
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4.2.5. GSE63459

La Tabla 4.9 recopila la distribucion de individuos por sexo y enfermedad.

Tabla 4.9. Individuos incluidos en el estudio GSE63459.

Mujeres Hombres Total
Control 17 14 31
Adenocarcinoma 17 15 32
Total 34 29 63

En este estudio, se observa que PIWIL4 tiene mayores niveles de expresion, seguido de PIWIL2.
PIWIL1 y PIWIL3 presentan niveles similares. Ninguna de las cuatro proteinas presenta
diferencias entre los diferentes individuos. Los datos estan contemplados en las Figuras A.13 a

A.15 del Anexo .

4.2.6. GSE75037

La Tabla 4.10 muestra la distribucién de individuos por sexo y enfermedad.

Tabla 4.10. Individuos incluidos en el estudio GSE75037.

Mujeres Hombres Total
Control 59 24 83
Adenocarcinoma 59 24 83
Total 118 48 166

En los graficos de las Figuras A.16 a A.18 del Anexo I, se observa que la proteina PIWIL4
presenta una mayor expresion con respecto a las otras tres proteinas de esta familia, de las cuales
PIWIL1 es la segunda con mayor expresion. Al igual que en los estudios anteriores, los niveles
de expresion no varian con respecto a la enfermedad y al sexo.

4.2.7. GSE81089

La distribucidn de individuos por sexo y enfermedad se contempla en la Tabla 4.11.

Tabla 4.11. Individuos incluidos en el estudio GSE81089.

Mujeres Hombres Total
Control 8 11 19
Adenocarcinoma 53 24 77
Total 61 35 96

En este estudio, PIWILA4 es la proteina con mayor expresién, seguida de PIWIL2. En este caso, se
observa un ligero aumento en los niveles de PIWIL1 y PIWIL3 en los pacientes enfermos con
respecto a los sanos. Los datos estan representados en las Figuras A.19 a A.21 del Anexo I.
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4.2.8. GSE87340

En la Tabla 4.12 se recopila la distribucion de individuos por sexo y enfermedad.

Tabla 4.12. Individuos incluidos en el estudio GSE87340.

Mujeres Hombres Total
Control 23 4 27
Adenocarcinoma 23 4 27
Total 46 8 54

En este estudio, en los gréaficos de barras de las Figuras A.22 a A.24, se observa que las proteinas
segun los niveles de expresion en orden descendente serian: PIWIL4, PIWIL2, PIWIL3y PIWIL1.
Ademas, se observa un ligero aumento en los niveles de PIWIL1 en individuos sanos con respecto
a enfermos.

Por otro lado, también se ha realizado un anélisis individual a nivel de proteina para los diferentes
estudios. Estos resultados quedan contemplados en las Figuras 4.34 a 4.37.
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Figura 4.34. Niveles de expresién de PIWIL1 segun la distribucion de individuos por sexo y enfermedad.
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Figura 4.35. Niveles de expresién de PIWIL2 segun la distribucién de individuos por sexo y enfermedad.
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Figura 4.36. Niveles de expresién de PIWIL3 segun la distribucién de individuos por sexo y enfermedad.
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Figura 4.37. Niveles de expresién de PIWIL4 segln la distribucién de individuos por sexo y enfermedad.

Este analisis de los niveles de expresion de la familia de proteinas PIWI, atendiendo a la
distribucion de los individuos segun el sexo y la enfermedad, sera discutida en el siguiente punto
del presente trabajo.
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5. DISCUSION

Uno de los principales problemas en el desarrollo y evolucidn del cancer es su tardia deteccion,
que implica una falta de eficacia de los tratamientos terapéuticos aplicados y, como consecuencia,
un aumento de mortalidad. Por tanto, una deteccion temprana del tumor es determinante para una
mejor prediccion del curso de la enfermedad y para reducir la tasa de mortalidad y de incidencia
avanzada (Wender et al., 2019). Para que esto sea posible, es necesario el descubrimiento de
nuevas estrategias de deteccion, como el reconocimiento de nuevos biomarcadores para un mejor
diagndstico y pronostico del cancer. Es en este punto donde la familia de proteinas PIWI juega
un papel importante, pues muchos estudios recientes las muestran como un potencial biomarcador
en el pronostico del cancer (Liu et al., 2019).

Para abordar la caracterizacion del papel pronéstico de esta familia de proteinas, se ha optado por
una estrategia in silico basada en la revision de datos 6micos en cancer.

En primer lugar, con los resultados proporcionados por GTEX Portal y THPA, contemplados en
las Figuras 4.13 a 4.26, se observa una mayor expresion de la familia PIWI en los testiculos. Estos
resultados tienen una concordancia bioldgica, ya que estos genes cuentan con importantes
funciones en el control de la linea germinal masculina y la espermatogénesis. Ademas, en los
casos particulares de PIWIL2 y PIWIL4 (Fig. 4.14, 4.16, 4.20, 4.24), se observa que su expresion
se distribuye en otros tejidos humanos, teniendo unos niveles mas altos PIWIL4.

Atendiendo a los resultados de GEPIA de las Figuras 4.1 a 4.4, se presentan los tipos tumorales
en los que este grupo de genes tienen una mayor o menor expresion estadisticamente significativa.
En el caso de PIWIL1 (Figura 4.1), se observa una mayor expresion en cancer de tiroides (THCA)
y una baja expresion en cancer de testiculo (TGCT), PIWIL2 (Figura 4.2) presenta una baja
expresion en cancer de testiculo (TGCT), cancer epitelial de ovario (OV), cancer de endometrio
(UCEC) y carcinosarcoma uterino (UCS), PIWIL3 (Figura 4.3) no tiene valores de expresion que
sean estadisticamente significativos y, por dltimo, PIWIL4 (Figura 4.4) esta sobreexpresado en
leucemia mieloide aguda (LAMIL) y presenta baja expresién en cancer de mama (BRCA), cancer
de células escamosas del cérvix (CESC), adenocarcinoma de pulmén (LUAD), carcinoma de
células escamosas de pulmén (LUSC), cancer epitelial de ovario (OV), cancer de testiculo
(TGCT), cancer de endometrio (UCEC) y carcinosarcoma uterino (UCS). Por tanto, podemos
afirmar que estos tres genes tienen un papel diagnéstico en cada uno de los tumores mencionados.

En el heatmap de la Figura 4.5, se comparan los niveles de expresion de los cuatro genes en los
distintos grupos tumorales, obteniendo unos resultados afines a los mencionados anteriormente.
Los genes PIWIL2 y PIWIL4 tienen una expresion que se distribuye a lo largo de los diferentes
tumores. Ademas, comparando esta informacién con la obtenida de GTEX Portal y THPA, estos
genes también tienen una mayor expresion en diversos tejidos libres de tumor con respecto a los
otros dos genes de esta misma familia. En cuanto a PIWIL1, tiene una mayor expresién en varios
tipos de cancer como adenocarcinoma de colon (COAD), adenocarcinoma de recto (READ),
TGCT y THCA, pero en la Figura 4.1 se comprob6 que esos niveles s6lo son significativos en
TGCT y THCA. En cambio, PIWIL3 no presenta ninguna expresion diferencial significativa en
los distintos tumores, lo que nos lleva a pensar que no esta involucrado con el desarrollo del
cancer.

Por otro lado, con GEPIA hemos generado unas curvas de supervivencia para cada gen, en
aquellos tipos de cancer con niveles de expresion diferencial significativos. En las Figuras 4.6 a
4.8, se reflejan estas curvas, en las que se compara la supervivencia entre los grupos de paciente
con alta y baja expresién de cada gen de interés. Para la evaluacion de estos resultados, hay que
determinar que sélo aquellas curvas que cuenten con un valor de p (designado como p(HR) en los
graficos) menor del 0.05, las diferencias de tiempo de supervivencia serdn estadisticamente
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significativas. De modo que, ni la expresion diferencial de PIWIL1 (Figura 4.6) ni la de PIWIL2
(Figura 4.7) estan involucradas en la tasa de supervivencia de los pacientes. En el caso de PIWIL4
(Figura 4.8), la curva de supervivencia de LAMIL, con un valor de p de 0.048, nos revela que un
alto nivel de expresion de este gen se asocia con una mayor supervivencia, mientras que la curva
de supervivencia de UCEC con un valor de p de 0.013, nos muestra que un bajo nivel de expresion
de este gen provoca una disminucion en la supervivencia.

Con el servidor cBioPortal, se han estudiado las alteraciones mas frecuentes que tienen lugar en
esta familia de genes en los diferentes tumores, informacion contemplada en las Tablas 4.1 a 4.4.
Se observa que el melanomay el UCEC son los tipos de cancer con mayor porcentaje de alteracion
en los cuatro genes de las proteinas PIWI. Ademas, las alteraciones que tienen lugar en estos
genes son principalmente mutaciones y, con menor porcentaje de aparicion, amplificaciones y
deleciones.

También se ha evaluado si estas alteraciones influyen en la tasa de supervivencia de los pacientes,
informacion mostrada en las Figuras 4.9 a 4.12. Al igual que con los resultados obtenidos en
GEPIA, so6lo aquellas curvas con un valor de p menor que 0.05 serdn consideradas
estadisticamente significativas. Por ello, la curva se supervivencia del gen PIWIL1 (Figura 4.9),
con un valor de p de 3.717e-3, indica que las alteraciones en este gen estan relacionadas con una
mayor tasa de supervivencia, mientras que la curva de PIWIL2 (Figura 4.10), con un valor de p
de 0.0275, asocia las alteraciones del gen con una menor tasa de supervivencia.

THPA también nos ha permitido valorar la expresion de RNA y de cada proteina de interés en los
diferentes tipos de cancer, tal y como se observa en las Figuras 4.27 a 4.33. En este repositorio se
detectan diferencias en los perfiles de expresion entre estas moléculas, lo que nos lleva a pensar
que se producen cambios desde la expresion de RNA hasta la expresion de proteina. Esto se
traduce en que, dependiendo del tipo de abordaje 6mico, protedmica o transcriptémica, empleado
se obtendran diferentes resultados. Atendiendo a los niveles de expresion de RNA obtenidos para
los diferentes grupos tumorales, se observa una alta expresion de los genes PIWIL1 y PIWIL2 en
TGCT (Figuras 4.29 y 4.30). En cuanto a los niveles de expresion de la proteina, se contempla
una alta expresion de PIWIL1 y PIWIL3 en cancer colorrectal (Figuras 4.28 y 4.31), mientras que
en cancer de prostata hay una alta expresion de PIWIL3 y PIWIL4 (Figuras 4.31 y 4.33).
Contrastando esta informacion con los resultados en GEPIA, en el TGCT no coincide el patron
de expresidn,ya que, para este tumor, los niveles de expresion de PIWIL1 y PIWIL2 son inferiores
a los controles.

En la segunda parte de esta estrategia in silico, los resultados obtenidos del analisis estadistico
descriptivo sobre los niveles de expresion de las proteinas PIWI, apuntan a que no estan
involucradas en el adenocarcinoma de pulman., puesto que en ninguno de los graficos del Anexo
I, se observan diferencias entre individuos enfermos y sanos. Por otro lado, si que se contempla
gue PIWIL4 tiene una mayor expresidn con respecto a los otros tres genes, lo que concuerda con
la revision realizada previamente por las bases de datos GTEXx Portal y THPA. En GEPIA, PIWIL4
es la Unica proteina en la que se muestran resultados significativos en LUAD, concretamente una
infraexpresidn. Sin embargo, en este analisis no se aprecia que haya diferencias entre enfermos y
sanos, lo que puede deberse a un sesgo tecnoldgico, puesto que GEPIA emplea datos secuenciados
por RNA- Seq y la seleccion de estudios empleada ha sido secuenciada mediante microarrays.
Por lo tanto, merece la pena considerar la informacion de la plataforma tecnoldgica tanto en las
bases de datos como en nuestros estudios, para evitar discrepancias. Ademas, también existe un
desbalanceo en el tamafio muestral ya que en algunos estudios la distribucién de individuos en las
diferentes categorias no es homogénea. Tampoco se observan diferencias ligadas al sexo, por lo
gue podemos afirmar que la familia PIWI no es un factor genético ligado al sexo.

33



Con nuestro estudio, hemos sido capaces de determinar el papel diagnostico de tres de los cuatro
miembros de la familia PIWI y observar que las alteraciones en sus secuencias genéticas son un
factor prondstico de la enfermedad.
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6. CONCLUSIONES

La deteccion temprana en cancer es la estrategia mas efectiva para reducir la mortalidad de esta
enfermedad. Por ello, en este estudio se ha evaluado el papel como biomarcador de las proteinas
PIWI.

1. Los recursos y bases de datos en cancer permiten establecer estrategias in silico para
revisar y evaluar el papel de potenciales biomarcadores en diferentes grupos tumorales.
PIWILA4 es el gen con mayor expresion en numerosos tejidos.

PIWIL1, PIWIL2 y PIWIL4 tiene un papel diagndstico en diversos tumores.

PIWIL4 tiene un papel pronostico en UCEC y LAMIL.

Las alteraciones en PIWIL1 se asocian con una mayor tasa de supervivencia mientras que
las alteraciones en PIWIL2 se relacionan con una menor supervivencia.

6. PIWIL3 no esté involucrado en el desarrollo del cancer.

abrwd
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A. ANEXO

EPIWIL1 mPIWIL2

Figura A.1. Nivel de expresion de las proteinas PIWI en GSE10072.

Enfermos Sanos

EPIWIL1 mPIWIL2

Figura A.2. Nivel de expresion de las proteinas PIWI segun la distribucion de individuos por enfermedad en
GSE10072.
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Figura A.3. Nivel de expresion de las proteinas PIWI segln la distribucién de individuos por sexo y
enfermedad en GSE10072.
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Figura A.4. Nivel de expresién de las proteinas PIWI en GSE19188.
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Figura A.5. Nivel de expresion de las proteinas PIWI segln la distribucion de individuos por enfermedad en
GSE19188.
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Figura A.6. Nivel de expresion de las proteinas PIWI segin la distribucion de individuos por sexo y enfermedad

en GSE19188.
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Figura A.7. Nivel de expresién de las proteinas PIWI en GSE31210.
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Figura A.8. Nivel de expresion de las proteinas PIWI segun la distribucion de individuos por enfermedad en
GSE31210.
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Figura A.9. Nivel de expresion de las proteinas PIWI segin la distribucion de individuos por sexo y enfermedad

en GSE31210.
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Figura A.10. Nivel de expresién de las proteinas PIWI en GSE32863.
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Figura A.11. Nivel de expresion de las proteinas PIWI segun la distribucion de individuos por enfermedad en

GSE32863.
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Figura A.12. Nivel de expresion de las proteinas PIWI segun la distribucion de individuos por sexo y enfermedad

en GSE32863.
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Figura A.13. Nivel de expresién de las proteinas PIWI en GSE63459.

Enfermos

PIWIL1 =mPIWIL2

Sanos

PIWIL3 mPIWIL4

Figura A.14. Nivel de expresion de las proteinas PIWI segun la distribucién de individuos por enfermedad en

GSE63459.
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Figura A.15. Nivel de expresion de las proteinas PIWI seguin la distribucion de individuos por sexo y enfermedad

en GSEG3459.
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Figura A.16. Nivel de expresién de las proteinas PIWI en GSE75037.
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Figura A.17. Nivel de expresion de las proteinas PIWI segun la distribucion de individuos por enfermedad en

GSE75037.
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Figura A.18. Nivel de expresion de las proteinas PIWI seguin la distribucion de individuos por sexo y enfermedad
en GSE75037.
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Figura A.19. Nivel de expresién de las proteinas PIWI en GSE81089.
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Figura A.20. Nivel de expresion de las proteinas PIWI segun la distribucion de individuos por enfermedad en
GSE81089.
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Figura A.21. Nivel de expresion de las proteinas PIWI seguin la distribucion de individuos por sexo y enfermedad
en GSE81089.
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Figura A.22. Nivel de expresion de las proteinas PIWI en GSE87340.
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Figura A.23. Nivel de expresion de las proteinas PIWI segun la distribucion de individuos por enfermedad en
GSE87340.
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Figura A.24. Figura 59. Nivel de expresion de las proteinas PIWI segun la distribucion de individuos por sexo y
enfermedad en GSE87340.
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