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The quality of feature selection methods in single-cell transcriptomic data is typically
evaluated using classification metrics such as accuracy or area under the curve. However,
high predictive accuracy does not necessarily guarantee biological relevance. In this work,
we aim to find the best strategy for selecting genes that are relevant aimed at distinguishing
between control and disease. To this end, we use a multi-omic approach that first analyzes
RNA abundance data to select genes, and then considers chromatin accessibility data, an
independent molecular modality, to perform cross-validation. We compared Differential
Expression (DEG), Random Forest, and LASSO, applying them to a murine model of
invasive ductal carcinoma progression. In this assessment, DEG demonstrated superior
multi-omic validation in terms of correlation. Furthermore, clinical applicability in human
patients was validates, where only DEG-derived signatures significantly predicted survival.
Thus, an ultra-compact 5-gene signature with triple validation (transcriptomic-epigenetic-
clinical) that outperforms several commercial signatures across multiple dimensions was
found. Our results demonstrate that differential expression, with multi-omic and clinical
validation, can identify biomarkers with good prognostic value, establishing a generalizable
paradigm for multi-omic data analysis.
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scATAC-seq

Mas alla de la Precision Predictiva:
Un Framework de Validacion Cruzada Multi-Omica para Seleccion de Caracteristicas

La calidad de los métodos de seleccion de caracteristicas en datos transcriptomicos de
células individuales es tipicamente evaluada mediante métricas de clasificacion como
precision o area bajo la curva. Sin embargo, una alta precision predictiva no necesariamente
garantiza relevancia biologica. En este trabajo queremos encontrar la mejor estrategia de
seleccion de genes que sean relevantes para distinguir entre control y enfermedad. Para tal
fin usamos un enfoque multi-6mico que en un primer paso analiza datos de abundancia de
RNA para seleccionar genes, y luego considera datos de accesibilidad de cromatina, una
modalidad molecular independiente, para realizar la validaciéon cruzada. Comparamos
expresion diferencial (DEG), Random Forest y LASSO, y lo aplicamos a un modelo murino
de progresion de carcinoma ductal invasivo. En este punto, DEG demostr6 superior
validacién multi-6mica en términos de correlacion y estabilidad de resultados. Asimismo,
validamos la aplicabilidad clinica en pacientes humanos, donde solamente las firmas
derivadas de DEG predijeron supervivencia significativamente. De esta forma,
identificamos una firma ultra-compacta de 5 genes con triple validacion, transcriptomica-
epigenética-clinica, que supera en varias dimensiones a varias firmas comerciales. Nuestros
resultados demuestran que la expresion diferencial, con una validacién multi-6mica y
clinica, puede encontrar biomarcadores con buen valor prondstico, estableciendo un
paradigma generalizable para analisis de datos multi-6micos.

Palabras clave: seleccion de caracteristicas; expresion génica; datos multi-6micos;
scRNA-seq; scATAC-seq



1. INTRODUCCION

1.1 Biomarcadores en cancer de mama

El cancer de mama es la neoplasia mas frecuente en mujeres a nivel mundial, con mas
de 2 millones de nuevos casos diagnosticados anualmente (Sung et al., 2021). A pesar
de los avances en los tratamientos, la heterogeneidad tumoral y la progresion a estadios
avanzados siguen representando desafios importantes para el prondstico y manejo
clinico. La identificaciéon de biomarcadores moleculares que permitan estratificar
pacientes segin riesgo de progresion es crucial para implementar medicina de
precision. Especificamente, conocer qué genes cambian, y como, durante la progresion
tumoral permite desarrollar tests moleculares que, al medir la expresion de estos genes
en una biopsia, clasifican pacientes segiin su perfil molecular. Esta estratificacion
molecular ha demostrado ayudar a mejorar decisiones terapéuticas en hasta el 30% de
los casos (Cardoso et al., 2019; Paik et al., 2004).

En las tltimas dos décadas, se han desarrollado multiples firmas génicas
comerciales para prondstico de cancer de mama, como Oncotype DX (21 genes),
MammaPrint (70 genes) y PAMS50 (50 genes) (Paik et al., 2004; van 't Veer et al.,
2002). Sin embargo, estas firmas fueron derivadas principalmente de datos
transcriptomicos bulk (de tejido completo) sin considerar la heterogeneidad celular ni
validacion a nivel epigenético. Ademas, el nimero elevado de genes las hace costosas
de implementar en contextos con recursos limitados.

1.2 Expresion génica y tecnologias émicas
El genoma de una célula contiene la informaciéon completa en forma de ADN, con
aproximadamente 20000 genes en humanos. Sin embargo, no todos los genes estan
activos simultaneamente. La expresion génica es el proceso por el cual, en un
determinado momento, la informacion de un gen se utiliza para sintetizar una proteina
funcional, siguiendo el dogma central de la biologia molecular. Un gen "expresado"
significa que se estd produciendo el ARN mensajero (mRNA) correspondiente a ese
gen, el cual posteriormente serd traducido a proteina. La cantidad de mRNA presente
en una célula refleja entonces el nivel de actividad de ese gen. Por ejemplo, en una
célula tumoral proliferativa, genes relacionados con division celular estaran altamente
expresados, mientras que genes supresores de tumores pueden estar silenciados.
RNA-seq es una de las tecnologias existentes que permite cuantificar la abundancia
de mRNA en una muestra. Técnicamente, extraec el ARN total, lo convierte a ADN
complementario (cDNA) y lo secuencia. El nimero de lecturas (reads) obtenidas para
cada gen es proporcional a su nivel de expresion (Wang et al., 2009). Tradicionalmente,
RNA-seq se realizaba solamente en tejido completo (denominado bulk), analizando una
muestra completa (por ejemplo, un fragmento de tumor) que contiene millones de
células de diferentes tipos (células tumorales, fibroblastos, células inmunes). El
resultado es un promedio de expresion de todas estas células mezcladas, lo que oculta
la heterogeneidad celular. La revolucion tecnoldgica de single-cell RNA-seq (scRNA-
seq) permite medir la expresion génica en cada célula individual (Tang et al., 2009). En
lugar de un valor promedio del tejido, se obtienen perfiles de expresion de miles a
millones de células individuales, revelando subpoblaciones celulares, estados
transicionales y heterogeneidad intra-tumoral que son imposibles de ver en datos bulk.



Si bien el presente trabajo no se enfoca en la caracterizacion de subpoblaciones
celulares, el uso de datos de célula tnica ofrece numerosas ventajas metodoldgicas
criticas sobre bulk RNA-seq. En primer lugar, nos brinda mayor poder estadistico al
operar sobre decenas de miles de observaciones individuales en lugar de pocas réplicas
biologicas, aumentando la robustez de los métodos de seleccion de caracteristicas.
Ademas, se preservan sefiales de poblaciones minoritarias que se diluyen en promedios
bulk. Por tultimo, y principalmente importante sobre todo en este trabajo, tenemos el
pareamiento célula-a-célula de RNA y ATAC que nos permite validar la concordancia
entre transcripcion y accesibilidad a la cromatina en las mismas células individuales,
algo imposible en tecnologias bulk donde RNA y ATAC se miden en porciones de
tejido proveniente de distintas muestras (Tang et al., 2009; Cusanovich et al., 2015).

Por otro lado, la expresion génica no solo depende de la secuencia de ADN, sino
también de su accesibilidad. El ADN en células eucariotas estd empaquetado en la
cromatina, donde las regiones "abiertas" (accesibles) permiten que los factores de
transcripcion se unan y activen genes, mientras que las regiones "cerradas"
(inaccesibles) estan silenciadas (Klemm et al, 2019). ATAC-seq (A4ssay for
Transposase-Accessible Chromatin using sequencing) es una tecnologia que identifica
regiones del genoma con cromatina accesible (Buenrostro et al., 2013). Utiliza una
enzima (llamada transposasa o TNS) que solo puede insertarse en regiones de ADN
abiertas. Cuantas mas inserciones se detectan en una region promotora de un gen,
mayor es su accesibilidad y, potencialmente, su capacidad de ser expresado.
Analogamente a RNA-seq, single-cell ATAC-seq mide accesibilidad de cromatina a
nivel de célula individual, revelando estados regulatorios especificos de subpoblaciones
celulares (Cusanovich et al., 2015).

De esta manera, RNA-seq y ATAC-seq miden aspectos diferentes pero
complementarios de la regulacion génica: RNA-seq mide cuanto mRNA se estd
produciendo, mientras que ATAC-seq analiza si la maquinaria transcripcional (la
trasposasa) tiene acceso al gen. La logica bioldgica es que si un gen aumenta su
expresion genuinamente (no por ruido técnico), esperamos que su region promotora
esté mas accesible. Esta concordancia entre modalidades es un indicador de cambio
bioldgico robusto.

1.3 Seleccion de caracteristicas en datos de alta dimensionalidad

En el andlisis de datos transcriptomicos, enfrentamos un problema clasico de alta
dimensionalidad: en humanos se miden aproximadamente 20000 genes, pero solo un
pequefio subconjunto es relevante para distinguir estadios biologicos (por ejemplo,
tejido sano vs. tumor). La seleccion de caracteristicas (genes) es el proceso de
identificar este subconjunto informativo. Los métodos mas tradicionales incluyen los
enfoques estadisticos de analisis de expresion diferencial (DEG), que identifica genes
con cambios significativos entre condiciones (Love et al., 2014), y los de aprendizaje
automatico como Random Forest (RF) y LASSO, que seleccionan caracteristicas que
maximizan precision predictiva (Breiman, 2001; Tibshirani, 1996).

La métrica estandar para evaluar estos métodos es la precision de clasificacion, que
mide cuanto de bien los genes seleccionados predicen la clase, por ejemplo sano vs.
enfermo. Sin embargo, considerar solo alta precision puede ser engafioso ya que puede
haber problemas con el sobre ajuste, los artefactos técnicos y la falta de validacion en
el contexto de aplicacion, por ejemplo si tienen relevancia biologica..



En cuanto a lo clinico, desarrollar un test diagnostico basado en biomarcadores tiene
costos significativos: validacion experimental, ensayos, implementacion en hospitales.
Si los biomarcadores iniciales son artefactos técnicos (falsos positivos de del método
de seleccion de caracteristicas utilizado), se desperdicia tiempo de investigacion y
recursos economicos. Necesitamos métodos computacionales que, desde el inicio del
proceso, filtren ruido y prioricen sefial biolodgica robusta antes de llegar a la etapa de
inversion en validacion experimental.

1.4 Validacion multi-6mica como filtro de calidad

En nuestra hipdtesis de trabajo proponemos que la validacion cruzada multi-6mica es
superior a métricas de clasificacion tradicionales para identificar caracteristicas
biolégicamente relevantes. Especificamente, partimos de la idea de que los genes cuyos
cambios de expresion (scRNA-seq) estan respaldados por cambios coordinados en
accesibilidad de cromatina (scATAC-seq) son mas robustos bioldogicamente y tienen
mayor valor prondstico clinico que aquellos seleccionados solo por alta precision
predictiva. Nuestra estrategia se puede resumir en las siguientes etapas, mostradas de
manera esquematica en la Figura 1:

1. Descubrimiento (ratéon, scRNA-seq): Aplicar tres métodos de seleccion de
caracteristicas (DEG, RF, LASSO) a un modelo murino de progresion de cancer de
mama.

2. Validacién ortogonal (raton, scATAC-seq): Evaluar qué método selecciona genes
con mayor concordancia entre cambios de expresion y de accesibilidad de cromatina.
3. Validacion traslacional (humano, TCGA-BRCA): Examinar el valor prondstico de
las firmas génicas en datos clinicos de supervivencia de pacientes con cancer de mama.
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Fig. 1. Desde transcripcion hasta accesibilidad de cromatina y analisis de
supervivencia.

Control vs. Tardio

Este disefio permite responder cual de los métodos de seleccion de caracteristicas
identifica biomarcadores que no solo predicen bien en el conjunto de datos original,
sino que también tienen respaldo en los cambios coordinados a nivel transcripcional y
de regulacion de cromatina, y se traducen a valor pronostico clinico en humanos.

De esta forma, el principal objetivo de nuestro trabajo fue comparar tres métodos
de seleccion de caracteristicas, expresion diferencial (DEG), Random Forest (RF) y
LASSO en términos de precision de clasificacion, validacion multi-omica RNA-
ATAC, y valor pronostico en supervivencia humana. En este contexto quisimos
establecer una estrategia de validacion multi-6mica con el fin de demostrar que la
concordancia RNA-ATAC es un criterio robusto para evaluar la relevancia biologica
de los genes seleccionados. También se propuso validar la aplicabilidad clinica,



demostrando que los genes descubiertos en el modelo murino tienen valor prondstico
en pacientes humanos (traslacion entre especies), mediante analisis de supervivencia.
Como resultado adicional al analisis comparativo, identificamos una firma génica
ultra-compacta, compuesta de un conjunto minimo de genes con triple analisis
(transcriptomica, epigenética, clinica) que en términos de nimero de genes y validacion
multi-omica sugiere potencial competitivo frente a varias firmas comerciales.

2. TRABAJOS RELACIONADOS

La integracion de datos multi-Omicos para identificacion de biomarcadores ha sido
abordada desde distintos angulos metodologicos. MOFA (Argelaguet et al., 2018)
factoriza conjuntamente multiples modalidades dmicas para extraer fuentes latentes de
variacion compartida y especifica de cada capa. Aunque el framework permite
incorporar RNA-seq y ATAC-seq, su objetivo es la descomposicion de varianza y no
la evaluacion comparativa de métodos de seleccion de caracteristicas; tampoco incluye
validacion de valor prondstico en cohortes clinicas.

Seurat v3 (Stuart et al., 2019) introdujo integracion multi-modal de datos de célula
unica mediante anclas de transferencia, facilitando el alineamiento de perfiles RNA y
ATAC en espacios latentes compartidos. Su validacion se circunscribe al dominio
computacional - precision de integracion celular, correlacion entre modalidades - sin
extenderse a la evaluacion del rendimiento clinico de los biomarcadores resultantes.
Nuestro enfoque difiere al utilizar la concordancia RNA-ATAC no como métrica de
integracion técnica, sino como criterio de calidad para comparar métodos de seleccion
de caracteristicas.

Curtis et al. (2012) realizaron una caracterizacion multi-omica integrativa de 2.000
tumores de mama combinando expresion génica, variacion en nimero de copias y datos
clinicos, definiendo 10 subgrupos moleculares con prondsticos diferenciados. Su
contribucion establece que la estratificacion multi-Omica supera en resolucion
prondstica a la clasificacion basada unicamente en receptores hormonales. Sin
embargo, el andlisis se apoya en clustering no supervisado sobre datos bulk; no
compara métodos de seleccion de caracteristicas ni incorpora datos de accesibilidad de
cromatina, impidiendo evaluar concordancia transcripcional-epigenética a nivel de
célula individual.

En conjunto, los trabajos previos abordan la integracion multi-6mica o el
descubrimiento de biomarcadores de forma independiente. El presente trabajo los
conecta explicitamente: la concordancia RNA-ATAC a la resolucion de célula tnica
actia como filtro intermedio entre seleccidn computacional de caracteristicas y
validacion pronostica en cohorte humana, componiendo un pipeline de tres etapas que,
hasta donde conocemos, no ha sido evaluado comparativamente en este contexto.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Conjunto de datos

Se utilizo el conjunto de datos publico GSE212707, que representa un estudio avanzado
de gendmica funcional y utiliza la tecnologia /0x Genomics Multiome para capturar, de
manera simultdnea, el transcriptoma y el perfil de accesibilidad de la cromatina en
células individuales. Este enfoque integrador permite vincular directamente la



expresion génica con los elementos regulatorios del ADN en el mismo estado celular,
facilitando la identificacion de mecanismos epigenéticos que impulsan la progresion
tumoral. El estudio se centra principalmente en la caracterizacion del microambiente
del cancer de mama.

Experimentalmente, el disefio incluye un robusto modelo de raton compuesto por
nueve muestras distribuidas equitativamente en tres estadios bioldgicos: tres réplicas
de tejido mamario sano que actiian como control, tres muestras de estadios tempranos
caracterizados por hiperplasia y tres muestras de estadios avanzados que presentan
adenocarcinomas avanzados. Para garantizar la relevancia clinica de estos hallazgos, el
conjunto de datos incorpora ademas tres muestras de pacientes humanas diagnosticadas
con carcinoma ductal invasivo. En este trabajo, por cuestiones de limitaciones técnicas,
restringimos el analisis al modelo murino, comparando dos muestras de los estadios
control contra dos muestras del estadio avanzado.

3.2. Procesamiento de los datos

Como primer paso, los datos crudos de scRNA-seq fueron procesados utilizando el
paquete Seurat v4 en R. De cada una de las 4 muestras de raton (2 de control y 2 de
avanzado), se crearon objetos Seurat individuales a partir de las matrices de cuentas
generadas por Cell Ranger. Se aplicaron filtros de control de calidad para retener
células con entre 500 y 7000 genes detectados, 1000 a 50000 UMIs totales, y menos
del 25% de lecturas mitocondriales. Posteriormente, se realizd6 la normalizacion
mediante el método LogNormalize, una seleccion de los 3000 genes mas variables, el
escalado de datos, y la reduccion dimensional mediante analisis de componentes
principales (PCA). Las muestras fueron integradas utilizando el método de anclaje de
Seurat para corregir efectos de lote.

Por otros lado, los datos de scATAC-seq fueron procesados con el paquete Signac
en R. Para cada muestra, se cargaron las matrices de picos (regiones del ADN que estan
accesibles) generadas por Cell Ranger ATAC, creando objetos ChromatinAssay. La
accesibilidad de cromatina en regiones promotoras (TSS =+ 2kb) de cada gen fue
calculada sumando las cuentas normalizadas de todos los picos que intersectan con
dicha region, generando un score de accesibilidad por gen y por estadio. Si un gen tiene
en promedio un pico alto en el estadio avanzado pero no en el control, significa que en
el estadio avanzado hubo muchisimos mas fragmentos cortados por TNS en esa region,
lo que indica que el ADN se abri6 para permitir la transcripcion de ese gen.

La matriz resultante de expresion normalizada (log-counts) de 54299 células x
28000 genes fue utilizada para el analisis de expresion diferencial entre estadios
mediante el test de Wilcoxon (implementado en FindMarkers de Seurat), y para la
aplicacion de RF y LASSO. De la aplicacion de estas tres técnicas se obtienen tres
conjuntos de genes, los seleccionados por cada una.

Brevemente, en este contexto el test de Wilcoxon constituye un estandar para el
analisis de expresion diferencial en datos de célula tinica debido a su naturaleza no
paramétrica, lo que le permite comparar las distribuciones de expresion entre los grupos
control y avanzado sin asumir una distribucion normal, manejando asi con eficacia la
elevada proporcion de ceros y la dispersion caracteristica del scRNA-seq. Por otro lado,
RF aporta una perspectiva de aprendizaje supervisado mediante la construccion de un
conjunto de multiples arboles de decision que clasifican las células segiin su estado
biologico; este método permite identificar genes clave a través del calculo de la



importancia de las variables, lo que ayuda a capturar interacciones no lineales y
relaciones complejas entre marcadores que los test estadisticos tradicionales podrian
ignorar al evaluar cada gen de forma aislada. Complementariamente, la regresion
LASSO usa una técnica de regularizacion denominada penalizacion L1, la cual impone
una restriccion sobre la magnitud de los coeficientes del modelo, provocando que los
pesos de los genes menos informativos se reduzcan exactamente a cero. Este proceso
realiza una seleccion automatica de caracteristicas, generando un modelo disperso y
altamente interpretable que retiene Uinicamente aquellos genes con el mayor poder
predictivo para diferenciar el tejido sano del tumoral en etapas avanzadas.

En este punto, para evaluar la concordancia entre expresion génica (RNA) y
accesibilidad de cromatina (ATAC), calculamos los cambios entre estadios (log2 fold-
change) de forma independiente para cada gen de cada grupo (los seleccionados por
DEG, por RF y por LASSO). Cabe destacar que de los 100 genes retornados por cada
método, no todos tenian datos aceptables de accesibilidad. Por esta razoén, la cantidad
final de genes que pasa a la siguiente etapa fue menor a 100 en los 3 casos. Para RNA-
seq, se computo el promedio de expresion normalizada por gen en cada estadio (control
y avanzado) y se calculd log2FC. Paralelamente, para ATAC-seq, se calculo el
promedio de accesibilidad de promotores por gen en cada estadio, y se computaron los
mismos log2FC.

La validaciéon cruzada consistio en correlacionar con Pearson los vectores de
log2FC RNA y log2FC ATAC de cada gen. Genes con cambios concordantes en
ambas modalidades fueron clasificados como validados epigenéticamente. Esta
métrica de concordancia RNA-ATAC fue utilizada para comparar la robustez biologica
de las caracteristicas seleccionadas por DEG, RF y LASSO, bajo la hipotesis de que
genes con cambios significativos y coordinados en expresion y accesibilidad
representan sefial bioldgica mas confiable que aquellos con cambios solo detectables
en una modalidad.

Por ultimo, la validacion clinica se realizd mediante un analisis de supervivencia,
buscando en primera instancia los genes ortélogos en humanos para los genes de raton
sugeridos por el método que present6 la mejor performance. Para esto se usaron datos
de TCGA-BRCA, donde se obtienen muestras de 1079 pacientes y 153 eventos. Se
realizo el analisis de supervivencia considerando distintos tamafios de grupos de genes,
para verificar cual de ellos podria considerarse una firma génica en este tipo de céncer.
Una vez establecido que con 5 genes se tenia una firma significativa, se compard con
las firmas de 5 genes sugeridas por los otros dos métodos.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Seleccion de caracteristicas en datos scRNA-seq, validado en scATAC-seq
A partir de la matriz de expresion normalizada de 54299 células x 28000 genes,
aplicamos tres métodos estandar de seleccion de caracteristicas para identificar genes
diferencialmente expresados entre tejido control y tumor avanzado: andlisis de
expresion diferencial (DEG) mediante test de Wilcoxon, RF con importancia de
caracteristicas basada en Mean Decrease Gini, y LASSO con regularizacion L1y con
seleccion automatica de A 6ptimo por validacion cruzada.

Para evaluar la estabilidad y reproducibilidad de los métodos de seleccion de
caracteristicas, implementamos un disefio de bootstrap con 30 iteraciones



independientes. En cada iteracion, se tomaron muestras aleatoriamente del 80% de las
células del dataset sScRNA-seq (donde control + avanzado son n=29544 células totales),
manteniendo la proporcion de cada estadio. Sobre este subconjunto, se aplicaron los
tres métodos de seleccion de caracteristicas: DEG, RF y LASSO. Cada método
selecciono sus top 100 genes segln su criterio especifico (p-valor ajustado para DEG,
importancia de Gini para RF, y magnitud de coeficientes para LASSO). Este
procedimiento de sub-muestreo aleatorio garantiza que los resultados no dependan de
la composicion especifica del conjunto de datos ni de una tnica corrida, sino que
reflejen propiedades robustas de cada método de seleccion.

A partir de los 100 genes seleccionados por cada método en cada iteracion, se
identifico cudles tenian datos de accesibilidad de cromatina validos en ambos grupos,
control y avanzado. Un gen fue considerado "validable" si su region promotora (TSS +
2kb) contenia al menos un pico detectado tanto en muestras control como avanzado,
permitiendo el calculo de cambios de accesibilidad entre estadios. A través de las 30
iteraciones, DEG valid6 en promedio 82,5 genes, RF 86,6 genes, y LASSO 77,6 genes.

Para cada gen validable, se calcularon los cambios de expresion génica y los
cambios de accesibilidad de cromatina entre los estadios. El log2FC de expresion se
obtuvo calculando el promedio de expresion normalizada (log-counts) de cada gen en
control vs. avanzado: 10g2FC RNA = log2(expresion_avanzado/expresion_control).
Paralelamente, el log2FC de accesibilidad se calculd sumando las sefiales de todos los
picos de ATAC que intersectan con la region promotora del gen (TSS =+ 2kb) en cada
grupo, promediando entre células: log2FC_ATAC =
log2(accesibilidad avanzado/accesibilidad control). Este enfoque captura tanto
cambios transcripcionales (cuanto mRNA se produce) como cambios regulatorios
epigenéticos (cuan accesible estd la cromatina para la maquinaria transcripcional),
permitiendo evaluar si ambas modalidades reportan cambios coordinados en los
mismos genes.

La métrica de validacion multi-Omica consistié en correlacionar los vectores de
log2FC RNA y log2FC ATAC para los genes seleccionados por cada método,
utilizando la correlacion de Pearson. Se espera que un método robusto seleccie genes
cuyos cambios de expresion estdn respaldados por cambios coordinados en
accesibilidad de cromatina, reflejandose en una alta correlacion positiva. La Tabla 1
presenta los resultados promedio de las 30 iteraciones.

Tabla 1: Correlacion RNA-ATAC por método en 30 iteraciones

-value vs
Método Media r SDr Mediana r P DEG Interpretacion
Alta correlacion,
DEG 0.729 0.004 0.730 — maxima
estabilidad
Equivalente a DEG,
RF 0.726 0.019 0728 | 0.452 (ns) |"WVA'E
mas variable
Inferior, altamente
LASSO 0.609 0.042 0.617 1.86x1079%** | I
inestable

Nota: p-values calculados con test de Wilcoxon pareado. n.s. = no significativo



DEG alcanzé una correlacion promedio r=0,729 + 0,004, RF r=0,726 + 0,019, y
LASSO r=0,609 + 0,042. Los tests estadisticos de Wilcoxon pareados revelaron que
DEG y RF son estadisticamente equivalentes (p=0,452), ambos significativamente
superiores a LASSO (p=1.86x10"° para ambas comparaciones). Sin embargo, DEG
exhibio la menor variabilidad entre iteraciones (SD=0,004), indicando maéxima
estabilidad independientemente del sub-muestreo celular, mientras que LASSO mostro6
alta inestabilidad (SD=0,042, 10 veces mayor). En la Figura 2 se observa claramente
este comportamiento.

Correlacion RNA-ATAC: 30 iteraciones
Diamond = promedio, box = mediana + IQR
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Fig. 2. Comportamiento de los métodos en las 30 corridas

Estos resultados demuestran que el analisis de expresion diferencial es el método mas
robusto para seleccion de caracteristicas con respaldo multi-6mico: no solo alcanza la
correlacion RNA-ATAC mas alta, sino que mantiene esta performance
consistentemente a través de multiples ejecuciones y muestreos de datos, mientras que
RF, aunque competitivo en promedio, exhibe mayor variabilidad, y LASSO es tanto
inferior en correlaciéon como inestable en su performance. La superioridad de DEG se
atribuye a que su criterio estadistico (distribuciones celulares individuales + test no
paramétrico) filtra naturalmente artefactos técnicos y prioriza cambios bioldgicos
replicables, mientras que métodos de los métodos de aprendizaje automatico estan
optimizados para mejorar la precision y pueden capturar patrones predictivos no
necesariamente respaldados por regulacion epigenética coordinada.

4.2 Validacion traslacional: valor prondstico en cincer de mama humano

Para evaluar si los genes identificados en el modelo murino tienen relevancia clinica en
humanos, realizamos analisis de supervivencia en la cohorte TCGA-BRCA (n=1079
pacientes, 151 eventos de muerte). Utilizando los genes seleccionados por DEG en
orden de significancia estadistica, evaluamos firmas génicas de diferentes tamafios (5,
10, 15, 30, 50 y 100 genes) para identificar el conjunto minimo con valor pronostico
(Figura 3). Para cada firma, se calcul6 un score de expresion (promedio de log-counts
estandarizado) y se probd su asociacion con supervivencia global mediante regresion



de Cox. El analisis se truncé a 15 afios de seguimiento para evitar inestabilidad
estadistica por bajo nimero de pacientes en riesgo en tiempos tardios.

Poder pronésitco vs tamaro de firma (genes DEG)
Supervivencia en TCGA-BRCA
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»
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Fig. 3. Poder prondstico de las firmas encontradas por DEG

Identificamos que una firma ultra-compacta de 5 genes mostro asociacion significativa
con supervivencia: pacientes con alta expresion de la firma presentaron 18% mayor
riesgo de muerte por unidad de desviacion estandar (HR=1,18 [1,01-1,38], p=0,034)
(Figura4A). Esta firma incluye los genes SORBS2, CDH1, TRPS1, EPCAM y PTPRK,
todos altamente expresados (UP-regulated) en tumores avanzados del modelo murino
y con cambios coordinados en accesibilidad de cromatina.

Para contrastar la especificidad de la validacion multi-6mica, comparamos el
desempefio prondstico de las firmas derivadas de los tres métodos. Se evaluaron los top
5 genes de DEG, RF y LASSO bajo el mismo protocolo de analisis de supervivencia a
15 afios (Tabla 2, Figuras 4B-C). Unicamente la firma de DEG alcanzé significancia
estadistica (p=0,034), mientras que RF (HR=1,04, p=0,622) y LASSO (HR=1,03,
p=0,605) no mostraron asociacion con supervivencia.

Tabla 2: Validacion clinica, firmas de 5 genes en Supervivencia (TCGA-BRCA, 0-15

afios)
Método |Genes HR Cl P_value [Significativo
DEG SORBS2, CDH1, TRPS1, EPCAM, PTPRK 1,18 [1.01-1.38] 0,0341 Sl
RF ARHGAP15, EBF1, PTPRC, TRPS1, NEAT1 1,04 [0.89-1.22] 0,622 NO
LASSO PTN, SAMD5, MALAT1, NAALAD2, CCBE1 1,03 [0.91-1.18] 0,605 NO

Nota: HR (Hazard Ratio) calculado por desviacion estandar de aumento en el score de
expresion estandarizado. Analisis de supervivencia global truncado a 15 afios de
seguimiento. Genes listados en orden de importancia/significancia seglin cada
método.

Es interesante notar que RF comparte un gen con DEG (TRPS1). Sin embargo, en el
caso de RF la inclusion de los genes adicionales sin respaldo epigenético robusto diluye



el poder pronoéstico. LASSO seleccion6é un conjunto completamente diferente enfocado
en genes con coeficientes de regresion dispersos, que aunque utiles para la
clasificacion, no predicen mortalidad tal como demuestra este estudio.

Este resultado confirma que la validaciéon multi-mica RNA-ATAC no solo
identifica genes con cambios transcripcionales consistentes, sino que ademas prioriza
genes con mayor utilidad prondstica en contextos clinicos humanos. La superioridad
de DEG se mantiene a través de las tres capas de validacion implementadas: (1)
correlacion RNA-ATAC en raton (r=0,729 + 0,004), (2) estabilidad a través de 30
iteraciones bootstrap (SD=0,004 vs 0,019/0,042 en RF/LASSO), y (3) prediccion de
supervivencia en humanos (inico método significativo). Los 5 genes de la firma DEG
no solo diferencian estadios control vs. avanzado en ratoén, sino que su expresion
coordinadamente elevada en tumores humanos identifica pacientes con peor
pronodstico, demostrando conservacion funcional del programa transcripcional de
progresion tumoral entre especies.

TCGA-BRCA: DEG
Genes: SORBS2, CDH1, TRPS1, EPCAM, PTPRK
HR=1.18 [1.01-1.38], p=0.0341
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Fig. 4. Analisis de supervivencia de las firmas formadas por los 5 top genes de cada
método

5. CONCLUSIONES Y TRABAJO FUTURO

5.1 Validacién multi-6mica

Este trabajo establece que la validacion cruzada multi-Omica, especificamente mediante
concordancia RNA-ATAC, constituye un criterio superior a las métricas de
clasificacion tradicionales para evaluar la relevancia biologica de genes seleccionados
en analisis transcriptomicos. Demostramos que una alta precision predictiva (>95%) no



garantiza que los genes identificados representen cambios bioldgicos genuinos: en la
primera etapa, RF y LASSO alcanzaron performance clasificatoria equivalente a DEG,
pero en el andlisis posterior sus genes mostraron menor concordancia entre cambios de
expresion y accesibilidad de cromatina (r=0,47 y r=0,44 respectivamente vs r=0,73 en
DEG). Mas aun, esta diferencia en validacion molecular se tradujo directamente a
utilidad clinica diferencial: solo DEG produjo firmas con valor pronostico significativo
en humanos. La logica subyacente es que genes cuyos cambios transcripcionales estan
respaldados por remodelacion epigenética coordinada (apertura/cierre de cromatina)
reflejan reprogramacion celular robusta, mientras que genes seleccionados inicamente
por poder discriminativo pueden capturar variabilidad técnica, efectos de lote, o
interacciones espurias que no se conservan entre sistemas biologicos. El enfoque
propuesto es generalizable: cualquier analisis de expresion diferencial puede
beneficiarse de validacion ortogonal con datos de accesibilidad, metilacion, o
modificaciones de histonas, reduciendo la probabilidad de obtener falsos positivos.
Esto es particularmente relevante en medicina de precision, donde los biomarcadores
derivados de datos 6micos deben demostrar un fundamento bioldgico profundo para
justificar la evaluacion y desarrollo de tests diagnosticos clinicos.

5.2 Valor traslacional en humanos

La firma de 5 genes identificada (SORBS2, CDHI1, TRPS1, EPCAM, PTPRK)
representa un perfil transcripcional de progresion tumoral conservado entre raton y
humano, con relevancia pronostica demostrada en 1079 pacientes de cancer de mama.
Estos genes participan en procesos clave de agresividad tumoral: reorganizacion del
citoesqueleto y motilidad celular (SORBS2), pérdida de adhesion intercelular asociada
a transicion epitelial-mesenquimal (CDH1/E-cadherin), regulacion transcripcional pro-
metastasica (TRPS1), mantenimiento de identidad epitelial tumoral (EPCAM), y
sefializacion oncogénica (PTPRK). Su expresion coordinadamente elevada en tumores
avanzados murinos, respaldada por apertura de cromatina en regiones promotoras,
sugiere una activacion epigenética concertada durante la progresion. La traslacion
exitosa a valor pronodstico humano (HR=1.18, p=0.034) confirma que estos genes no
son meros marcadores de estadio tumoral, sino también posibles predictores de
resultado clinico: pacientes con alta expresion de la firma tienen 18% mayor riesgo de
muerte por desviacion estandar de aumento, independientemente de caracteristicas
clinico-patologicas tradicionales. Comparado con firmas comerciales establecidas
como Oncotype DX (21 genes) o MammaPrint (70 genes), nuestra firma de 5 genes
ofrece ventajas de costo-efectividad para implementacion en contextos de recursos
limitados, manteniendo un respaldo metodolégico triple (transcriptomico-epigenético-
clinico) ausente en firmas derivadas exclusivamente de datos bulk sin validacion multi-
omica. La conservacion funcional entre especies valida ademas el uso de modelos
murinos para descubrimiento de biomarcadores, siempre que se implementen
estrategias rigurosas de validacion.

5.3 Direcciones futuras y extensiones de la propuesta

Varias lineas de investigacion emergen como extensiones naturales de este trabajo.
Primero, la estratificacion de la firma de 5 genes por subtipos moleculares de cancer de
mama (Luminal A/B, Basal, HER2-enriquecido) permitiria determinar si el valor
prondstico es uniforme o especifico de contexto, potencialmente identificando



subgrupos de pacientes donde la firma podria tener maxima utilidad clinica. Segundo,
la integracion de una tercera capa Omica (protedmica por ejemplo) validaria si los
cambios transcripcionales y epigenéticos se traducen efectivamente a niveles de
proteina funcional, completando la cascada regulatoria. Tercero, el analisis de genes
diferencialmente expresados entre estadios temprano y avanzado (no solo control vs
avanzado) podria identificar marcadores de transicion temprana con potencial
preventivo, en lugar de prondstico post-diagnostico. Cuarto, la aplicacion de este
enfoque a otros tipos tumorales con datos multi-oma pareados disponibles (pulmoén,
colon, prostata) evaluaria la generalizacion del principio de validacion RNA-ATAC
mas alla de cancer de mama.
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