CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS
DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

UNIDAD IRAPUATO

DEPARTAMENTO DE INGENIERIA GENETICA

Perfiles de metilacion del ADN en células THP-1 estimuladas con acido
araquidonico (AA) o acido oleico (AO) y su impacto transcripcional

Tesis que presenta

Guillermo Antonio Silva Martinez

para obtener el Grado de

Doctor en Ciencias

en la Especialidad de

Biotecnologia de Plantas
Co-Directores de Tesis: Dra. Gertrud Lund y
Dr. Silvio Zaina*

*Universidad de Guanajuato

Irapuato, Guanajuato Febrero 2017



Por este medio declaro que yo he preparado este trabajo de tesis de forma independiente y sin
ayuda externa. Especialmente declaro que he citado de forma correcta y explicita a los autores y
trabajos en los que esta tesis se apoya, asi como las contribuciones de las personas que

coadyuvaron en su desarrollo.
Irapuato, Guanajuato a los 15 dias del mes de Febrero del 2017.

Guillermo Antonio Silva Martinez



Este trabajo se realizé en el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN - Unidad
Irapuato, Departamento de Ingenieria Genética, Laboratorio de Epigenética en conjunto con la
Universidad de Guanajuato Campus Ledn, Departamento de Ciencias Médicas Division de
Ciencias de la Salud, bajo la codireccion de la Dra. Gertrud Lund y el Dr. Silvio Zaina gracias al
apoyo otorgado por el Consejo de Ciencia y Tecnologia del estado de Guanajuato (CONCYTEG)
con el no. 08-03-K662-020-A01; al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) a
través de los Proyectos de Ciencia Béasica no. 83401 y la beca para estudios de doctorado no.
334370. Este trabajo fue realizado del 01 de Marzo de 2012 al 30 de Junio de 2016.

Miembros del Comité de Asesores:
Dra. Laila Pamela Partida

Dra. Nalleyi Marsch Martinez
Dra. Gloria Barbosa Sabanero

Dr. Stefan De Folter

Fecha de examen de grado: 15 de Febrero de 2017



Agradecimientos

Agradezco a mi familia, por ser el pilar fundamental en todo lo que soy, en toda mi educacién,
tanto académica, como de la vida, por su incondicional apoyo a través del tiempo.

A mi mejor amiga, colega y compafiera de vida, Fabiola E. Tristan-Flores, quien siempre me ha
dado su apoyo incondicional en todo momento. Gracias por todo, te amo.

A mis directores de tesis, la Dra. Gertrud Lund y el Dr. Silvio Zaina, por brindarme la oportunidad
de pertenecer a un increible grupo de trabajo y el haberme permitido realizar mi trabajo de
investigacion.

A la BQ. Dalia Rodriguez-Rios y a la Dra. Yolanda Alvarado-Caudillo, por su asesoria durante el
desarrollo del apartado experimental de este proyecto.

A los miembros de mi comité, Dra. Laila Partida, Dra. Gloria Barbosa, Dra. Nalleyi Marsch y Dr.
Estefan de Folter por sus valiosas aportaciones a lo largo del desarrollo de éste trabajo
experimental, que sin duda ayudaron a enriquecerlo en varios aspectos. Al Dr. Luis Delaye por
facilitarnos el acceso a su nodo computacional (proyecto CONCYTEG “Laboratorio de
aprendizaje e investigacion en computo biologico: LAICBIO, Clave: GTO-2012-C02-187442”)

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por el otorgamiento de la beca
nacional no. 334370 para la realizacién de estudios de doctorado y al Centro de Investigacion de
Estudios Avanzados (CINVESTAV) Unidad Irapuato, por la formacion recibida en el programa
de Biotecnologia de Plantas.

A todo el personal académico, administrativo y de mantenimiento del CINVESTAV Unidad
Irapuato por facilitarme todas las herramientas necesarias para el trabajo de laboratorio y tramites
en este centro.

En general quisiera agradecer a todas y cada una de las personas que han vivido conmigo la
realizacion de esta tesis doctoral, con sus altos y bajos y que no necesito nombrar porque tanto
ellas como yo sabemos que desde los mas profundo de mi corazon les agradezco el haberme
brindado todo el apoyo, colaboracion, animo y sobre todo carifio y amistad.

Todo este trabajo ha sido posible gracias a ellos.



Indice General

INAICE A8 TADIAS .....vovecveeceeeee ettt sttt s sttt n st en et VII
INQICE U8 FIGUIBS .....vovicveveeceseeeees et ee et ee et ettt ettt e s st s s et en st senee s ensnees VIl
INQICE 08 ADIEVIAIUIAS .......ocveveceeeceeeeeee ettt ettt s st e st ss et s e esnentenenen e X
RESUIMEN..... ettt ettt ekttt e bt e e kbt e e et e et e e e st e e e sabe e e smbe e e anbe e e nnbeeennneeen 1
o1 = Tod RSP RPRRR 2
Yoo [0 Tod o1 To ] o SRR 3
Epigenética: Definicion y efectores prinCipales..........couiiiiieiii i 3
MELIHACION TEI ADN ...ttt bttt et sbesbenbenbenrenneas 3
Mecanismos de metilacion y desmetilacion del ADN............cccocoeiieie e 4
Contexto y distribucion gendmica de la metilacion del ADN..........c.ccoeviiiiiecce e 5
Metilacion del ADN Y 12 tranSCrIPCION ......c.ocveiieiicic et 6
Mecanismos de regulacion transcripcional mediadas por la metilacion del ADN.................. 7
Modulacion de la metilacion diferencial del ADN ........ccoooioiiiiniiiiieeeee e 8
DUrante el deSArroll0 ..........ooveiiiiiii s 8

=T Y =T =T P o USSR 9
Componentes en la dieta y modificaciones epigenétiCas ............ccocereerereieneneneiene e 11
ACIHOS GIASOS .....vovecveeeceeee ettt ee ettt en s s st s et en s s s sansenas 11
Acidos grasos: Su efecto en procesos bioldgicos y en enfermedad .............coccoevvveveevcenene, 12

Los acidos grasos pueden modificar el metiloma humano .............ccccoovviviieieicne s, 14
Acidos grasos, p-oxidacion y mADN: Antecedentes directos del proyecto ...........c..cce.eveene. 14

[ [T L0 1 (= 1RSSO SRROSTORON 16
L@ o] =] (LYo TSP OPPPRPTRRPP 16
ODjetiVoS ESPECITICOS. ......viiiiiiiciiccee ettt st e e sre e sbe e e eneeanas 16
MaterialeS Y MELOUOS .......cuviiiiciecie et te et e et e e e e saeesbeeteeneesaaereas 17



CUITIVOS CRIUIAIES ... ettt e e et et e e e e e e e e e e e eeeeeeeaaaan 17

Microarreglo para determinar MADN .........ooiiiiii e 17
MiCroarreglo A8 EXPIESION ......cuiiieiieie ettt e et e s esae e e e s reesreennesneennaeeens 18
Deteccion del estado de metilacion de elementos ALU en células THP-1.......cccccooceviiirinnene. 18
Anadlisis comparativo de los perfiles de metilacion con datos publicos.........ccccceeereriviviinnnnn. 19
RESUITAAOS ...ttt ettt e st et e e s e e be e beeneesreenbeeneenneenbeente s 22

Identificacion de CpGs que muestran cambios en la metilacion dependiente de la dosis de AA
Efecto del AA y AO sobre los niveles de metilacion de los elementos repetidos ALU en

CRIUIAS THP -1 ..o e ettt e e e e e e e e e et e e e e e e e e et eeeeeeeaaaan 27

Expresion diferencial inducida a por &cidos grasos y su relacion con la metilacion ................ 35

Evaluacion de la relevancia bioldgica de los efectos del AA o AO en la mADN mediante

EPIGENOMICA COMPAIALIVAL ... eveitieeiieie ittt ettt eb e e e s ene e nes 40
Dol U1 (o] OSSPSR 49
(O] T[] o] 1= SRS UR TIPSR 54
e £ 0T )7 S PSSR PRORRPSON 56
[T o] [ToT o] = USSR 57
AANEXOS ...ttt b R b e R R e e Rt e ARt e R et e Rt e Re e bt e be e e bt e nne e neennes 75

Material SUPIEMENTAIIO .......ccueeiiiieie et e e e te e e e e sreeeeas 75

CUITICUIUM VITBE ...ttt e e et et e et e s ne e te et e s neenaeeneenneenes 76

Lista de publicaciones y participaciones en congresos con el trabajo de tesis. ..........cc.cceenee. 79

Vi



indice de Tablas
Tabla I: Caracteristicas de estudios referenciados que se realizaron bajo la plataforma 450k..... 20

Tabla Il: Lista de genes diferencialmente metilados (DM) en respuesta al estimulo de diferentes
dosis (1, 10 Y 100 M) A8 AA. ..ottt et nn 24

Tabla I11: Lista de genes diferencialmente metilados (DM) en respuesta al estimulo de diferentes
dosis (1, 10 Y 100 M) A8 AD. ..ottt ettt nn 25

Tabla I1V: Relacion entre metilacion del ADN y 1a tranSCripCion. ..........ccoeveveierieneineseneeneens 39

Tabla V: Principales rutas metabolicas/sefializacion enriquecidas dentro del programa DAVID 46

VI



indice de Figuras

Figura 1: Compartimentos génicos y la distribucion topografica en referenciaa la ICG............... 6
Figura 2: Epigenética y factores de tranSCripCiON. ..........ccoeiriierieineneree e 7
Figura 3: Metilacion del ADN, densidad del contenido CG y regulacion en la transcripcion. ...... 8
Figura 4: Principales causas de muerte a nivel mundial al afio 2014. ........c.cccooovvvevieveiiieieenns 10

Figura 5: Andlisis de clustering no supervisado del microarreglo de alta densidad de la metilacion
del ADN (450k) de células THP-1 estimuladas COn AGS.........ccccoeieieieieeiesieeiesesese e 23

Figura 6: Distribucion de la metilacion de CpGs que muestran cambios dependientes de la dosis
(o[- OSSR 27

Figura 7: Efecto de AG puros en la metilacion del ADN de elementos ALU en monocitos THP-1.

Figura 8: Distribucion de CpG diferencialmente metiladas en respuesta al estimulo de AA, en

funcidn a su distribucion génica y conteXto CPG. ......ccveiieiicieiieie e 30

Figura 9: Distribucion de CpG diferencialmente metiladas en respuesta al estimulo de OA, en

funcidn a su distribucion génica y CoONtEXt0 CPG. .....ceiviiveiriiiieiee e 30
Figura 10: Blancos génicos sometidos a la metilacion diferencial mediada por el AA.. ............. 31
Figura 11: Blancos génicos sometidos a la metilacion diferencial mediada por el AO. .............. 32
Figura 12: Ejemplos de algunos perfiles de metilacion ejercidos por el AA0 AO........cccceuvne. 34

Figura 13: Asociacion entre los cambios de mADN vy los niveles de expresion inducidos por el

Vil



Figura 15: Metilacion del ADN dentro del cuerpo del gen correlaciona de manera positiva con los

niveles de expresion de algunos genes SEIECLOS. ........c.civeiiiieiieeie e 39

Figura 16: Analisis de “Clustering” de aquellas CpGs que son comunes entre las AACpGs o
AOCpGs 0 ambas, y a aquellos CpGs de tejido enfermo 0 SAN0.........cccevveereeieneere s 42

Figura 17: Frecuencia de genes DMen los arreglos analizados. ............ccccooveveeveiieieesesieeseennens 44

Figura 18: Genes seleccionados al azar, pertenecientes a los diferentes grupos clasificados por SG

y su identificacion en los diferentes estudios analizados basados en el 450K. ...........cccccccvvvvrnnnne. 45

Figura 19: Correlacion entre la densidad de sondas dentro del 450K y sus caracteristicas génicas.



indice de Abreviaturas

450k
5caC
5fC
5hmC
5SmC
AA

AACpG

AGs
AID
AO

AOCpG

AP
DM
DNMTs
ECV
ENT
EPA
FT
HDL
ICG
LDL

MA

Microarreglo Infinium HumanMethylation450 de Illumina
5-carboxilcitosina

5-formilcitosina

5-hidroximetilcitosina

5-metilcitosina

Acido Araquid6nico

CpG diferencialmente metiladas con comportamiento dosis-dependiente al
estimulo de AA

Acidos grasos
Citidina-deaminasa inducida por activacién
Acido Oleico

CpG diferencialmente metiladas con comportamiento dosis-dependiente al
estimulo de AO

Acido Palmitico
Diferencialmente Metilado
ADN metiltransferasa
Enfermedades cardiovasculares
Enfermedades no trasmisibles
Acido Eicosapentaenoico
Factor de transcripcion
Lipoproteinas de alta densidad
Isla CpG

Lipoproteinas de baja densidad

Mar abierto (regién gendmica no relacionada con ICG)



MADN
MBP
MUFA

PPARs

PUFA
RDM
SFA

THP-1

TSS
UTR

VLDL

Metilacion del ADN
Proteinas de unién a CpG metiladas (por sus siglas en ingles)
Acidos grasos monoinsaturados (por sus siglas en ingles)

Receptores activados por proliferadores de peroxisomas (por sus siglas en
ingles)

Acidos grasos poliinsaturados(por sus siglas en ingles)
Region diferencialmente metilada
Acidos grasos saturados (por sus siglas en ingles)

Linea celular derivada de la fraccion rica en linfocitos T de sangre periférica
humana

Sitio de inicio de la transcripcion (por sus siglas en ingles)
Region no traducida (por sus siglas en ingles)

Lipoproteinas de muy baja densidad (por sus siglas en ingles)

Xl



Resumen

Una de las modificaciones epigenética de la cual se tiene un amplio registro en varios tipos de
enfermedades -incluyendo enfermedades metabdlicas- es la metilacion del ADN (mADN). El
metabolismo y biodisponibilidad anormales de los acidos grasos (AGs) estan asociados con la
aparicion y progresion de enfermedades cronico-degenerativas. Gracias al gran avance en el
desarrollo de tecnologias de secuenciacion de Gltima generacion, se han observado alteraciones en
los patrones de mADN en este tipo de enfermedades, por lo cual es concebible que los AGs sean
uno de los factores que causen cambios patoldgicos en el epigenoma. Dos AGs Ilaman nuestra
atencion en particular, el &cido araquidonico (AA) y oleico (AO), ya que se les atribuyen
propiedades opuestas en los procesos inflamatorios. Con el fin de entender el efecto de estos AGs
sobre el epigenoma y su relacion con algunas enfermedades, hemos analizado los perfiles de
mADN en cultivos celulares (monocitos THP-1) estimulados con diferentes concentraciones
fisiolégicamente relevantes de AA o AO, para posteriormente compararlos con perfiles de tejido
sano o enfermo previamente publicados y publicamente disponibles. EI material genético de las
células estimuladas fue analizado mediante el uso de las plataformas Infinium
HumanMethylation450 BeadChip (Illumina) y Human Exon 1.0 ST array (Affymetrix). La
comparacion con los datos publicamente disponibles se realizd6 mediante procedimientos
bioinformaticos estandares. EI AA y AO generaron una respuesta opuesta en la metilacion global
del ADN, caracterizadas por una hipermetilacién y una hipometilacién, respectivamente. La
respuesta divergente de AA y AO fue sobresaliente dentro de la region del cuerpo del gen en
aquellas regiones génicas blanco, donde correlacionaba de manera positiva con la trascripcion. Los
perfiles de mMADN inducidos por el AA fueron similares a los perfiles descritos por acido palmitico,
aterosclerosis, diabetes, obesidad y autismo, pero distintos a aquellos perfiles inducidos por AQO.
Ademas, perfiles de mADN asociados con el grado de lesion aterosclerética, fueron
significativamente enriquecidos en los perfiles inducidos por AA. En conclusion, AA y AO ejercen
efectos distintos en la mADN. Las observaciones de que AA puede contribuir al remodelado del
epigenoma de importantes enfermedades metabodlicas, apoya y expande los tratamientos
terapéuticos basados en la dieta con el fin de prevenirlas.



Abstract

One of the most studied epigenetic modifications in human disease -including metabolic diseases-
is DNA methylation (DNAm). Abnormal FA metabolism and bioavailability of fatty acids (FAS)
have been in many cases associated with metabolic disease etiology. Since changes in DNAmM
patters have been related to these diseases thanks to advances in next-generation sequencing
technologies, it is conceivable that FAs are one of the factors that causes pathological changes in
the epigenome. We focused on two notable FAs, arachidonic acid (AA) and oleic acid (OA), since
they are considered to exert opposite effects on inflammation. In order to understand the effects of
these FAs on the epigenome and their relationship with disease, we have analyzed the DNAm
profiles of culture THP-1 monocytes stimulated with different physiologically relevant
concentrations of AA or OA, and compared those profiles with previously published, publicly
available corresponding profiles of healthy or diseased tissue. DNA and RNA from stimulated
cells were analyzed by using Infinium HumanMethylation450 platforms BeadChip (Illumina) and
the Human Exon 1.0 ST array (Affymetrix). The comparisons with publicly available data sets
were carried out by standard bioinformatics methods. The AA and AO generated opposite global
DNAm responses, characterized by hypermethylation and hypomethylation, respectively. The
divergent responses of AA and OA were particularly obvious within the gene body, where DNAmM
correlated positively with transcription levels. DNAm profiles induced by AA were similar to the
profiles described for palmitic acid, atherosclerosis, diabetes, obesity and autism, but different to
profiles induced by AO. Furthermore, DNAm profiles previously found to be associated with the
severity of aortic atherosclerosis were significantly enriched in AA-induced profiles. In
conclusion, AA and OA have different effects on the DNAm. The observation that AA can
contribute to remodeling the epigenome of important metabolic conditions, supports and expands
therapeutic diet-based strategies aimed at disease prevention and treatment.



Introduccion
Epigenética: Definicion y efectores principales

En la década de los 40s, Conrad H. Waddington introdujo el término epigenética en el &mbito del
desarrollo celular, definiéndolo como “las interacciones causales entre los genes y sus productos
que dan lugar al fenotipo” (Waddington, 1942). Con el rapido avance en el area de la genética, una
re-definicion en un contexto contemporaneo era inminente. En el 2008, durante una reunion
realizada en Cold Spring Harbor, se redefinid la epigenética como “aquel fenotipo heredable de
manera estable resultante de los cambios en un cromosoma sin alteraciones en la secuencia del
ADN” (Berger et al., 2009). Sin embargo, esta definicién no reconoce que las modificaciones
epigenéticas son, en algunos casos, dependientes de la secuencia del ADN (Kerkel et al., 2008).
Dicha definicién involucraria la heredabilidad de un fenotipo a través de la mitosis 0 meiosis,
resultado de la interaccion de tres tipos de “sefales™: 1) Aquella senal que emana del entorno y
desencadena una respuesta intracelular, 2) Aquella sefial que modifica la cromatina en respuesta
al primer estimulo y 3) Aquella sefial encargada de mantener el entorno de la cromatina tal que
permita que este sea heredable. Este conjunto de sefiales culminan en el establecimiento del estado
epigenético heredable de manera estable, hasta que un nuevo estimulo reprograme la cromatina
(Berger et al., 2009). Las modificaciones covalentes del ADN o de proteinas de histonas, son los
principales determinantes de la regulacién epigenética. Estos incluyen la metilacién o
hidroxilacion del ADN y las multiples modificaciones en proteinas de histonas, tales como la
acetilacion, metilacion, fosforilacion, ubiquitinacion y sumoilacion (revisado por Yao et al. 2016).
Algunos autores incluyen a los ARNs no codificantes (los cuales funcionan como reguladores de

la transcripcion) entre los reguladores epigenéticos.
Metilacion del ADN

La metilacion del ADN (mADN) es la modificacion epigenética mas ampliamente estudiada. Esta
es esencial para el desarrollo en mamiferos y desempefia un papel crucial en una gran variedad de
eventos bioldgicos tales como la impronta gendmica, la inactivacion del cromosoma X, la
carcinogeénesis y algunas enfermedades no trasmisibles (ENT; Wang, Meissner y Jaenisch, 2004;
Portelay Esteller, 2010). La mADN consiste en la union covalente de un grupo metilo (CHs) a una

de las bases del ADN. El proceso de mMADN mas frecuente en el genoma de mamiferos es la



incorporacion del grupo metilo al carbono-5 del anillo de la citosina, formando la 5-metil citosina
(5mC; revisado en Schubeler, 2012).

Mecanismos de metilacion y desmetilacién del ADN

Los mecanismos moleculares mediante los cuales ocurre la mADN son relativamente bien
conocidos. La formacion de la 5mC es el resultado de la accion de una familia de ADN
metiltransferasas (DNMTSs), compuesta por la DNMT1, DNMT3A, DNMT3B y DNMT3L(Goll y
Bestor 2005). Las enzimas DNMT3A, DNMT3B y DNMT3L son las ADN metiltransferasas
encargadas de realizar la metilacion de novo, estableciendo nuevos patrones de metilacién sobre
sitios CpG previamente desmetilados o hipometilados, mientras que la DNMTL1 actla
principalmente como una metiltransferasa de mantenimiento mediante la metilacion de secuencias
hemimetiladas durante la replicacion del ADN (Bostick et al., 2007; Sharif et al., 2007; Jones y
Liang, 2009). De esta manera los patrones de mADN son preservados a lo largo de las divisiones

celulares.

El proceso de desmetilacion del ADN es mucho mas complejo que su contraparte, la metilacion.
Este puede ser pasivo, activo o una combinacion de ambos. La desmetilacion pasiva toma lugar
cuando la tasa de replicacion del ADN rebasa la actividad de las DNMTs, mientras que el proceso
activo es mediado en parte por proteinas de la familia de hidroxilasas TET (Ten-Eleven
Translocation; TET1, TET2 y TET3), las cuales oxidan la 5mC a 5-hidroximetilcitosina (5hmC).
En posteriores reacciones de oxidacién, la 5hmC forma los productos 5-formilcitosina (5fC) y 5-
carboxilcitosina (5caC), los cuales pueden activar mecanismos de reparacion del ADN (revisado
en Rasmussen y Helin 2016). Otros participantes en la ruta de desmetilacidn activa son las enzimas
de deaminacion (como la citidina-deaminasa inducida por activacion, AlID) las cuales median la
deaminacién de la citosina y la convierte a uracilo, lo que también desencadena una respuesta de
reparacion del ADN. En ambos casos, la 5mC termina siendo reemplazada por una citosina no
metilada (Bhutani, Burns y Blau, 2011). La desmetilacion activa participa en el re-establecimiento
de patrones de mADN durante etapas tempranas del desarrollo (revisado por Schuermann et al.
2016).



Contexto y distribucion gendmica de la metilacion del ADN

En mamiferos, la mADN ocurre de manera predominante en el dinucle6tido CpG, sin embargo
existe una diferencia en el contexto de la mADN dependiendo del nivel de diferenciacion celular.
En células somaéticas cerca del 98% de la mADN ocurre en dinucledtidos CpG, mientras que en
células madres embrionarias el 25% ocurre en un contexto CHG o CHH (donde la H denota A, C

0 T), es decir en un contexto no-CpG (Lister et al. 2009).

En cuanto a la distribucion genémica de la mADN en el genoma humano, aquellas CpGs
localizadas en secuencias repetidas, regiones intergénicas y dentro del cuerpo del gen, estan
generalmente metiladas, mientras que regiones promotoras y regiones reguladoras de la
transcripcion estan generalmente poco o no metiladas (Thurman et al., 2012). La ausencia de
metilacion en regiones promotoras coincide, en algunos casos, con la presencia de “islas CpG”
(ICG), la cual se define como una secuencia mayor de 200bp, rica en nucleétidos C y G (>50%) y
con una frecuencia esperada de CpGs >0.6 (Figura 1A, Bird et al. 1985). Cerca del 70% de los
promotores génicos anotados, sobre todo en genes constitutivos son caracterizados por la presencia
de una ICG (Blackledge y Klose, 2011; Deaton y Bird, 2011). Las ICGs escapan de la metilacion
generalizada que es observada en el resto del genoma por mecanismos que aln no se encuentran
completamente claros. Se ha propuesto que la composicién rica en guanina y citosina dentro de
estas regiones, favorece la formacion de un hibrido ADN-ARN, el cual inhibe la unién de las ADN
metiltransferasas a la ICG (Lister et al., 2009; Ginno et al., 2012). Existe una clasificacion
topografica del genoma con referencia a las ICGs, donde se denominan “playas CpG” a las
regiones de 2kb que flanquean la ICG y “arrecife CpG” a las regiones inmediatamente adyacentes
a las playas. El resto del genoma, no relacionado con las demas regiones se indica como "mar
abierto” (MA; Figura 1B; Sandoval et al. 2011).

Comunmente se asume que la region promotora y el cuerpo del gen son dos compartimentos
génicos diferentes, sin embargo la mayoria de los genes poseen al menos otro sitio de inicio de la
transcripcion dentro del cuerpo del gen que puede estar relacionado con ICG o no. En la mayoria
de los genes, el cuerpo del gen es pobre en el dinucledtido CpG, aln esa region contiene multiples

elementos repetidos y trasposantes, razon por la cual presenta una extensa metilacion.
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Figura 1: Compartimentos génicos y la distribucién topogréfica en referencia a la ICG. A) La regién promotora
del gen es rica en el dinucle6tido CpG, mientras que la regién rio debajo de esta, se posee una densidad pobre de CpG.

B) Esquema representativo de la distribucién topogréfica en referencia a la presencia de ICG.
Metilacion del ADN vy la transcripcion

La mADN tiene un impacto complejo sobre la transcripcion, determinado por varios factores tales
como la posicion respecto al compartimento génico en el que se encuentre, como sitios de inicio
de la transcripcion (TSS), cuerpo del gen o regiones no traducidas (UTR). Por lo general se ha
observado que la mADN en regiones promotoras regula de manera negativa el estado
transcripcional del gen (Figura 2; Huck-Hui y Bird 1999). Ejemplo de esto incluye la metilacion
de ICG de uno de los dos cromosoma X en hembras o la impronta gendémica (Li, Beard y Jaenisch,
1993; Jaenisch y Bird, 2003). Por otro lado, la mADN dentro del cuerpo del gen tiende a
correlacionar de manera positiva con la transcripcién (Huh et al., 2013). Ademas, algunos estudios
han documentado una mayor mADN en exones en comparacion con la region correspondiente a
los intrones. También, una disminucion en la mMADN en exones alternativos suele marcar una
diferencia entre estos y los exones constitutivos (Hodges et al., 2009; Gelfman et al., 2013). Estas
observaciones implican una participacion de la mADN en el proceso de splicing. En cuanto a las
regiones limitantes no codificantes —UTRs- no existe una correlacion bien definida entre
metilacion y expresion (Martino y Saffery, 2015), sin embargo, se sugiere que el estado de
metilacion del 5S’UTR se asocia negativamente con el inicio de la transcripcion del primer exon

(Hodges et al., 2009). Otras funciones propuestas de la mADN dentro de las regiones UTR, es la



regulacion en la elongacion durante la transcripcion y estabilizacion del ARN mensajero (Choi et
al., 2009).

A Secuencia pobre en CG C Secuenciarica en CG
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Figura 2: Epigenética y factores de transcripcion. A) La unién de factores de transcripcién a regiones pobres de

contenido de CG favorece un estado local no-metilado, B) aunque algunos factores de transcripcion pueden ser
sensibles a la metilacion aun en regiones pobres en CG. C) Aquellos factores de transcripcion que se unen a regiones
ricas en CG (ICG) requieren que la regién se encuentre en un estado no-metilado, y D) puede ser bloqueada la unién
de este si se encuentra metilada (Figura adaptada de Schubeler 2012). La paleta blanca describe un locus CpG no

metilada, mientras que la paleta negra denota un locus CpG metilado.

Mecanismos de regulacién transcripcional mediadas por la metilacion del ADN:

Existe evidencia de que la mADN en regiones promotoras puede impedir directamente la union de
factores de transcripcién a su secuencia afin de ADN o indirectamente a través de interacciones
con otras modificadores epigenéticas (Suzuki y Bird, 2008). Tal es el caso de la familia de
proteinas de union a CpG metiladas (Methyl-CpG-binding proteins, MBPs por sus siglas en
Inglés), que incluyen MBD1, 2, 4 y MeCP2 (Nan, Meehan y Bird, 1993). Las MBPs pueden
interactuar con varios tipos de proteinas, p. ej. con las proteinas histona desacetilasas (HDACs,
por sus siglas en inglés), lo que resulta en una remodelacion de la cromatina, reduciendo la
accesibilidad de la maquinaria transcripcional al ADN (Bogdanovi¢ y Veenstra, 2009). Ademas,
la mADN aumenta la modificacion de histonas por polycomb en regiones promotoras, la cual
media la trimetilacién de la lisina 27 de la histona 3 (H3K27m3), modificacion epigenética

identificada como una marca represiva de transcripcion (Figura 2 y 3; Mohn et al. 2008).
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Figura 3: Metilacién del ADN, densidad del contenido CG y regulacion en la transcripcion. Una alta densidad

del contenido CG protege a la secuencia que lo contiene de la metilacion, reclutando reguladores de la cromatina que
favorecen la unidn de factores de transcripcion (FT), los cuales aumentan la actividad transcripcional. Todo lo opuesto
ocurre en aquellas regiones en las cuales disminuye el contenido CG, favoreciendo la hipermetilacién e impidiendo la

actividad transcripcional (Figura adaptada de Meissner 2011). RDM; Regién Diferencialmente Metilada.

Modulacion de la metilacion diferencial del ADN
Durante el desarrollo

Una propiedad fundamental de la mADN es su potencial reversibilidad, como se observa en el
desarrollo embrionario. En etapas tempranas, los patrones de mADN sufren profundos cambios ya
que el genoma paterno es rapidamente desmetilado, mientras que el genoma materno exhibe
hipometilacion gradual hasta la etapa de 8 células. Posteriormente, los patrones de metilacion son
re-establecidos de novo en el embridn en desarrollo (Reik, Dean y Walter, 2001; Surani, Hayashi
y Hajkova, 2007; Sasaki y Matsui, 2008; Smith et al., 2012; Hackett y Surani, 2013). También el
proceso de envejecimiento se ve asociado con cambios generales en la mADN, donde se observa
un aumento en los niveles de mMADN (hipermetilacién) de promotores selectos y una
hipometilacion global del genoma, ademas existe una disminucion en la expresion de DNMTs

(Heyn et al. 2012; revisado por Jung y Pfeifer 2015).



En enfermedad

En la actualidad, las ENT son las principales causas de muerte, siendo responsables de cerca del
70% de los fallecimientos a nivel global (Bloom et al., 2011; World Health Organization, 2015;
Figura 4). Un caso en particular es la cardiopatia isquémica, la cual destaca siendo la primer causa
de muerte en México y el mundo (Naghavi et al., 2014) . La progresion de las ENT depende de
factores no-modificables (p. ej. sexo, edad o la genética) y factores modificables. Estos ultimos
incluyen el consumo de tabaco o alcohol, una dieta no saludable, falta de actividad fisica,
sobrepeso u obesidad, presion arterial alta, infecciones cronicas y contaminacion medioambiental,
por mencionar algunos (Bonita, Beaglehole y Kjellstrom, 2006). La contribucion de algunos de
estos factores sobre la enfermedad (cancer, diabetes, y enfermedades cardiovasculares —-ECV-)
varian entre ellos. Por ejemplo, se estima que cerca del 40% de los casos de cancer (Danaei et al.,
2009) y el 80% de los casos relacionados con ECV, derrame cerebral y diabetes tipo Il (McGill,
McMahan y Gidding, 2008) son directamente causados por la dieta, cuyos componentes

fundamentales incluyen a los acidos grasos (AGS).

Dado que el epigenoma puede ser modificado por estimulos derivados del medio ambiente y de la
dieta, se ha explorado el papel de la epigenética en las enfermedades. En la actualidad, la
disponibilidad de tecnologias de secuenciacién del ADN modificado con bisulfito y plataformas
(microarreglos) de amplia cobertura, han facilitado la caracterizacion de los metilomas de varias
ENTSs (Keating y EI-Osta, 2015). En todos los casos analizados, el estado de metilacion de genes

especificos se encuentra alterados en cada enfermedad y pueden variar con la severidad de ésta.
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(E.G. PNEUMONIA) :

Figura 4: Principales causas de muerte a nivel mundial al afio 2014. Figura adaptada de Naghavi et al. 2014.

El caso mas estudiado es el cancer, el cual se caracteriza por la presencia de una hipometilacion
global del genoma y al mismo tiempo, hipermetilacion en algunas ICG de promotores, sobre todo
de genes supresores de tumor (Feinberg y Tycko, 2004). En varios tipos de cancer, esta
hipometilacion global se observa sobre todo en secuencias repetidas de ADN — p. e]. elementos
ALU y LINE-1-, las cuales normalmente se encuentran metiladas (Ehrlich, 2002). El estado de
metilacion de estos elementos repetidos tiene un impacto sobre los niveles de transcripcién de
alguno genes tumorales (Sirivanichsuntorn et al., 2013). Otro componente de la firma epigenética
del céancer es la metilacion diferencial de las "playas CpG” en comparacion con el estado de
metilacion de dichas playas en tejidos sanos (Doi et al., 2009; Irizarry et al., 2009). Sin embargo,
en otras enfermedades — como la diabetes - aquellas ICGs que se caracterizan por poseer un estado
metilado en tejido sano, pasan a un estado hipometilado (Dayeh et al., 2014), y el cambio opuesto

se observa frecuentemente en algunas ICGs en cancer.

Otro ejemplo es la aterosclerosis, caracterizada por cambios dinamicos en la metilacion de ADN
a lo largo de la progresion de la enfermedad (Castillo-Diaz et al., 2010; Zaina, 2014; Valencia-
Morales et al., 2015; Zaina et al., 2015). En particular, se ha identificado una hipermetilacion
global del ADN durante etapas tempranas de la enfermedad mientras que en la lesion avanzada

predomina la hipometilacion del ADN en ICG y secuencias repetidas.
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Componentes en la dieta y modificaciones epigenéticas

La dieta representa un factor importante en el desarrollo de ENTs. De manera interesante, los
efectos de la dieta no solo afectan al individuo expuesto a ella, sino que también ejercen un efecto
a nivel transgeneracional (revisado en Soubry, 2015). Por ejemplo, datos epidemioldgicos han
revelado que la diabetes y ECV en nifios pueden ser influenciadas por el estado nutricional de sus
padres y abuelos (Kaati, Bygren y Edvinsson, 2002). Dada la importancia de la dieta en ENT,
existen varios estudios epidemiolégicos en humanos que han identificado componentes en la dieta
que son benéficos o perjudiciales para la salud. De igual forma, varios estudios han investigado
los efectos epigenéticos de varios componentes de la dieta, muchos de ellos hechos en modelos
murinos (Waterland y Jirtle, 2003; Dolinoy et al., 2006). Estos estudios han mostrado que el
fenotipo de ratones puede ser modificado a través de mecanismos epigenéticos a nivel global o
gen-especifico, mediados por la exposicion nutricional a corto o mediano plazo (Mckay y Mathers,
2011; Bermingham et al., 2013; Delaney et al., 2013; Heyman-Lindén et al., 2015).

Acidos grasos

Los AGs son componentes esenciales del metabolismo de practicamente todos los organismos.
Forman parte de las membranas bioldgicas, proveen energia mediante su oxidacion y ademas
participan en rutas de sefializacién intracelular que regulan un amplio rango de respuestas celulares
(Duplus y Forest, 2002; Cao et al., 2008; Zhang y Rock, 2009). Convencionalmente lo AGs se
dividen en tres grupos en funcién al nimero de enlaces insaturados que posea su estructura
quimica: saturados, los cuales carecen de dobles enlaces; monoinsaturados, que solo poseen un
doble enlace y poliinsaturados, los cuales contienen al menos dos dobles enlaces (SFA, MUFA 'y
PUFA, respectivamente por sus siglas en inglés). Los MUFA y PUFA, pueden pertenecer a los
grupos Q (-3,-6,-9, etc.), basados en la posicion del carbono que participa en el primer doble enlace
a partir del ultimo carbono de la cadena, es decir del grupo metil. Los AGs Q-3 y Q-6 son
denominados esenciales dado que son necesarios, ya que el cuerpo humano no puede sintetizarlos
(o los sintetiza en una tasa menor a la necesaria) y la Unica o predominante fuente de estos es
mediante la alimentacion. Se considera indispensable la ingesta del acido linoleico y a-linolenico
(Q-6 y -3, respectivamente), ya que el cuerpo humano no los puede sintetizar y ambos son

indispensables precursores de varias biomoléculas.
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Acidos grasos: Su efecto en procesos bioldgicos y en enfermedad

La funcion de los AGs en la gran diversidad de los procesos bioldgicos en los cuales participan,
recae principalmente en la longitud y el patrén de saturacion/desaturacion de la cadena alifatica.
Por consiguiente, la correcta elongacién y desaturacion es esencial para el mantenimiento de la
homeostasis lipidica (revisado en Guillou et al. 2010). Por ejemplo, el grado de insaturacion de los
AGs ejerce diferentes efectos sobre las propiedades fisicas de las membranas biolégicas como la

fluidez, que a su vez puede afectar a la homeostasis celular.

Los AGs libres -aquellos que no se encuentran acoplados a otras biomoléculas- y sus derivados,
pueden regular procesos intracelulares a varios niveles, tal es el caso de la regulacién
transcripcional de genes, modificaciones post-transcripcionales de proteinas (p. €j., acilacién) y
dirigiendo la modulacion directa de la actividad enzimatica funcionando como un co-activador
(revisado por Papackova y Cahova 2015). Estos pueden regular el metabolismo celular actuando
como agonistas de diferentes receptores nucleares que tienen funcion de factores de transcripcion.
Los receptores nucleares que tienen como ligandos a los AG pertenecen a varias familias, de las
cuales destaca la familia de los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs
por sus siglas en inglés), siendo una de las familias mas extensamente estudiadas (revisado por
Grygiel-Gérniak 2014). La unién de AGs a los PPARSs es relativamente inespecifica, pero existe
preferencia por PUFAs de cadena larga (Forman et al., 1995). La familia de PPARs comprende
tres isoformas: PPARa, PPARP/S y PPARY, las cuales difieren en términos de la distribucion en
tejidos, la especificidad a ligandos y sus papeles fisioldgicos (Berger y Moller, 2002). Todas
participan en la homeostasis lipidica y en la regulacién de glucosa (Willson et al., 2000). La
expresion de PPARa se observa a la alza en tejidos con una alta demanda metabdlica (p. €j. higado,
corazon, musculo) y se encuentra implicado en el metabolismo de lipidos, ya que se ha observado
su activacion cuando existen niveles bajos de estos (Neschen et al., 2007). Por otra parte, PPARy
abunda en tejido adiposo y es importante para la regulacion de la adipogénesis, balance de energia
y biosintesis de lipidos (Lehrke y Lazar, 2005; Medina-Gomez et al., 2007). La isoforma PPARB/3
ha sido poco estudiada en comparacion a las otras formas antes mencionadas. Esta isoforma se
expresa de manera ubicua en todos los tejidos; sin embargo en aquellos tejidos involucrados en el
metabolismo de lipidos (p. ej. Higado o rifién) no solo participa en la oxidacion de AGs, sino que

también participa en la regulacién de los niveles de colesterol y glucosa en sangre (Wang et al.,

12



2003; Stephen et al., 2004). En general, los PPARs desencadenan una respuesta transcripcional
una vez que estos son activados por los AGs, ya que se translocan al nucleo donde forman
heterodimeros con otro receptor nuclear —receptor X de retinoide (RXR)- para posteriormente
unirse al elemento de respuesta a PPAR (PPREs, por sus siglas en inglés) de los genes blanco de
los PPARs, Los genes que contienen PPRESs por lo general se encuentran involucrados con el

metabolismo de AGs (revisado en Berger y Moller 2002).

De particular interés -para el desarrollo de esta tesis- es la relevancia de los AGs sobre la salud.
En un organismo, el conjunto de AGs en circulacion estd compuesto por aquellos provenientes de
la dieta (exdgenos) y aquellos sintetizados de novo (enddgenos). Sin embargo, cambios en dicho
conjunto han sido asociados en la aparicion y progresion de varias ENTS, en particular con aquellas
relacionadas con enfermedades metabdlicas, como la diabetes (Randle et al. 1963), aterosclerosis
(revisado en Thijssen y Mensink 2005) y cancer (revisado en Currie et al. 2013; Khankari et al.
2016). Estudios epidemiologicos indican que el consumo de SFAs y AGs-trans, se encuentran
asociados con una alza en los casos de varios tipos de cancer y ECV (De Marzo et al. 2007; Yu et
al. 2014; Shivappa et al. 2015). El caso de la diabetes es diferente, ya que muestra una tendencia
heterogenia entre la incidencia de la enfermedad y los niveles de SFA (de Souza et al., 2015). Uno
de los efectos negativos de una dieta rica en SFA es el aumento en los niveles de lipoproteinas de
baja densidad (LDL, por sus siglas en inglés), incrementando el riesgo de desarrollar una ECV.
Por otro lado, la ingesta de MUFA y PUFA disminuye el riesgo de ECV (Hooper et al., 2015).

Existe un nexo claro entre algunos AGs Y la inflamacion. Los AGs liberados de los fosfolipidos
de la membrana mediante la accion de las fosfolipasas celulares, son sustratos para la sintesis de
varias moléculas pro- y anti-inflamatorias (Adkins y Kelley, 2010). En general, PUFAs Q-6 se
asocian con la produccién de moléculas pro-inflamatorias. Un ejemplo es el &cido araquidénico
(AA), que normalmente forma parte de los fosfolipidos de la membrana celular y es muy abundante
en el cerebro, higado y en mdsculo, donde constituye una molécula clave en la respuesta
inflamatoria (Calder, 2009). Por otro lado, PUFAs Q-3 y Q-9 se asocian con efectos anti-
inflamatorios (Bagga et al., 2003; Gao, Griffiths y Bailey, 2009).
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Los acidos grasos pueden modificar el metiloma humano

Se ha reportado que ciertas lipoproteinas pueden inducir cambios globales en la mADN de células
monociticas THP-1 (Lund et al., 2004; Rangel-Salazar et al., 2011). En particular, se observo una
respuesta mayor en la mADN inducida por las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) en
comparacion con lipoproteinas de alta densidad (HDL) o LDL. Dado que la composicion de las
VLDL esricaen triglicéridos, se sugiere que los AGs, o sus metabolitos, pueden ser los mediadores
de esta respuesta epigenética a las VLDL. De hecho, existen reportes in vivo e in vitro de que AGs
especificos pueden inducir cambios en la mADN. Por ejemplo, concentraciones bajas (<10 uM)
de AA, inducen hipometilacion en células de la vena endotelial de humano (Kiec-Wilk et al. 2007,
Kiec-Wilk et al. 2009). El acido palmitico (AP) provoca un incremento en la mADN en islotes
pancreaticos humanos (Hall et al. en el 2014) y el acido eicosapentaenoico (EPA) en células
promonociticas (U937) provoca una hipometilacién en regiones promotoras de genes supresores
de tumor (Ceccarelli et al., 2011). Nuestro grupo ha mostrado un comportamiento similar al
descrito por los efectos del AA y EPA en sangre periférica, es decir, una asociacion positiva entre
el porcentaje de estos y los niveles de mMADN (de la Rocha et al., 2016). En ratones, se sabe que
dietas altas en AGs -como la dieta occidental- regulan la expresion de genes asociados a procesos
de PB-oxidacion, ademés de que cambios en la mMADN son asociados con este tipo de dieta
hipercaldrica (Wang et al., 2003; Uriarte et al., 2013; Amaral et al., 2014; Marco et al., 2014; Yu
et al., 2015). Asimismo, nuestro grupo de investigacion observd que en la progenie de ratones
suplementados con AA y elaidico en etapa de lactancia, aumentaban los niveles globales de la

mADN, ademas de presentar cambios a nivel transcripcional (Flores-Sierra et al., 2016).

Un posible mecanismo por el cual los AGs pueden modificar el metiloma es la interaccion con
receptores nucleares -arriba mencionados- que una vez activados pueden favorecer marcas
epigenéticas permisivas de la transcripcion (Jiang et al., 2007; Sugii y Evans, 2011; Blattler y
Farnham, 2013).

Acidos grasos, p-oxidacion y mADN: Antecedentes directos del proyecto

Resultados previos de nuestro grupo de trabajo revelaron que el AA induce una hipermetilacion
global del ADN de manera dosis dependiente en células THP-1, en un rango de 0 a 200 uM. La

amplitud de la hipermetilacién a 100 uM de AA relativo a la concentracion de 1 uM fue del
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~10.5% en el contenido global de 5mdC. El caso de los efectos del acido oleico (AO), este indujo
una hipometilacién modesta y generalizada en la mADN en el rango de dosis de 1 uM y 100 uM.
Estos efectos no solo fueron observados en el modelo THP-1, sino que también fueron consistentes
en otros modelos celulares tales como células de rifion humano (HEK293T).

Durante la estancia de investigacion de la Dra. Lund (Grupo de Biologia de la Cromatina del Dr.
Alejandro Vaquero, IDIBELL, Barcelona), se realizo un experimento donde células THP-1 fueron
estimuladas con tres diferentes concentraciones de AGs (1, 10 y 100 uM de AA o AO) durante 24
horas para posteriormente utilizar el ADN y ARN sobre dos plataformas de microarreglos
(Infinium HumanMethylation450 BeadChip y GeneChip® Human Exon; respectivamente) con el
fin de analizar los efectos de los AGs sobre la mADN y expresion. Posteriormente, realizo la
validacion de los perfiles de mADN mediante la pirosecuenciacion de 11 CpGs correspondientes
a 6 genes elegidos aleatoriamente entre aquellas CpGs que mostraran un cambio en la mADN >
1% entre las dosis de 1-100 pM. Siete de los CpGs a analizar se encontraban representados dentro
del arreglo para el analisis de la mADN y 4 CpGs que flanqueaban la secuencia representada
(Silva-Martinez et al., 2016). Ademas, se encontrd evidencia bioquimica de que PPARa, sirtuina
1 y procesos relacionados con B-oxidacion se encuentran dentro de los factores que median los

cambios en la mADN inducidos por los AGs (Silva-Martinez et al., 2016).

El propdsito de esta tesis, es identificar aquellas regiones y/o genes que cambian su mADN en
respuesta a estimulos con el AA o AO; ademas, los mecanismos moleculares y el impacto
transcripcional de dichos cambios, mediante el anélisis bioinformatico de los datos obtenidos por

nuestro laboratorio.
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Hipotesis

Existen regiones génicas cuyo estado de metilacion cambia en respuesta al acido araquidénico o

acido oleico, afectando los niveles de transcripcion.
Objetivo

Identificar los genes que cambian su metilacion del ADN (mADN) en respuesta a estimulos con

el AA o0 AO; ademas, los mecanismos moleculares y el impacto transcripcional de dichos cambios.
Objetivos Especificos

e ldentificar secuencias que muestran cambios en la mADN en células THP-1 estimuladas
con concentraciones diferentes de AA o AO mediante el uso de un microarreglos de
metilacion del ADN.

e Evaluar el estado de metilacion de secuencias repetidas (ALU) en células THP-1
estimuladas con los AGs.

e Identificar caracteristicas del ADN que estén asociados con cambios en la mADN
(distribucion génica, contenido de CpG, genes, vias de sefializacion) en respuesta al
estimulo de los AGs.

e Analizar la respuesta transcripcional de células THP-1 al estimulo de los AGs,
posteriormente sondear si existe una relacion entre metilacion y expresion génica.

e Evaluar la relevancia bioldgica del AA o AO en los efectos en la mMADN mediante

comparaciones in silico contra otros perfiles de mADN.
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Materiales y métodos
Cultivos celulares

Cultivos celulares de monocitos THP-1 fueron cultivados en medio RMPI-1640 (Gibco)
suplementado con 2 mM de L-Glutamina (Sigma), 10% de suero fetal bovino (SFB, Gibco) y 1%
de penicilina/estreptomicina (Gibco). Se mantuvieron a una concentracion no mayor a 1.5 x10°
células/ ml. Los AGs puros (Sigma) se conjugaron con albumina sérica bovina (BSA, por sus siglas
en inglés) libre de AGs grado cultivo celular (Sigma) a una relacion AG: BSA 6:1, tal cual se
describe en Marshall et al. 2007. Cultivos que contenian 5-6x10° células en 10 ml de medio (2%
SFB y sin antibioticos) fueron estimulados con la mezcla 100x AG: BSA, ajustando el volumen
para las concentraciones de 1, 10 y 100 uM. Todos los experimentos en los cuales se utilizaron
estas células, contaron con al menos un triplicado técnico y bioldgico, a excepcion de los
experimentos de los microarreglos, los cuales se realizaron con una mezcla del material génico de

tres réplicas biologicas.
Microarreglo para determinar mADN

Con el prop6sito de identificar los cambios en la mMADN inducidos por el estimulo de AGs, se
utilizé el microarreglo Infinium HumanMethylation450 BeadChip de Illumina (450Kk), el cual
incluye 485,764 loci de citosinas distribuidas a lo largo del genoma humano, cubriendo cerca del
99% de los genes anotados y cerca del 96% de las ICG. Tres replicas bioldgicas de cada
experimento con diferentes concentraciones de los AGs, fueron agrupadas en igual porcion con el
fin de disminuir la variacién y el ruido en los datos (Peng et al., 2003). La calidad del ADN,
conversion con bisulfito, hibridacion, normalizacion de los datos con el software GenomeStudio
(Illumina) y determinacion del paradmetro Beta () se realizaron segln las recomendaciones del
proveedor. Fueron removidas aquellas sondas que no cumplieron con el criterio de deteccion (P-
value>0.05) sobre el fondo o aquellas que se encontraran relacionadas a SNP (Valencia-Morales
etal., 2015). Los niveles de metilacion de cada citosina, expresados como un valor 3, se calcularon
de acuerdo a los niveles de fluorescencia entre los dos tipos de canales que posee el arreglo, uno
rojo (CpG no metilada) y uno verde (CpG metilada). Toma valores de 0 a 1 (no metilado y
metilado, respectivamente). El valor logaritmico de los valores de B (valor M) fue utilizado -solo

cuando se indica- para realizar algunas pruebas estadisticas (Du et al., 2010). La anotacion
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relacionada a las ICGs usa la siguiente nomenclatura: “playa”, region de 2kb que flanquea a la
ICG; “arrecife, region de 2kb inmediatamente adyacente a la playa; “mar abierto”, aquel ADN no
incluido en las ICG, playas o arrecifes. La anotacion génica TSS1500 o TSS200 indican la region
-1500 pb 0 -200 pb del sitio de inicio de la transcripcion, respectivamente (Sandoval et al., 2011).
Los datos obtenidos del microarreglo 450k fueron depositados dentro del Gene Expression
Omnibus (Edgar, Domrachev y Lash, 2002) del NCBI con el nimero de accesion GSE67331;
dichos datos se encuentran disponibles al publico.

Microarreglo de expresion

Con el proposito de analizar los cambios a nivel transcripcional inducidos en células THP-1
estimuladas con AGs, y su posible relacion con los cambios en los niveles de mMADN, se analizd
la expresion genica mediante el microarreglo GeneChip® Human Exon de Affymetrix. Este
microarreglo permite analizar niveles de transcripcion por exones y permiten identificar eventos
de transcripcién alternativa; ademas brinda la expresion a nivel de genes y la posibilidad de
analizar mas de 1, 000, 000 de sondas individuales y analizarlas con bases de datos de transcritos
como lo es ENSEMBL. EI ARN utilizado proviene de las mismas celulas utilizadas para el
experimento con la plataforma 450k -tres replicas bioldgicas de cada experimento con diferentes
concentraciones de los acidos grasos y agrupadas en igual porcién-, la calidad y concentracion de
éste se analiz6 mediante metodologia estandar. Mediante el uso del software Affymetrix Expression
Console™ (version 1.3) y el algoritmo RMA, se normalizaron y analizaron los datos obtenidos del
microarreglo. Se utilizé la libreria HUEx-1_0-st-v2.r2.pgf, ademas de dos juegos de datos para las
sondas, uno para determinar los niveles de expresiébn a nivel génico (HuEx-1 O-st-
v2.r2.dtl.hgl18.extended.mps) y a nivel de exones (HUEx-1 0-st-v2.r2.dt1.hg18.full.mps). Los
datos obtenidos se depositaron en el Gene Expression Omnibus (Edgar, Domrachev y Lash, 2002)
con el nimero de accesion GSE57076. La validacion de genes selectos se realizd mediante RT-

PCR semi-cuantitativo y normalizado con niveles de expresion de GAPDH.
Deteccion del estado de metilacion de elementos ALU en células THP-1

Los elementos ALU son una familia de retrotransposones que se encuentran en abundante
proporcion a lo largo del genoma humano, por lo que el estado de metilacion de estos elementos

ha sido utilizado como un sustituto para determinar de manera indirecta el contenido total de
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5mdC. El estado de metilacion de los elementos ALU se determino de acuerdo a lo descrito por
Sirivanichsuntor (2013). Brevemente, ADN tratado con bisulfito (EZ DNA Methylation Kit,
Zymo) fue utilizado como templado para amplificar una region consenso en el elemento repetido
ALU de 117pb con los oligonucleétidos especificos AluF: 5°-GGY GYG GTG GTT TAY GTT
TGT AA-3’ y AluR: 5°-TTA ATA AAA ACR AAATTT CAC CAT ATT AAC CAA AC-3’ bajo
las siguientes condiciones: 95°C por 30s, 53°C por 20s (40 ciclos) y 72°C por 20s. Posteriormente,
el amplicon se digirié a 65°C con la enzima Tagl (toda la noche; Invitrogen), generando tres
productos de diferente tamafio dependiendo del estado de metilacion de los elementos ALU: estado
no metilado (“C"C, 117pb), parcialmente metilado ("C'C y "C™C, 74 y 75pb, respectivamente) o
completamente metilado (™C, 42 y 43pb). Fueron separados por electroforesis con un gel de
agarosa al 3%, tefiido con GelRed. Los niveles de metilacion se determinaron por densitometria
con el software ImagelLab (BioRad).

Analisis comparativo de los perfiles de metilacion con datos publicos

En la actualidad existen varias tecnologias de amplia cobertura gendémica, sin embargo una de las
mas utilizadas es el microarreglo de lllumina (450k). Esta plataforma ha sido utilizada para obtener
el perfil de metilacion del ADN de varias enfermedades, asi como perfiles de metilacién tejido-
especifico. Con el fin de validar y comparar nuestros resultados, perfiles de mADN de diferentes
estudios obtenidos bajo la misma plataforma (450k) y publicamente disponibles, fueron utilizados
para analizar la relevancia de nuestros resultados. Dichos estudios comprenden enfermedades
metabdlicas (diabetes tipo 2, pérdida de peso después de un bypass gastrico y aterosclerosis),
desordenes psiquiatricos (autismo y esquizofrenia) y cancer (colorrectal, hepatico, leucemia
pediatrica y sangre de pacientes con cancer de mama). La inclusion de estos estudios se justifica
por el hecho de la gran relevancia de los AGs como fuente de energia, por sus metabolitos
bioldgicamente activos y su relacion con desordenes psiquiatricos. Ademas, a manera de control
se utilizaron 8 perfiles de metilacion correspondientes a tejidos sanos. Las caracteristicas y
referencias de los estudios analizados, se encuentran descritos en la Tabla I. Cabe resaltar que los
perfiles utilizados para realizar la comparacion, fueron aquellos reportados por sus respectivos
autores. Asi pues, se generaron varios scripts computacionales para curar y acoplar las diferentes
bases de datos. La relacion entre los diferentes perfiles de mMADN se realizé mediante el céalculo

de distancia Euclidiana.
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Tabla I: Caracteristicas de estudios referenciados que se realizaron bajo la plataforma 450k.

Estimulo, Muestras de comparacion Criterio de
Enfermedad o tejido P corte del AP
. . Isletas pancreaticas de provenientes de pacientes
Diabetes Tipo 2 diabéticos y no diabéticos (n=15 y n=34, 0.05
(Dayeh et al., 2014) ;
respectivamente)
Islotes pancreaticos o _
humanos Islotes pancreaticos humanos estimulados con 0.001
palmitato a ImM (n=13) '
(Hall et al., 2014)
Obesidad Tejido adiposo subcutaneo antes y después de una
cirugia de bypass gastico y pérdida de peso (15 0.02
(Benton et al., 2015) pares)
Cortex prefrontal (BA10) y su control (12 pares)
: . : 0.05
Autismo de pacientes con autismo
(Nardone et al., 2014)  Cortex del cingulo anterior (BA24) y su control 0.05
(11 pares) de pacientes con autismo. '
Esquizofreni , .
Squizotrenia Cortex frontal de tejido cerebral post-mortem de
(Wockner et al., 2014) individuos diagnosticados con esquizofrenia y 0.14*
controles (24 pares)
Ateroesclerosis Aortas ateroesclerdticas y no ateroesclerdticas (15 0.15
(Zaina et al., 2014) pares)
Adenocarcinoma - )
colorrectal Tejido mucoso sano o enfermo de pacientes con 0.2
cancer (22 pares) y 19 individuos saludables '
(Naumov et al., 2013)
Hepatocarcinoma Tumor de hepatocarcinoma y tejido adyacente no 0.9
(Shen et al., 2013) tumoral (n=66)
) Muestras de sangre periférica de pacientes
Leucemia diagnosticados con leucemia linfocitica aguda 0.2

(Nordlund et al., 2013)

(n=764) y medula dsea (n=137) de individuos
sanos

Céancer de mama

(Heyn et al., 2013)

Muestras de sangre periférica de gemelos, uno
diagnosticado con cancer de mama y uno sano (8
pares)

Prueba de rango

Wilcoxon
(p<0.001)
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Enfermedad, tejido o Muestras de comparacion Criterio de
modelo b corte del AP
(Esrl[\éz]eecr:m;i?tgl Células mononucleadas de sangre periférica de 0.05
geng N hombres jovenes y adultos (5 pares) '
2014)
Sangre*
Higado*
Colon*
Mama* i} "
Comparado contra los otros 7 tejidos somaticos-
excluyendo el que se estd analizando- de 0.2
Tiroides* individuos saludables (n=50)
Rifion*
Pulmones*
Prostata*

*(Lowe et al., 2015)
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Resultados

Identificacion de CpGs que muestran cambios en la metilacion dependiente de la dosis de
AA 0 AO

Estudios previos de nuestro grupo de trabajo han identificado cambios en la mADN en células
THP-1 estimuladas con diferentes concentraciones -metabolicamente significativa- de AA y AO.
Con el fin de identificar aquellas regiones génicas que presentan una mADN diferencial
dependiente de la dosis de los AGs, se optd por realizar un analisis a nivel del dinucleétido CpG a
lo largo del genoma de celulas THP-1 usando la plataforma 450k de Illumina. Dicha plataforma
permite conocer el estado de metilacion de >485,000 CpG distribuidos a lo largo del genoma,
abarcando regiones intragénicas, intergénicas y elementos no repetidos (Sandoval et al., 2011).
Los datos del arreglo 450k fueron generados a partir de ADN extraido de monocitos THP-1
estimulados con 1, 10 y 100 uM de AA o AO por 24 horas. Cabe resaltar que los estimulos con
AGs representan dosis fisiolégicamente significativas y que la proliferacion celular no se ve
afectada en células THP-1, como lo han reportado otros investigadores (Finstad et al., 1994;

Higashiyama et al., 2015).

Teniendo como propdsito analizar la similitud existente entre los perfiles de mADN obtenidos en
respuesta al estimulo de los AGs, se opt6 por realizar un analisis de clustering no supervisado, es
decir sin establecer parametro alguno sobre los datos. Este método es una primera aproximacion
para determinar el nivel de divergencia entre los perfiles de mADN en respuesta a los diferentes
estimulos de AA o AO (Figura 5). El resultado obtenido por este método valida de manera
independiente las observaciones previas de nuestro grupo, puesto que se observa una divergencia
entre los perfiles de mMADN obtenidos a las concentraciones altas y bajas, siendo mas similes
aquellos perfiles obtenidos bajo la concentracion intermedia. Teniendo claro el efecto opuesto y
dependiente de la dosis en la mADN por efecto del AA y AO, se prosiguid a analizar las
caracteristicas generales de los datos sin filtrar obtenidos del arreglo 450k. La diferencia entre la
suma de los valores de B de aquellos CpGs mas metilados ($>0.75) y aquellos CpGs menos
metilados ($<0.25), mostraron un incremento del 4.4% dependiente de la dosis y un decremento
del 2.6% entre las dosis de 1 y 100uM de células estimuladas con AA o AO, respectivamente

(datos no mostrados).
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Figura 5: Analisis de clustering no supervisado del microarreglo de alta densidad de la metilacion del ADN
(450K) de células THP-1 estimuladas con AGs. Fueron tomados los datos normalizados de los perfiles de mADN

correspondientes, sin aplicar ningln criterio de seleccion. Calculandose con el algoritmo de distancia Euclidiana.

Posteriormente, al haber observado evidencia de que el AA ejerce una respuesta de hipermetilacion
del ADN y el AO una hipometilacion del ADN, ambos de manera dosis dependiente, establecimos
un criterio de basqueda de CpGs que presentaran un cambio en la mMADN de manera dosis
dependiente en respuesta al estimulo de los AGs, entre las dosis consecutivas de 1, 10 y 100 uM
(AB). En un principio, establecimos un criterio donde se tomarian en cuenta aquellas CpG que
mostraran un AB>0.1 entre las dosis consecutivas de AGs, con el fin de identificar perfiles dosis-
dependiente de las dosis de AGs. Bajo este criterio, se detectaron 283 y 275 CpGs que mostraron
metilacion dependiente de la dosis en células estimuladas con AA o AO, respectivamente (Figura
6A). Sesenta y seis por ciento (187/283) de las CpGs que responden al estimulo con AA mostraron
hipermetilacion con un incremento promedio de un Ap=0.20 (20%; 0.10-0.97). Por el contrario,
77% (213/275) de CpGs diferencialmente metiladas en células estimuladas con AO mostraron una
hipometilacion con un AP=-0.16 promedio (16%; entre -0.10 y -0.88). El Delta-Beta de la
hipermetilacion de ADN por efecto del AA es mayor que aquel de la respuesta a hipometilacion
por efecto del AO (ANOVA F=6.45; p=0.01). Estas CpGs detectadas como diferencialmente
metiladas en respuesta al estimulo del AA o AO representan 184 y 194 genes, respectivamente,
donde en promedio se detectaron 1 CpG/gen (Tabla I1'y 111; respectivamente). De manera notable,
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solo un gen, aquel que codifica para la histona desacetilasa 4 (HDAC4) mostré mas de 3 CpGs que

variaban su estado de metilacion en respuesta a la dosis de los AGs.

Tabla II: Lista de genes diferencialmente metilados (DM) en respuesta al estimulo de diferentes dosis (1, 10 y

100 uM) de AA.

Genes Ap>10%
AACPG
RAP1GAP SMN1 TFIP11 WDR36 TUSC3
KIAA1522 NRXN3 ELF2 TMEM200B PGM1
VEPH1 ODz4 DPPA2 FLT4 RANBP17
NKD2 DIP2C METT10D POMZP3 ZIC4
FANCM DGKQ FAM190B SPATS2 RAPGEF6
TREX2 SRPX PRDM16 ADAMTSI19 ZBTB16
HDACA4 C12orf77 PLEKHB1 SYNPO TRPC6
CASZ1 ZFR IQSEC3 CDK14 PHACTR2
NEURL TMBIM4 SLC6A18 PUM2 HOOK1
AQP12B MYH10 PDZK1IP1 ACSF3 CYP2E1l
GNAS VWA2 TDRD10 DLG2 C100rf140
JPH2 KCNAl CAST GPR63 DLK1
HLA-DRB5 C6orf10 REXO1 SLC6A3 FSDI1L
SLC37A4 Clorf228 PTPRS DSP LOC399959
ATP8B3 C120rf29 MAGI1 TBL1X NKX2-6
BTBD16 COCH RARA HLA-B ZNF391
TRAPPC9 PPM1L IQSEC2 SLAIN1 TMEM171
MIR510 CYP2C19 DGKE SGCE TOX2
AHRR DACH1 TMEM132B SLC35F1 DKK2
NCF4 LAMAS GPR125 NET1 MEGS
ETV6 CCDC144C OR52J3 AREG ASB18
ADARB2 PET112L NOTO FAM160A1 GRM3
LOC100128239 MIR548F5 NUP214 EYA4 MIR1181
ABCAI10 CA10 ALPK1 GPR150 KCNK17
SNORD116-7 ZDHHC13 MITF ZNF207 SRGAP1
MCF2L PCNX BICD1 SYNE1 KIF1A
TRIO FBRSL1 TMEM91 PLEC1 Cé6orf127
ERBB4 CDH12 RADS51L1 PRKACB ARHGEF4
RBM46 LOC100132831 CPT1A SOST CAPN10
DAB1 PLACIL PRKCQ NFIA RIC3
PDGFD SLC12A7 CHFR SPI1 RHOQ
TCERGI1L FAM71B CTSS LRRC16A ADRB3
C1QL2 ANXAS STT3A ISM1 SH3BGRL?2
SLC6A9 BCAS3 CRAMPI1L MYLK SPTBN1
PHF21B LY6K DOK7 VTI1B KIF2C
TSPY4 SMPD3 BAI1 FARP1 AJAP1
SMYD3 ATF1 NBLAO00301 KCNMAL1
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Tabla I11: Lista de genes diferencialmente metilados (DM) en respuesta al estimulo de diferentes dosis (1, 10y

100 uM) de AO.

Genes AB>10%
AOCpG
DIP2C FRAS1 ITPR3 CHGA STIL
HDAC4 MMP17 AVPR1A PTP4A1 CDH6
CD177 SSH1 EXOC3 C120rf23 KLF6
PRKAR1B DRD1 CTNNA3 LMO7 CHNZ2
ATP13A3 SPSB4 MTA1 psiTPTE22 DIAPH3
IGFBPL1 UBB TUBB2B SLC2A13 TTC28
RBMS1 IGFL2 KIAA1826 CHCHD1 FGFBP2
ANXAS CACNAILA HIST1H4D FARS2 ZPLD1
FAM149B1 CDH4 LHFP CCDC50 Cborf30
OR4E2 MECOM RBMS8A RNF128 TAS1R1
HCG27 TEPP CNOT8 PTPRN2 NFIA
ABCB4 MFSD9 GUCY1A2 HOXC8 OR10G8
PFN1 CRMP1 RASSF8 SLC7Al14 KLHDC4
CASC5 DLX6AS ACPT TRPMS LHFPL2
LOC284578 LOC200726 LAMA4 EIF4A3 INS-IGF2
REEP3 EXT1 TERT ACVR1 Cdorf21
LDLR SETBP1 ADAM21P1 TRIM26 DIRAS3
SHANK?2 CTSC CNTFR MGLL ENTPD5
PIGL FAM134A IGF1IR ESR2 LOC100216001
CREM LOC100133091 LCN1 AUTS2 FOXE1
FRS2 RPL23P8 MAN1A1 ANAPC5 GZMA
TRIM42 STAG1 ZC3H12C ART3 ACSL4
CENPP ACVR2A LPCAT1 VGLL2 C140rf106
DOCK9 SPARCL1 PKD2 TRPC3 SND1
TBC1D22A ASCC3 LOC100134868 UBEZ2I DYNLL1
SCN3B ATHL1 PDE2A GPSM3 IL22
UNCS80 ARLGIPS PALLD ADK FRMD5
KERA DMBX1 RNF152 KLF13 DAB2
PCDHB18 HIVEP1 SLC41A3 C3orf57 PAX2
ARNTL2 TCEAL3 C100rf25 SLC38A2 LOC442454
ITPR1 SLC1A3 LOC90784 ZNRF2 ROBO2
HBP1 FRMD4A C7 TBX5 MAML2
FNDC1 BCL2L13 MICA RBPMS GRK5
FERMT?2 SPATS2L TPRA1L PCDHGAS5 ZNF207
CCDC92 ZNF521 OXCT1 L3MBTL3 MANSC1
F2RL1 BANP ZNF585A PDE4C HSPAI1L
UGGT2 GNB1 GNG12 PCDHB12 GPR148
GPRG63 FLJ42709 FOXK2 ERI1 RAPGEF6
TTC7B ALX4 CXCL12 CUL4A
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A pesar de que el criterio aplicado anteriormente a los datos del arreglo 450k permitié la
identificacion de CpGs diferencialmente metiladas en respuesta al estimulo de AG, el pequefio
numero de dichas CpGs no explica la magnitud del efecto a nivel de 5mC total previamente
identificado por nuestro grupo. Esta discrepancia en los resultados nos llevo a buscar la posible
existencia de pequefios pero numerosos cambios en la mMADN distribuidos de manera global en el
genoma inducidos por el tratamiento con los AGs. Se adoptd un criterio mas laxo para el manejo
de los datos, buscando cambios con un AB> 0.005 entre las dosis consecutivas de los AGs. Los
datos fueron separados en dos subgrupos en funcion al comportamiento del A (positivo 0 negativo
en el caso respectivo de hipermetilacion o hipometilacion) entre las dosis de los extremos para
posteriormente realizar una prueba de correlacion de Spearman (r). Se incluyeron aquellos CpGs
que tuvieran una r>0.985, correspondiente a un valor de p<0.05. Aquellos CpGs selectos seran
referidos como AACpG o AOCpG. Este andlisis identifico 57,187 AACpGs y 48,917 AOCpGs
(Figura 6B), correspondientes a 14,483 y 13,194 genes, respectivamente. El valor absoluto del A
entre las dosis de 100 y 1 uM de AG oscila entre 0.29-0.01 para los dos subgrupos. Una minoria
de AACpGs (6,432 0 11.2%) fueron detectados dentro del grupo de AOCpGs, que corresponden
a 3,728 genes (Tabla Suplementaria I). Ninguno de los grupos de AACpG o AOCpG alcanzaron

un valor de p<107 para ser considerado como cambios significativos en todo el genoma.

A pesar de que la metilacién diferencial inducida por el AA o AO no alcanz6 significancia
gendmica, es evidente una clara tendencia hacia la hipermetilaciéon inducida por el AA y una
hipometilacion inducida por el AO, sugiriendo que los cambios de metilacién son biol6gicamente
relevantes aunque de magnitud modesta. La mayoria de los AACpGs (76.4%) y AOCpGs (74.7%)
mostraron un patron de hiper- o hipometilacion dependiente de la dosis, respectivamente
(P=6.7x1032, prueba Chi-cuadrada). Asi pues, la magnitud neta de la hipermetilacion de las
AACpGs fue mucho mayor que su contraparte con tendencia hacia la hipometilacién, ya que la
suma de los AP entre las dosis de 100 y 1 uM de AA fue de 1,661.4 y -408.7 para ambos tipos de
datos, respectivamente. Ahora bien, el efecto neto de las AOCpGs tendia hacia la hipometilacién,
ya que la suma de las AP entre las dosis de 100 y 1 uM de AO fue de 381.6 y -1,308.7 hacia la
hiper- o hipometilacion de los AOCpGs, respectivamente. Dicho comportamiento divergente entre
los perfiles de metilacion inducidos por AA o AO incluian 6,432 CpGs comunes entre ambos
perfiles, los cuales presentaban una correlacion negativa entre ambos sets de datos (r=-0.14,
P<10%).
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Figura 6: Distribucion de la metilacion de CpGs que muestran cambios dependientes de la dosis de AGs. Los
datos de AA y AO se encuentran ordenados de manera decreciente. La linea punteada representa el A promedio para

cada juego de datos.

Efecto del AA 'y AO sobre los niveles de metilacion de los elementos repetidos ALU en
celulas THP-1

Para validar de manera independiente los efectos globales en la mADN por efecto de AA y AO,
se realiz6 un ensayo de metilacion especifico para elementos ALU. Cultivos de células THP-1
fueron estimulados por 24 horas con las diferentes concentraciones de AG (AA o AO) previamente
descritas. EI AA induce un incremento significativo (~7.5%) dependiente de la dosis en la
metilacion de los elementos ALU mientras que el tratamiento con AO mostré una tendencia hacia
una hipometilacion del ADN, pero no significativa en un rango de 1-100 uM de los AG (Figura

7). Este patron es muy similar a aquel observado en la medicion de la mADN del arreglo 450Kk,
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ademas de que este incremento en la mADN representa una porcion significativa de la 5mdC

global detectada por ensayos previos del grupo (cerca del 11%).
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Figura 7: Efecto de AG puros en la metilacién del ADN de elementos ALU en monocitos THP-1. Niveles de
metilacién del ADN en elementos ALU, 24 horas después de un estimulo con AA (circulos) o AO (cuadrados). Los
asteriscos indican una diferencia estadisticamente significativa en comparacion con su respectiva dosis de 1 uM. *,
p<0.05; **, p<0.01 (prueba Scheffé post hoc)

Caracteristicas de las regiones génicas que muestran cambios en la metilacion dependiente
de AAY AO

En el apartado de antecedentes se discutié la importancia de la distribucion génica de la mADN,
puesto que ésta puede determinar la susceptibilidad de ciertas regiones a sufrir cambios en la
mADN. Con este fin, se analizé la distribucién génica y asociacion a ICG de las AA- o AOCpGs,
los cuales se dividieron en dos subgrupos cada uno, aquellas CpGs que presentaban
hipermetilacion y aquellas que presentaban hipometilacion. Para ambos AG, los cambios de la
mADN ocurren de manera preferencial en regiones intergénicas y dentro del cuerpo del gen (region
que abarca desde el primer exdn hasta el Ultimo exdn) en comparacion con los extremos UTR
(p=0.0012 y p=4.26x10° por AA y AO, respectivamente) y en un contexto asociado con mar
abierto (P=0.031; para AA). Para aquellas que mostraron una hipermetilacion, se pudo observar
que en respuesta a ambos AG, los cambios ocurren preferentemente en regiones intergénicas y en
el cuerpo del gen (region que abarca desde el codon de inicio hasta el codon de terminacion) en
comparacion con los extremos UTR del cuerpo del gen (Figura 8A-B; 9A-B). En cuanto a la
hipometilacion del ADN se observaron diferencias en el comportamiento en respuesta a los AG

(Figura 8C-D; 9C-D). Solamente para AACpG, se observo una preferencia hacia la region del
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cuerpo del gen (p=2.5x10) y las ICG (P=0.009), los demas CpGs no mostraron preferencia
alguna sobre alguna regién en particular. Ambos grupos de CpGs (hiper-, hipometilados)
pertenecientes a los estimulos con los AGs presentaron una distribucién de la mADN idéntica en
cuanto al compartimento génico identificado, sin embargo difieren en el contexto relacionado a
ICG, ya que se observa un enriquecimiento en los cambios de mMADN en ICG por parte del AA.
Estos resultados sugieren que los blancos de AA- y AOCpGs son distintos, con un amplio
significado bioldgico y mecanismos especificos, mas que si se tratase de efectos observados de

manera aleatoria.

Una cuestion que nos preguntamos era que si el efecto de estos AG sobre la mADN mostraba
preferencia por un estado de metilacién inicial en aquellas secuencias afectadas. Por lo tanto, se
analizd la distribucion de las AA- y AOCpGs en funcion a su estado de metilacion (valor B)
mostrado sobre el perfil de metilacion a la dosis de 1 UM de cada AG. Se establecieron tres grupos
para este analisis: CpGs inicialmente hipometiladas (f<0.3); medianamente metiladas (0.3<p<0.6)
e inicialmente hipermetiladas (>0.6). Para ambos AG observamos un claro enriquecimiento en el
grupo de CpGs inicialmente hipermetiladas el cual fue independiente de la direccién del cambio
en lamADN (Figura 10 y 11).
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Figura 8: Distribucion de CpG diferencialmente metiladas en respuesta al estimulo de AA, en funcién a su

distribucién génica y contexto CpG. Distribucién de AACpG hipermetiladas en funcion a su (A) distribucién génica

0 (B) relacién a CpG. Distribucion de AACpG hipometiladas en funcion a su (C) distribucion génica o (D) relacion

a CpG. Los circulos indican la distribucion esperada de acuerdo al disefio del 450k.
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Figura 9: Distribucion de CpG diferencialmente metiladas en respuesta al estimulo de OA, en funcién a su
distribucidn génicay contexto CpG. Distribucién de AOCpG hipermetiladas en funcién a su (A) distribucién génica

o0 (B) relacion a CpG. Distribucién de AOCpG hipometiladas en funcién a su (C) distribucion génica o (D) relacién a

CpG. Los circulos indican la distribucion esperada de acuerdo al disefio del 450k.
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Figura 10: Blancos génicos sometidos a la metilacion diferencial mediada por el AA. Los paneles izquierdo y
derecho representan AACpG Hiper- e Hipometiladas, respectivamente. La figura muestra la distribucion de las

AACPG relativo a (A-B) el estado de metilacion inicial; (C-D) contexto génico y (E-F) relacion a ICG.
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Figura 11: Blancos génicos sometidos a la metilacion diferencial mediada por el AO. Los paneles izquierdo y
derecho representan AOCpG Hiper- e Hipometiladas, respectivamente. La figura muestra la distribucion de las

AOCPG relativo a (A-B) el estado de metilacion inicial; (C-D) contexto génico y (E-F) relacién a ICG.
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A nivel génico, la mayoria de las AACpG y AOCpG se localizaban en el cuerpo del gen y en
regiones promotoras, que al mismo tiempo, presentaban una divergencia sorprendente en cuanto a
la direccion del cambio en la mADN. Para aquellos genes presentes en ambas listas, las AACpG
y AOCpG mostraban una hiper- o hipometilacion, respectivamente, entre las dosis de 1 y 100 uM
(P<10° en todos los casos). Dicha tendencia era particularmente evidente en aquellos genes que
poseia mas de 50 AACpG o AOCpG/gen, los cuales incluian protein tyrosine phosphatase, protein
tyrosine phosphatase, receptor type N2 (PTPRN2), mitotic arrest deficient-like 1 (MAD1L1), PR
domain containing 16 (PRDM16), tenascin-XB (TNXB), regulatory-associated protein of mTOR
(RPTOR), inositol-1,4,5-trisphosphate 5-phosphatase (INPP5A), adenosine deaminase, RNA-
specific, B2 (ADARB2), sidekick cell adhesion molecule 1 (SDK1), ATPase, class VI, type 11A
(ATP11A), tubulin folding cofactor D (TBCD), y disco-interacting protein homolog 2 (DIP2C).
Ejemplos de esta divergencia a nivel de algunos genes puede ser observado en la Figura 12, en la
cual se tomaron algunos genes que poseian > 50AA- 0 AOCpGs distribuidos a lo largo del gen,
ademas de que se puede observar el efecto inverso de aquellos CpG que se superponen entre las
AACpPGs y AOCpGs.

Posteriormente, se realiz un andlisis de enriquecimiento funcional utilizando los primeros 150
genes ordenados de manera descendiente en funcion al valor absoluto de la diferencia entre los
valores de B correspondientes a 100 — 1 uM (AB; DB-CpG) promedio por gen, el cual no mostrd
ningun enriquecimiento para rutas de sefializacion. Comdnmente se asume que cambios de gran
magnitud en los niveles de metilacion sugieren un papel relevante a nivel biol6gico, sin embargo
el andlisis de enriquecimiento funcional no mostro resultado alguno. De manera interesante, esta
lista presentaba un sesgo muy visible, puesto que todos los miembros de la lista poseian un nimero
de sondas/gen mayor que el promedio (~18 sondas/gen), lo que indicaba un enriquecimiento en el
valor del AP para aquellos con mayor nimero de sondas/gen. Por este motivo, realizamos una
normalizacion en la cual tomamos el nimero de AGCpGs/gen y lo dividimos entre el nimero de
sondas/gen representados en el 450k (N-CpG), antes de ordenarlos en funcion al valor absoluto
del AB. Asi pues, el mismo tipo de analisis se realiz6 utilizando los primeros 150 genes bajo la
normalizacion descrita. Este analisis reveld un enriquecimiento significativo en la rutas de
sefializacion mediada por receptores acoplados a proteinas G (GPCR) vy la ruta de sefializacién
olfatoria (REACT 14797 y hsa04740, respectivamente). De manera interesante, los valores

promedios del valor absoluto del AP de los 150 N-AA- y N-AOCpGs fue aproximadamente 4
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veces menor en comparacion con DB-AACpGs y DB-AOCpGs (0.042 y 0.044 contra 0.174 y
0.161 en promedio, respectivamente), nuevamente sefialando que los efectos observados por los
estimulos de AGs son pequefios pero muestran efectos bioldgicos relevantes. Adicionalmente, el
andlisis de enriquecimiento funcional de los 20 elementos mas significativos para sitios de unién
para factores de transcripcion (TFBS; por sus siglas en inglés) reveld varios sensores de nutrientes
que funcionan como reguladores del metabolismo energético, como lo son Hepatocyte Nuclear
Factor 4 (HNF4), PPARy y PPARa, estos resultados validan en gran medida los datos bioquimicos
obtenidos por el grupo de investigacion (Silva-Martinez et al., 2016), los cuales implican la

participacion de PPARa y Sirtl.
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Figura 12: Ejemplos de algunos perfiles de metilacion ejercidos por el AA o AO. Las gréficas en la izquierda
muestran los cambios en la metilacion del ADN de los AACpGs (rojo) y AOCpGs (azul). El valor P indica la posicion
y el nimero de CpGs que se localizan dentro de la region promotora. Las graficas a la derecha muestran los valores
de delta beta de aquellas CpGs comunes entre AA 'y AO, correspondiente al gen mostrado a la izquierda. Los valores
de p se refieren a las pruebas no paramétricas individuales (izquierda) y pareada (derecha; Prueba Mann-Whitney U

y la prueba Wilcoxon, respectivamente.
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Expresion diferencial inducida a por acidos grasos y su relacion con la metilacion

Hasta este punto es claro el efecto de los AGs (AA y AO) sobre la metilacion diferencial del ADN
en células THP-1, sin embargo se desconoce el impacto transcripcional de estos estimulo, con este
fin, se utiliz6 la plataforma Human Exon 1.0 ST de Affymetrix. Dicha plataforma permite
interrogar cambios transcripcionales a nivel de exones (0 exones potenciales), lo cual nos permite
realizar dos analisis complementarios al mismo tiempo —expresion génica y splicing alternativo.
Cabe resaltar que el material genético utilizado sobre esta plataforma es proveniente de las mismas
celulas de las cuales se extrajo el ADN para el anélisis del microarreglo 450Kk.

Los datos a nivel exonico arrojados por el microarreglo no revelaron indicios de alteracién en los
patrones del splicing de los genes, ya que no se alcanzaron los niveles de significancia para inferir
este tipo de eventos. En cuanto al nivel de genes, se detectaron cambios en la transcripcion de
genes (fold change, FC >1.5) entre las dosis extremas de los AGs (100 y 1 uM). En el caso del
AA, se identificaron 1,172 genes regulados diferencialmente, de los cuales 648 estaban regulados
de manera positiva, con un FC promedio de 1.84 (1.5-11.72); mientras que aquellos regulados de
manera negativa (524 genes) poseian un FC promedio de -1.78 (-1.5- -6,82). Para los transcritos
regulados por AO, se detectaron 455 genes regulados de manera positiva con un FC promedio de
1.86 (1.5-6.61) y 380 gene regulados negativamente con un FC promedio de -1.84 (-1.5- - 10.27;

Tabla Suplementaria I1).

De manera interesante, solo unos pocos transcritos se encontraban regulados de manera dosis
dependiente, siendo solo 14 y 7 los que mostraron cambios en la expresion bajo los estimulos de
AA o AO, respectivamente. EI 86% (12/14) de los transcritos expresados de manera diferencial
dependientes de la dosis del AA caen dentro de la categoria de ARN no codificante (ARNNC),
mientras que solo 2 transcritos codifican para proteina. De manera interesante, para aquellos
expresados de manera diferencial por efecto del AO, el 100% de los transcritos caen dentro de la
categoria de ARNnc. Los ARNNc representaron el 90% (19/21) de los transcritos regulados
diferencialmente. Los dos transcritos que codifican para proteinas fueron PDE4B y PRDM1
(Blimp-1). Este altimo, presento un incremento de 12 veces en la expresion, en respuesta a las
diferentes dosis a AA. Este gen es considerado como un regulador maestro de la diferenciacion de

células plasmaticas (Martins et al., 2006). Aln mas interesante es la asociacién de Blimp-1 con
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varios modificadores epigenéticos, ya que al unirse al ADN, sirve como scaffold para proteinas
pertenecientes a la familia histonas deacetil transferasas (Su et al., 2009). El hecho de que la
mayoria de los transcritos sean ARNNc da pie a pensar que existen mecanismos de regulacion
mediados por ARNNc en respuesta a los estimulos de los &cidos grasos y de manera especifica para

cada uno de ellos.

Un analisis de enriquecimiento funcional para aquellos genes regulados diferencialmente entre las
dosis de AG, se encontrd un enriquecimiento en las rutas de sefializacion por GPCR (FDR<10*en
ambos casos), reflejando el mismo enriquecimiento funcional observado en los perfiles de mMADN
inducido por los mismo AG, después de normalizar por el numero de sondas/gen. Cabe resaltar,
que a pesar de que el enriquecimiento funcional se encuentra sobre la misma ruta de sefializacion,
los genes blancos son diferentes. Estos resultados son interesantes, puesto que presentan el mismo
enriquecimiento funcional que aquellos obtenidos con el perfil de mADN, pero de manera
interesante, estos no tienen relacion alguna en cuanto a los genes que se encuentran enriqueciendo

en ambos estudios.

De los datos obtenidos de la plataforma 450k para los AGs, cerca del 24% de los datos obtenidos
se encuentran dentro de regiones exonicas, incluyendo las regiones 5°-y 3’UTR (15, 515y 11,898,
AA- y AOCpGs, respectivamente). Al observar este enriquecimiento en la region exonica,
decidimos evaluar el impacto de la mADN sobre la transcripcion mediante un acoplamiento de los
datos con los de expresion a nivel de exones. Buscando una manera facil y visual de interpretar los
datos, se graficaron los valores del AP correspondientes a los AA- 0 AOCpG contra sus valores
correspondientes de expresion por exon y se separaron por compartimento génico (Figura 13y
14). Asi pues, mientras la mADN cambia en cualquier contexto gendmico, mostrando asociaciones
tanto negativas como positivas con la transcripcion, descubrimos correlaciones dependientes del
contexto, p. €j., una correlacion negativa en la region 5’UTR y primer exon (n=4,731, r=-0.246;
p<0.0001 y n = 8,235, r=-0.296, p<0.0001; respectivamente) y una correlacion positiva con el
cuerpo del gen y la region 3’UTR (n=20,997, r=0.139, p<0.0001 y n=8,064, r=0.272, p<0.0001,
respectivamente; Tabla 1V).Ademas, hemos observado que la mADN dentro del cuerpo del gen
se encuentra asociada mas frecuentemente con una alza en la tasa transcripcional, ya que el
promedio de la AR de AACpGs exonicas eran mas alto en comparacion a las AOCpG exodnicas

(0.023 y -0.021, respectivamente), esta tendencia se observé para todas las AA-y AOCpGs; debido
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a estos resultados obtenidos mediante el acoplamiento de los datos de mADN y expresion, hemos
concluido que la metilacion dentro del cuerpo del gen correlaciona de manera positiva con los
niveles expresion. Ademas, decidimos validar dicha asociacion mediante ensayos de RT-PCR
sobre algunos genes, los cuales mostraron efectos opuestos y dependientes de la dosis de AGs en
la mADN después de la estimulacion con AA o0 AO (en base a lo observado en la informacion del
450K). Se extrajo ARN de celulas THP-1 estimuladas con las concentraciones extremas de los AGs
(1 y 100 uM) y se sintetizo ADNc. El resultado se puede observar en la Figura 15, donde se
observa una asociacion positiva entre la mMADN y la expresion génica. Fue corroborada la

asociacion positiva entre mADN y la expresion genica.
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Figura 13: Asociacion entre los cambios de mADN vy los niveles de expresidn inducidos por el AA. Sobre el eje
X se toman los valores correspondientes a la tasa de cambio en los niveles de expresion correspondiente a aquella
AACpG cuyo AP se grafica sobre el eje Y. Los valores Pearson, corresponden al coeficiente Pearson, al cual le

corresponde un valor de P (P-value) el cual es significativo si P<0.05.
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Figura 14: Asociacion entre los cambios de mMADN vy los niveles de expresion inducidos por el AO. Sobre el eje
X se toman los valores correspondientes a la tasa de cambio en los niveles de expresion correspondiente a aquella
AOCpG cuyo AP se grafica sobre el eje Y. Los valores Pearson, corresponden al coeficiente Pearson, al cual le

corresponde un valor de P (P-value) el cual es significativo si P<0.05.
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Figura 15: Metilacion del ADN dentro del cuerpo del gen correlaciona de manera positiva con los niveles de

expresion de algunos genes elegidos. En el panel A) se muestran las fotografias de los RT-PCRs para los genes

seleccionados, partiendo del cDNA sintetizado a partir de la muestra de RNA de células THP-1 estimuladas por 24

horas con AG (AA o AO) a las concentraciones de 1 y 100 uM. B) Grafica de los niveles de expresion de los genes

selectos normalizados con la expresion de GAPDH. Las lineas sobre las barras denotan el error correspondiente a cada

grupo de mediciones (replica bioldgica y técnica)

Tabla IV: Relacion entre metilacion del ADN y la transcripcion.

AACpGs AOCpGs
Posicion Pearson P n Pearson P n
5UTR -0.29 <10° 2,445 -0.21 <10° 2,286
1" Exoén -0.35 <10 4,083 -0.28 <10 4,152
Cuerpo del 0.20 <10° 12,309 0.19 <10 8,688
Gen
3J'UTR 0.23 <10 4,599 0.25 1.4x10* 3,465
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Evaluacion de la relevancia bioldgica de los efectos del AA 0 AO en la mADN mediante

epigenémica comparativa

Para determinar la relevancia bioldgica general de nuestros datos de 450k, se decidié comparar las
AA- y AOCpGs con los resultados obtenidos bajo la misma plataforma en células primarias de
isletas pancreaticas humanas (ex vivo) estimuladas con acido palmitico (AP), un modelo celular
de diabetes (Hall et al., 2014). En primera instancia, esta comparativa surgio ya que los autores
reportaron hipermetilacion global inducida por el AP, muy similar a lo observado en los monocitos
THP-1 estimulados con el AA. Por lo tanto, se buscaron CpGs diferencialmente metiladas
compartidas entre los tres metilomas de células estimuladas con AA, OA y AP. Se encontrd una
coincidencia del 10-12% entre las CpG, siendo un total de 445 CpGs —correspondientes a 430
genes- que fueron comunes entre AA-, AO- y APCpGs (referidas como AGCpGs; Tabla
Suplementaria I11). Es notable que estas coincidencias existen a pesar de las diferencias en el
disefio experimental, el modelo celular (isletas pancreaticas y monocitos THP-1, respectivamente),
las concentraciones de los acidos grasos (1 mM y 1-100 uM) y el tiempo de incubacion con el AG
(48 y 24 horas). De manera interesante, el analisis funcional de los primeros 150 genes N-APCpGs,

revelaron un enriquecimiento significativo sobre la ruta de sefializacion olfatoria y GPCR.

Las similitudes detectadas entre los perfiles de mADN inducidos por AG en células THP-1y el
modelo pancreéatico estimulado con AP, dieron pauta a una pregunta: ¢Es posible que los perfiles
de mADN obtenidos por el estimulo de AG tuvieran alguna relacion con perfiles de mADN en
tejidos patoldgicos o0 normales? Para abordar esta cuestion, comparamos los AA- y AOCpGs con
perfiles de mMADN de humanos obtenidos bajo la misma plataforma y que fueran de acceso publico,
los cuales se describen en el apartado de Métodos. Cerca del 12 al 17% de las CpGs identificadas
en cada estudio eran idénticas a las AA- o0 AOCpGs. Ademas, dejando a un lado las diferencias
entre los criterios establecidos como corte en el AP, observamos que no existia una correlacién
significativa entre el porcentaje de similitud y los valores de corte en el AB. Posteriormente, se
compard el estado de metilacion de las AA- y AOCpGs con aquellas que fueran idénticas en los
perfiles de metilacion que representaban una enfermedad o un tejido sano. Con este fin, se realizo
un estudio de clustering (Figura 16) a nivel de genes, promediando los niveles de metilacion de
cada CpG (AP). Dicho estudio mostré claramente que los perfiles de metilacion inducidos por el

estimulo de AA y AP eran mas similares entre ellos que aquel inducido por AO. Ademas, dichos
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perfiles se encuentran dentro del mismo grupo en el que se ubican las enfermedades metabdlicas,
envejecimiento y autismo; por otro lado, los perfiles de cancer, esquizofrenia y los perfiles de
metilacion de tejidos sanos se agrupaban lejos de los perfiles generados por el estimulo de los AGs.
Por ejemplo, la mayoria de los genes eran consistentemente hipermetilados después de ser
estimulados con AA o AP, mientras que al ser estimulados con AO estos se encontraban

hipometilados.

También hemos observado una similitud muy baja con los perfiles de cancer en comparacion con
los perfiles asociados a enfermedades metabdlicas, psiquiatricas y tejidos normales (P<O0; Prueba
de Scheffé post-hoc de 0.01 en todas las comparaciones; el set correspondiente al perfil de
envejecimiento no fue incluido en este andlisis debido a que representaba un solo estudio). De este
modo, no se encontro correlacion significativa entre el porcentaje de similitud y el nimero de CpG
identificados en cada estudio (r=-0.12, n=20, P=0.62), nuestros datos sugieren que la similitud con

los otros perfiles no es aleatorio a pesar del elevado nimero de AA- y AOCpGs.

Bajo la observacion de que las AACpGs se agrupaban con los perfiles provenientes de
enfermedades metabdlicas, nos preguntamos si existia similitud con un juego de datos generados
dentro de nuestro grupo de trabajo pertenecientes a una variedad de severidades histoldgicas de
lesiones aterosclerdticas en aortas humanas (Valencia-Morales et al., 2015). Dicho estudio
identificd 1,985 CpGs autosomales, los cuales cambiaban significativamente su estado de
metilacion conforme aumentaba la progresion de la lesion (Progresion-CpGs), donde la mayoria
cambiaban hacia hipermetilacion conforme aumentaba el grado de severidad de la lesién. Dichas
CpGs mostraron un enriquecimiento significativo dentro de las AACpGs, donde 510 CpGs eran
idénticas en los dos juegos de datos y 324 mostraron la misma tendencia en la mMADN (P=0.011
para el enriquecimiento determinado por una prueba hipergeométrica; Tabla Suplementaria 1V).
La mayoria de ellas (311 de 324) sufren hipermetilacion en respuesta al incremento en la dosis de

AA 'y con la progresién de la lesion.

41



Distancia

[ == |E

Cancer mamario (S)

T2D (Pa)
Envejecimiento (S)

B Aterosclerosis (Ao)
| Obesidad (Ad)

Tiroides
CHC (Hi)
AO(S)
BA10(Cr)
BA24(S)
AP (Pa)
AA(S)
Sangre

PRDM16%
PTPRN?2
MAD1L1*
KcNQi
B RrASA3
ADARB2
C7orf50
| R
I TNXB*
B caszz
B 8D
0 SDk1
I cAMTAL
B CBFA2T3
B ATP11A
B piP2c
B rPTOR
' PRKCZ
SEPT9
ABR
INPP5A
W Loc404266
NCOR2
B so0Rrcs2
B SHANK2

BB e squizofrenia (Cr)
BB Lcucemia (S)

0.3

O
Bl crc(in)

HEN EEE ENPulmon
|

o
I

Delta-Beta

] [
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Adipocitos; Ao, Aorta; Cr, Cerebro; Hi, Higado; In, Intestino; Pa, Pancreas; S, Sangre.
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Este resultado —similar al observado en los perfiles de AGs- nos hizo cuestionarnos el disefio en la
distribucion de sondas por gen en el arreglo 450Kk, ya que da pauta a pensar que existe un sesgo en
la deteccion de sondas diferencialmente metiladas, puesto que ciertos genes presentan una mayor
densidad de sondas por gen arriba de la media (~18 sondas/gen). En funcién a esto, nos dimos a la
tarea de analizar la distribucion de los genes diferencialmente metilados (DM) —p.ej. genes que
contienen al menos una CpG metilada diferencialmente- en cuatro grupos formados en funcién al
namero de sondas por gen (SG) en el arreglo 450k: SG<10; 10<SG<50; 50<SG<100; y SG>100
(Tabla Suplementaria V). Encontramos que la frecuencia de genes DM —porcentaje de genes
dentro de los grupos- seguian una relacion lineal entre los grupos en la mayoria de los perfiles
analizados (Figura 17). Para descartar un enriquecimiento aleatorio de los genes DM en cada
grupo, seleccionamos 15 genes por cada grupo e identificamos la frecuencia de CpG-DM por gen
en todos los perfiles estudiados. Asi pues, encontramos un enriquecimiento mayor de CpG-DM en
aquellos genes con SG>100 en comparacion de aquellos genes pertenecientes al grupo de SG<10
(Figura 18).

Conociendo que el nimero de SG favorecia la deteccion de genes DM, nos preguntamos si el
porcentaje de CG dentro de los genes era la base de esta distribucion de nimero de SG. Entonces,
una correlacion fuerte indicaria que aquellos genes con un alto numero de sitios susceptibles a
cambios en la mADN son mas frecuentemente detectados como DM vy por lo tanto que la
distribucion de los genes DM refleja algunas caracteristicas bioldgicas. Como aproximacién para
determinar el numero de CpG por gen, utilizamos el contenido CG vy la longitud del gen (Figura
19). La correlacion con el numero de SG en ambos casos no fue significativa, indicando un sesgo

el 450k que se origina por criterios de disefio del arreglo y no por caracteristicas bioldgicas.
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Con el fin de corregir este sesgo, se realizé la normalizacién de los datos como se hizo con aquellos
obtenidos para los AG (NCpGs) y nuevamente tomamos los primeros 15 genes de cada lista, donde
el enriquecimiento mas alto lo tuvo el gen CARD16, el cual solo aparecio en 5 perfiles de los 22
analizados. Cabe resaltar que cerca del 34% de los genes (94/278) de los primeros 15 genes
identificados por el método de normalizacion, caian dentro de la categoria de ARN no-
codificantes, a pesar de que esta categoria se encuentra muy poco representada en el 450k - 0.85%
(4,168/485,764) de las sondas.

Posteriormente, se realizd un andlisis de enriquecimiento funcional en rutas de sefializacion
tomando los primeros 150 genes de las listas de NCpG de cada perfil. De manera interesante, se
encontrd un enriguecimiento en las rutas de sefializacion mediada por proteinas G y olfatoria en
los perfiles correspondientes a cancer (colorrectal, leucemia y hepatico) y diabetes tipo 2, mismas
rutas enriquecidas en los perfiles obtenidos por AG, confirmando la relevancia biol6gica de estos
en el establecimiento del epigenoma relacionado a enfermedad. En las muestras restantes, se

observaron enriquecimientos particulares o nulos en rutas de sefializacion (Tabla I11).

Tabla V: Principales rutas metabdlicas/sefializacion enriquecidas dentro del programa DAVID

Estimulo/enfermedad Término Conteo  p-value FDR
0 tejido de Genes
Transduccion Olfatoria 15 3.6E-09 3.2E-06
Araquiddnico
Sefalizacion mediada por GPCR 17 5.5E-06 3.9E-03
Sefializacion mediada por GPCR 11 5.6E-05 3.6E-02
Oleico Transduccion Olfatoria 8 14E-03 1.1E+00
Transduccion de Sabor 4 1.8E-03 1.5E+00
Transduccion Olfatoria 28 15E-18 1.4E-15
Palmitico
Sefalizacién mediada por GPCR 26 3.4E-12  2.4E-09
Funcion Endocitica de NDK, 3 2.2E-03 2.0E+00

Ateroesclerosis . . .
Fosfinas y Dinamina

46



Estimulo/enfermedad Término Conteo  p-value FDR
0 tejido de Genes
Hemostasis 9 3.3E-04 2.1E-01
Sefializacion del Sistema Inmune 9 1.2E-03 7.9E-01
Autismo BA10 Ruta de  sefalizacibn de 7 2.7E-03 2.7E+00
Quimiocinas
Interaccion de receptores 8 3.3E-03 3.3E+00
Citoquina-Citoquina
Autismo BA24 Transduccion Olfatoria 18 3.4E-11 2.8E-08
Transduccion Olfatoria 11 3.6E-05 3.3E-02
Cancer de mama
Sefializacion mediada por GPCR 14 2.7E-04 2.0E-01
Sefalizacion mediada por GPCR 16 1.0E-06 6.6E-04
Cancer Colorrectal
Transduccion Olfatoria 12 1.1E-04 1.1E-01
Transduccion Olfatoria 14 1.2E-06 1.2E-03
Sefializacion mediada por GPCR 14 2.7E-04 1.6E-01
Cancer Hepético Ruta P13 quinasa 5 9.6E-04 6.9E-01
Ruta de Sefializacién beta-TGF 5 2.8E-03 2.0E+00
Mantenimiento de Telomeros 4 8.4E-03 5.0E+00
Interaccion Neuroactiva ligando- 12 3.1E-07 2.8E-04
receptor
Ruta de  sefalizacibn de 7 9.0E-04 6.8E-01
Leucemia Cadherinas
Sefializacion mediada por GPCR 12 4.3E-03 2.8E+00
Esclerosis Amiotrofica Lateral 4 4,7E-03 4.1E+00
Sangre Sefalizacion del Sistema Inmune 7 4.7E-03 2.8E+00
Mama Oxidaciones Biolégicas 5 6.9E-03 5.6E+00
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Estimulo/enfermedad Término Conteo  p-value FDR

0 tejido de Genes
Metabolismo de lipidos y 9 2.3E-04 1.5E-01
lipoproteinas

Higado Hemostasis 9 44E-03 2.9E+00
Metabolismo de Drogas 5 3.0E-03 3.0E+00
Ruta de sefializacion de PPAR 5 45E-03 4.4E+00
Biosintesis de Pantotenato y CoA\ 3 4.1E-03 4.1E+00

Pulmones Interaccion de receptores 7 6.0E-03 6.1E+00

Citoquina-Citoquina

Prostata Metabolismo de Drogas 4 4.1E-03 3.8E+00
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Discusién

Uno de los hallazgos medulares de este trabajo es que hemos descubierto patrones de mADN
distintos y opuestos inducidos por el AA'y AO, dos AGs insaturados a los cuales generalmente se
atribuyen propiedades opuestas, es decir pro- y antiinflamatorias, respectivamente. Cabe resaltar
la manera consistente en la que se han obtenido estos resultados a lo largo del tiempo (2004-2015)
y en diferentes laboratorios (México y Espafia). Nuestros datos globales de mADN en elementos
ALU y en sitios CpG especificos muestran efectos divergentes y dependientes de la dosis de estos
dos AGs en cultivos celulares de monocitos humanos THP-1. El anélisis comparativo de nuestros
resultados contra perfiles de mMADN de humano (de acceso publico), confirman la relevancia
bioldgica de los efectos de estos AG, sin importar los diferentes criterios de inclusion para los CpG
identificados en cada estudio realizado. Ademas, los acidos grasos pro-inflamatorios (AA y AP)
inducen un perfil de mADN remarcablemente similar, en comparacion con el perfil inducido por
el AO. Adicionalmente, los perfiles de expresion y mADN mostraron un enriquecimiento con
funciones de sefializacion mediadas por las GPCR, lo cual sugiere un efecto antagonico en rutas
celulares comunes. Esas similitudes son respaldadas fuertemente cuando se comparan los perfiles
de metilacion inducidos con AGs contra aquellos obtenidos de tejido enfermo o sano. Por ejemplo,
los perfiles de AA y AP se agrupan con los perfiles correspondientes a enfermedades metabdlicas
(ateroesclerosis, obesidad, diabetes tipo 2), envejecimiento y autismo; mientras que el perfil de
AO se agrupa débilmente con los elementos que conforman este grupo. Este analisis comparativo
refleja las distintas propiedades patolégicas conocidas asociadas al AA, AP y AO. Muchos de los
genes identificados son relevantes desde un punto de vista nutricional y evolutivo. Por ejemplo,
en mandriles, la suplementacion con AA y DHA por un periodo de 12 semanas mostré una
asociacion con la desregulacion de PTPRN2 en la corteza cerebral (Kothapalli et al., 2007);
ademas, se ha observado que la hipometilacion de este gen ha sido asociada con la diabetes tipo 2
y con una baja en la tasa de supervivencia en pacientes con cancer de ovario (Bauerschlag et al.,
2011; Olsson et al., 2014); por otro lado, la hipermetilacién de CpGs agrupadas a lo largo del gen
se encuentra asociada con la artritis reumatoide (de la Rica et al., 2013). De igual manera, se ha
observado hipermetilacion en el gen PRDM16 en casos de leucemia, donde estudios en raton
sugieren este estado de metilacion es un indicador temprano de leucemia mieloide aguda (Figueroa
et al., 2009; Sonnet et al., 2014). Estas asociaciones mostradas a manera de ejemplo, por ser

convergentes e independientes, no son resultado de la casualidad. Asi pues, los genes identificados
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y descritos no son los mas relevantes, pero si son un claro ejemplo del efecto de los AG sobre la
mADN.

Otra contribucién importante del trabajo fue proponer un método de normalizacion de los datos de
450k, el cual nos permite corregir el sesgo hacia un enriquecimiento y/o deteccion de genes que
se encuentren sobrerrepresentados. La normalizacion de los datos permitié identificar genes con
una significancia biologica potencial, al revelarse el enriquecimiento funcional de los genes
NCpGs en rutas de sefializacién mediadas por GPCR. Por ejemplo, el gen SAMSN1, identificado
en el perfil de mADN inducida por AA, estd caracterizado como un gen supresor de tumor en
mieloma multiple —un mal hematologico caracterizado por el crecimiento de clonas de células
malignas de plasma en medula 6sea-, donde el estado de metilacion de la region promotora juega
un papel importante en la regulacion de la expresion de este (Noll et al., 2014). Otro ejemplo, pero
ahora en perfil de mMADN de AO, es el gen que PTX3 que codifica para la proteina Pentraxin 3, el
cual es un componente esencial en el sistema inmune innato, controlando mecanismos de

inflamacién (Wang et al., 2016).

Notablemente, los efectos observados de estos AG sobre la modificacion de los perfiles de mMADN
son cuantitativamente modestos. Perfiles similares fueron observados en varios estudios basados
en modelos de alteraciones metabolicas tal como una dieta alta en grasa y ejercicio (Jacobsen et
al., 2012; Hall et al., 2014; Lindholm et al., 2014). Esto sugiere un patron comun en la regulacion
epigenética del metabolismo y marcadamente diferente del cancer, en el cual frecuentemente se
observa un gran namero de loci con metilacién diferencial de mas de 50%. Sin embargo, gracias
a los datos proporcionados por este estudio, se pueden generar varias hipotesis que nos puedan
ayudar a comprender mejor la regulacion del epigenoma mediada por AG y, posiblemente en un
corto plazo de tiempo, desarrollar estrategias basadas en la modificacién de la dieta para mejorar

la salud humana.

La comparacién realizada en este trabajo trae a colacion un gran nimero de hallazgos sobre la
importancia de la fisiopatologia de la respuesta epigenética en respuesta a un estimulo de AG
puros. En el caso de la arteriosclerosis humana, hemos mostrado la relacion existente con dos
trabajos previamente publicados dentro de nuestro grupo de trabajo. Primero, aquellos CpG cuya

metilacidn esta asociada con el grado histoldgico de la lesion los cuales se encuentran enriquecidos
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dentro de las AACpGs (Valencia-Morales et al., 2015). Segundo, 16 de los genes mas
representativos dentro de los perfiles de mMADN analizados, se encuentran hipermetilados en etapas
tempranas en la aorta arterioesclerética y muestran un cambion en el estado de metilacion idénticos
a aquellos mostrados por AA 'y AP (Zaina et al., 2014). Ademas, tanto en los perfiles obtenidos de
la lesion arterioesclerotica como en las células estimuladas con AA, la respuesta de
hipermetilacion es prominente a lo largo de la region correspondiente al cuerpo del gen de los
antes mencionados. Asi pues, el andlisis comparativo sugiere que aquella porcion de ADN
hipermetilada que caracteriza a arterosclerosis en sus etapas tempranas y hasta la etapa estable de
la lesion vascular (Zaina et al., 2014; Valencia-Morales et al., 2015), pueden ser resultado del
efecto de los AG pro-inflamatorios o sus metabolitos en circulacion. Por lo tanto, estas
observaciones pueden servir como base para generar programas nutricionales que puedan
contrarrestar estos efectos mediante el uso de agentes hipometilantes del ADN, para asi disminuir

la progresion de la lesion o salvaguardar el epigenoma vascular.

Por otro lado, el envejecimiento y la obesidad son unos de los factores principales que favorecen
varias enfermedades metabolicas, como la ateroesclerosis o la diabetes. Sin embargo, el perfil de
mADN correspondiente al envejecimiento se encuentra mas relacionado con el perfil de la diabetes
que con el de ateroesclerosis. Este ultimo resultado, indica que la hipometilacion global no explica
el riesgo de ECV atribuible al envejecimiento. Otro factor involucrado en el desarrollo de la
aterosclerosis es la obesidad, cuyo perfil se encuentra estrechamente relacionado con este dltimo,
de acuerdo a nuestro estudio. Esta condicion se caracteriza por cambios en la mADN hacia la
hipermetilacion, siendo el mismo comportamiento observado en el perfil correspondiente a la
progresion de la ateroesclerosis. Estos datos sugieren que perfiles de mADN inducidos por el AA
en el tejido vascular y en los adipocitos explican la relacién epidemioldgica entre aterosclerosis y
obesidad.

Otro descubrimiento dentro de nuestro analisis comparativo fue la divergencia que se presenta
entre los perfiles de mADN de la diabetes tipo 2 y aquellos obtenidos de la estimulacion con AA,
y sorpresivamente, con AP. Por lo tanto, nuestros datos revelan un conjunto de CpGs
diferencialmente metilados que no explican la participacion de los AG libres pro-inflamatorios en
la diabetes. En cuanto al estudio relacionado al autismo, existe un par de estudios que relacionan

esa condicion con el AA, donde en uno se documenta el riesgo de autismo por la deficiencia de
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AA debida al uso de formulas lacteas en infantes y recientemente un estudio comparativo en el
contenido de AA en globulos rojos de pacientes con autismo contra individuos control (Schultz et
al., 2006; Brigandi et al., 2015). Adicionalmente, hemos mostrado que los perfiles de mMADN
inducidos por la estimulacion de AGs son relativamente distantes de aquellos tejido-especifico, y
que estos se encuentran mas relacionados con perfiles de mMADN de enfermedades. De otro lado,
la participacion de los AGs en la generacion de perfiles tejido-especificos seria dificil de conciliar
con la presencia ubicua de los AGs en la circulacion. Mas bien, nuestros datos indican que los
tejidos enfermos se distinguen de los normales por su sensibilidad a AGs especificos. También,
nuestros descubrimientos confirman y expanden las observaciones previas de que el perfil de
mADN de la sangre es completamente distinto al de cualquier otro tejido, ya sea sano o enfermo
(Lowe et al., 2015). Este dato es importante desde el punto de vista metodolégico, puesto que la
mayoria de los estudios epigendmicos de asociacion entre mADN y enfermedades generalmente
utilizan muestras de sangre como un sustituto del tejido directamente involucrado en la
enfermedad. Esto representa un reto para desarrollo de futuros estudios asociativos.
Adicionalmente a todas estas consideraciones, cabe destacar que la especificidad de las
coincidencias con varios estudios realizados con la plataforma 450k, sirven como un método de
validacién independiente de nuestros resultados. A la fecha, muy pocos estudios comparativos de
perfiles de mMADN obtenidos bajo la plataforma 450k se han llevado a cabo, ya que solo existe
registro de 14 estudios —incluyendo el nuestro-en la base de datos del NCBI (dato revisado en
Septiembre, 2016 utilizando los términos 450k, DNA methylation, comparative analysis).

Trabajo incluido en nuestro articulo (Silva-Martinez et al., 2016) ha mostrado que la
hipermetilacion mediada por el estimulo de AA es sensible a la inhibicion de la importacion de
AGs (cadena larga) a la mitocondria y que se encuentra rio abajo de los reguladores del
metabolismo de AGs y B-oxidacion, PPAR-o y SIRT1 (Purushotham et al., 2009). La regulacién
especifica de PPAR-a sobre la mADN mediada por el AA, refleja la observacion de que PUFAS
ejercen un mayor efecto sobre la activacion de PPAR-a, pero no sobre PPAR-y. La participacion
de PPAR-0 queda ain mas clara debido a los resultados obtenidos por el analisis de
enriquecimiento funcional de los AGCpGs. Conjuntamente, esto puede ser el reflejo del
metabolismo activo del AA, mediante la regulacién de la actividad de la cPLA;, la cual media la
liberacion del AA para que funcione como un mensajero secundario en la activacion de respuesta

a inflacion celular, entre otras respuestas celulares (Brash, 2001). Bajo este mismo analisis, se
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mostré un fuerte enriquecimiento en vias de sefializacion GPCR vy olfatoria, tanto para los datos
obtenidos mediante el anélisis diferencial de mMADN como de expresion. Si bien, en ambos
estudios se muestra un enriquecimiento en estas rutas, a nivel de genes estos son diferentes entre
metilacion y expresion, al igual que especificos para cada AG (AA o AO). En parte, el resultado
de este analisis de enriquecimiento era esperado, ya que el potencial biologico de los AGs para
activar y/o unirse a receptores relacionados a GPCR estad ampliamente documentado (Talukdar et
al. 2011; Rajaraman et al. 2015; Moran et al. 2016). Existen GPCR que son activadas por AGs Q-
3, que median el control de la respuesta celular inflamatoria, la cual puede estar ligado
directamente con la molécula de AA o sus metabolitos (Talukdar, Olefsky y Osborn, 2011). La
asociacion de estas rutas, enfermedades metabolicas y cancer estd ampliamente documentado
(Pashkov et al., 2011; Talukdar, Olefsky y Osborn, 2011; Fridlyand y Philipson, 2016; Moran,
Flatt y McKillop, 2016). En la actualidad, cerca del 70% de los farmacos desarrollados para
combatir estas enfermedades van dirigidos hacia estos receptores de GPCR. Estudios en neuronas
muestran que algunos receptores involucrados en la sefializacién olfatoria son activados por el AO,
respondiendo a diferentes concentraciones de manera dependiente de la dosis, ademas de que la
respuesta decrece en funcion de la edad (Oberland et al., 2015). La observacién de que los blancos
de mADN vy expresion génica sean diferentes, pero que pertenezcan a una misma familia de
proteinas, da pauta a cuestionar la posible existencia de algunos mecanismos sinérgicos e
independientes —ya sea para el estimulo de AA o AO- para generar cierta respuesta celular.
Ademas, posiblemente esta sefializacion se encuentre rio arriba en la respuesta a los AG, ya que
miembros de la familia de sefalizacion de GPCR activos modulan de manera directa la
disponibilidad de PGCla, el cual regula a PPARs (Wang et al., 2015), los cuales fueron
identificados en este trabajo como miembros importantes en la respuesta del AA.

En conjunto, nuestros datos publicados (Silva-Martinez et al. 2016) son potencialmente aplicables
para el disefio de terapias preventivas a través de una modificacion en la dieta, ya que los
componentes de la dieta estudiados aqui (AA y AO) participan en la remodelacion del epigenoma

similar al reportado con enfermedades metabdlicas, esto mediante B-oxidacion, PPARa y SIRTI.
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Conclusiones

e Acidos grasos (AGs) que estan presentes en la dieta de humanos (AA y AO) inducen
cambios opuestos y dependientes de la dosis en los perfiles de metilacion del ADN
(mADN) de células THP-1.

e EI AA genera una respuesta de hipermetilacion dependiente de la dosis mientras que el AO
ocasiona una hipometilacion del ADN.

e Los cambios en la mADN ocasionados por el estimulo de los AGs se localizan dentro de
secuencias intragénicas e intergénicas, ambos en un contexto “Mar abierto” (de acuerdo a
la topografia en funcién a la presencia de ICG).

e Parte sustancial de los cambios se detectaron en los elementos ALU, los cuales se
encuentran distribuidos a lo largo del genoma humano representando cerca del 12% de la
densidad genomica total. Estos elementos muestran una tendencia similar a los datos
obtenidos en el microarreglo 450Kk.

e Resultados obtenidos mediante el acoplamiento de los datos de los microarreglos de
mADN y expresion génica, se confirmd una tendencia positiva entre la mADN en el cuerpo
del gen y la expresion génica. Dicha asociacion se observo también al realizar los analisis
semicuantitavivos de la expresion por RT-PCR.

e Se propuso un método de normalizacion de los datos del microarreglo 450Kk, el cual nos
permite corregir el sesgo hacia un enrigquecimiento y/o deteccion de genes que se
encuentren sobrerrepresentados. La normalizacion de los datos permitio identificar genes
con una significancia bioldgica potencial.

e EIl anélisis comparativo de nuestros resultados contra perfiles de mADN de humano
confirman la relevancia biolégica de los efectos de estos AG. Ademas, se reveld la
existencia de una relacion entre los perfiles relacionados con enfermedades metabdlicas y
psicoldgicas; no siendo asi para los perfiles de tejido derivado de pacientes con cancer o
tejido sano.

e El andlisis de enriquecimiento funcional de genes metilados diferencialmente en los
diferentes perfiles, reveld un enriquecimiento significativo en la ruta de sefializacion

olfatoria y aquella mediada por GPCR.
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Nuestros descubrimientos confirman y expanden las observaciones previas de que el perfil
de mADN de la sangre es completamente distinto al de cualquier otro tejido, ya fuese sano
o0 enfermo.

La observacion de que los blancos de mADN y expresion génica sean diferentes, pero que
pertenezcan a una misma familia de proteinas, da pauta a pensar de que existen posibles
mecanismos sinérgicos e independientes —ya sea para el estimulo de AA o AO- para
generar cierta respuesta celular.

Los perfiles de expresion y mADN -inducidos por AA o AO- mostraron un
enriquecimiento con funciones de sefializacion mediadas por las GPCR, lo cual sugiere un

efecto antagonico en rutas celulares comunes.
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Perspectivas

e Analizar el papel de los diferentes tipos de ARNs dentro de la respuesta de metilacion
diferencial en respuesta al estimulo del AA o AO.

e Identificar el nivel de regulacion en el cual se encuentra la ruta de sefializacion mediada
por GPCR en respuesta al estimulo de los AGs.

e El gen PRDM1 se encuentra clasificado como un regulador maestro transcripcional, por lo
que seria interesante evaluar el papel de este mediante el uso de siRNA en células THP-1

estimuladas con diferentes concentraciones de AA o AO
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ANEXos

Material Suplementario

Debido a la extension del material suplementario, éste serd puesto a su disposicion de manera

permanente entrando al siguiente enlace de internet:

https://www.dropbox.com/s/uvvgagise8rrrtdu/Datos%20SupTesis-GuillermoSilva.xlsx?dI=0
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