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RESUMEN 

 
La progresión de la arterosclerosis está asociada con cambios dinámicos en la metilación del 

ADN (mADN). En lo particular la mADN de CpGs específicos se correlaciona de manera positiva 
con la severidad de esta enfermedad. Funcionalmente, se sabe que el 25% de estos cambios están 
asociados con la activación de la beta-oxidación de ácidos grasos en la mitocondria por el factor de 
transcripción “peroxisome proliferator-activated receptors” (PPARα).  

Para explorar más a fondo el papel de la mADN en la aterosclerosis se utilizó un enfoque 
estadístico novedoso que consiste en identificar CpGs diferencialmente variables en la mADN (CpGs-
DVM). Este se ha implementado exitosamente en diversas cohortes, encontrado genes de alto riesgo 
para diversos tipos de cánceres, y nuevos genes asociados con enfermedades cardiovasculares como 
la diabetes tipo 1 y la obesidad. Se analizaron datos de microarreglos de mADN (450K de Illumina) 
de dos cohortes de aterosclerosis (individuos con aortas o carótidas con diferentes grados de 
severidad) y 4 cohortes de individuos discordantes para la resistencia a la insulina, obesidad y el 
tabaquismo. Dado la importancia de la mitocondria en los cambios en la mADN asociado con 
arterosclerosis, se analizó si existe diferencias en el número de copias de ADNmt entre aortas 
ateroscleróticas o no- ateroscleróticas, y si el número de copias de ADNmt se correlacionaba con 
CpGs-DVM específicos. 

Se identificaron 6,469 y 522 CpGs-DVM en la cohorte de las aortas y carótidas 
respectivamente, y la mayoría de ellos estaban en regiones génicas. Los CpGs-DVM mostraron mayor 
variación en las aortas con placas y en las carótidas inestables respecto a sus controles más sanos (95 
y 56% respectivamente), presentando enriquecimiento en vías distintas. En la cohorte de las aortas las 
vías más significativas fueron la señalización por MAPK y la infección del virus del Papiloma; ambas 
enriquecidas en CpGs-DVM hipometilados y localizados dentro y cuerpo del gen. De manera 
interesante, la vía de MAPK fue una de las vías de señalización con mayor enriquecimiento estadístico 
en los CpGs-DVM en comparación con los CpGs-DM. Alrededor del 28% de los genes asociados con 
CpGs-DVM en las aortas coincidían con las cohortes de las carótidas, resistencia a la insulina, 
obesidad y tabaquismo, y entre las vías enriquecidas estaba la señalización por MAPK y la infección 
del virus del papiloma. Respecto al número de copias de ANDmt, este resulto ser mayor en las arterias 
sanas respecto a las enfermas, sobre todo en las arterias con grado histológico VII (p=0.0096 y 
p=0.0072 respectivamente). Además, se identificaron 551 CpGs-DVM en la cohorte de las aortas que 
correlacionaban en su mayoría de manera negativa con el número de copias del ADNmt. La anotación 
funcional de estos reveló entre otras la vía de señalización por MAPK. 

En conclusión, los datos muestran que varios CpGs-DVM en la aterosclerosis están asociados 
con la vía de señalización de MAPK, la cual también está asociada con el número de copias del 
ADNmt. El hecho que los CpGs-DVM asociados con esta vía tuvieran mayor enriquecimiento 
estadístico en el grupo de hipometilados y en el cuerpo de gen, sugiere menor expresión de esta vía 
en el tejido aterosclerótico. 
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ABSTRACT 
 

The progression of the atherosclerotic lesion is associated with dynamic changes in DNA 
methylation (DNAm). In particular, the DNAm state of specific CpGs sites is positively correlated 
with atherosclerosis severity. Functionally ~25% of those changes are associated with peroxisome 
proliferator-activated receptors (PPARα) regulated mitochondrial the fatty acid oxidation. 

To explore in more depth the role of DNAm in atherosclerosis, we applied a novel statistical 
approach that consists in identifying differential variable and methylated CpGs (CpGs-DVM). This 
method has been successfully implemented in various cohorts, found high risk genes for various types 
of cancers, and new genes associated with cardiovascular diseases such as type 1 diabetes and obesity. 
We analyzed DNAm microarray data (Illumina 450k) of two cohorts of atherosclerosis (individuals 
with aortas and carotids with different grades of severity) and 4 cohorts of individuals discordant for 
insulin resistance,obesity and smoking. Given the role of mitochondria in atherosclerosis-associated 
alterations in DNAm, we analyzed mitochondrial DNA copy number (mtDNAcp) in atherosclerotic 
or non-atherosclerotic aortas and probed for correlations between mtDNAcp was correlated with the 
CpGs-DVM.  

A total of 6,469 and 522 CpGs-DVM were identified in the cohorts of aortas and carotids, 
respectively and the majority of those were associated with genic regions. CpGs-DVM showed greater 
variation in aortas with plaques and in carotids with the unstable plaques relative to their more healthy 
controls (95 and 56%, respectively) that were enriched in distinct pathways. In aortas’ cohort the most 
significant pathways were MAPK signaling pathway and Papilloma virus infection; both enriched in 
hypomethylated CpGs-DVM located in gene bodies. Interestingly, the MAPK pathway was one of 
the signaling pathways that was more significantly enriched in CpGs-DVM compared to CpGs-DM. 
About 28% of the genes associated with CpGs-DVM in aortas overlapped with those identified in 
carotids, Insulin resistance, obesity and smoking cohorts and were enriched in MAPK signaling and 
Papilloma virus infection pathways. Regarding mtDNA copy number, that was increased in healthy 
relative to diseased arteries, especially in histologically grade VII arteries. Furthermore, 551 CpGs-
DVM were identified in Aortas’ cohort and enrichment analysis revealed among others, the MAPK 
signaling pathway.  

In conclusion, many of CpGs-DVM in atherosclerosis are associated with the MAPK signaling 
pathway that also showed an association with mtDNAcp. The fact that the CpGs-DVM associated 
with this pathway are statistically more enriched in the hypomethylated group and in the gene bodies, 
suggest less expression of this pathway in atherosclerotic tissue. 

 
 

 
 
 
 



	
 

10	

1. ANTECEDENTES 
 
1.1 La metilación del ADN y su asociación con la función mitocondrial.	
 
1.1.1 Metilación del ADN y su distribución en el genoma	

 

Una de las modificaciones epigenéticas más estudiadas es la metilación del quinto carbono de 

la citosina en el ADN (Portela y Esteller 2010). La metilación de ADN (mADN) es catalizada por una 

familia de enzimas de metiltransferasas de ADN: DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B y 

DNMT3L (Jones y Liang 2009). Las enzimas DNMT3A, DMNT3B DNMT3L se encargan de la 

metilación de novo, mientras que la DNMT1 conserva los patrones de la mADN ya establecidos 

después de la división celular. Por su parte la DNMT2 metila secuencias de tRNA (Jons y Liang 

2009). En general la mADN es una marca represiva involucrada en la impronta genómica, la 

regulación de la transcripción, inactivación del cromosoma-X y para el silenciamiento de secuencias 

repetitivas promoviendo la estabilidad cromosomal (Kuan et al., 2017). 

La mADN ocurre casi exclusivamente en el contexto del dinucleótido CpG en mamíferos, de 

los cuales se estima que existen 28 millones en todo el genoma (Potela y Esteler 2009; Stirzaker et 

al., 2010). Sin embargo, existen zonas del genoma con una alta densidad de CpGs llamadas islas de 

CpG (ICGs) que casi invariablemente no están metiladas (Portela y Esteller 2010) (Figura 1). Las 

ICGs se definen como regiones mayores a 200 pb con al menos 50% de contenido G+C y una 

proporción de al menos 0.6 del contexto CpG en comparación con la proporción esperada 

estadísticamente (Guardiola et al., 2015). En células normales, cerca del 60% de los genes promotores 

humanos están asociados con ICGs no metilados. Sin embargo, algunos de ellos (6%) se metilan de 

manera tejido-especifica durante estadios tempranos del desarrollo embrionario (Portela y Esteller 

2010). Asimismo, regiones genómicas a 2kb de distancia de las ICGs se hipermetilan en cáncer, un 

fenómeno que se asocia con represión de la trascripción (Stirzaker et al., 2010). Por otro lado, la 

mADN intragénica generalmente está asociada positivamente con la transcripción, excepto en el 

primer exón, donde esta asociación parece ser inversa (Brenet et al., 2011). 
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Figura 1:  La distribución de la mADN en células normales. Las piruletas llenas y vacías indican CpGs 
metilados y no metilados, respectivamente (de Stirzaker	et	al.,	2010).	Promoter:	Promotores,	Shore:	Playa,	CpG	Island:	
Isla	CpG,	Genic:	región	génica,	Intergenic:	región	intergénica,	enhancer:	Potenciador,	CpG	poor:	sitio	porbe	en	CpGs..	La	línea	
curvada	verde	representa	el	mRNA. 

 

1.1.2 La función mitocondrial y su relación con la mADN  

 

El ADN mitocondrial (ADNmt) es una molécula de doble hélice circular de alrededor de 16 

mil pares de bases que se encuentra anclada en la membrana interna de la mitocondria (Yu et al., 

2013). La principal función de este organelo es generar energía en la forma de adenosina trifosfato 

(ATP), a través de la fosforilación oxidativa. Esto requiere la acción de cinco complejos de la cadena 

transportadora de electrones, los cuales son: el complejo I (NADH deshidrogenasa), complejo II 

(succinato deshidrogenasa), complejo III (citocromo bc1), complejo IV (citocromo-c oxidasa) y el 

complejo V (ATP sintasa) (Gu et al., 2013). 

  El ADNmt codifica específicamente para las subunidades de los complejos I, III y IV de la 

cadena transportadora de electrones, así como a la ATP sintasa del complejo V. Durante la respiración 

mitocondrial los electrones del complejo I y III pueden reaccionar con el oxígeno para formar especies 

reactivas de oxígeno (ROS) (Yu et al., 2013). Los ROS engloban los radicales libres como son el 

superoxido, el radical hidróxilo y el oxígeno singlete. En condiciones donde se propicia su exceso 

(como por ejemplo la aterosclerosis) estos radicales pueden causar estrés oxidativo induciendo daños 

en los lípidos, proteínas y el ADN (Zhang el al., 2016).  

Uno de los mecanismos para regular los niveles de ROS en condiciones de estrés celular es 

por medio del “Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha” (PGC1α). Este 

gen estimula la biogénesis de mitocondrias y la activación de distintas enzimas para desmantelar los 

ROS (Austin y St Pierre 2012 Cantó y Aurwex 2009). Interesantemente, la expresión de PGC1α es 

reducida en el tejido adiposo epicardial de pacientes diabéticos con enfermedad coronaria (Moreno-
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Santos et al., 2016) y en el tejido adiposo y musculo esquelético de individuos con obesidad 

(Supruniuk et al., 2017). Además, estudios independientes mencionan que la diabetes tipo 2 (DT2) y 

la obesidad muestran una reducción en el número de copias (nc) de ADNmt (Xu et al., 2011, Lee et 

al., 2014). Por lo tanto, disrupción en la biogénesis de la ADNmt mediado por PGC1α, en conjunto 

con una alta prevalencia de ROS, pueden ser indicadores de enfermedades cardiovasculares.  

Un estudio reciente realizado en un cultivo de células de riñón con una mutación en la 

Polimerasa-gamma (POLG) dominante negativa mostro que la integridad de la mitocondria es vital 

para mantener los patrones de mADN de genes nucleares (Lozoya et al., en 2018). En particular, a 

medida que la mitocondria perdía su función, se alteran los patrones de transcripción y la producción 

de metabolitos relacionados con vías del metabolismo de varios aminoácidos, incluyendo el ciclo de 

la metionina. Inicialmente, los cambios transcripcionales se asociaron con un incremento en la mADN 

en regiones génicas y intergénicas, revirtiéndose esa hipermetilación cuando el ADNmt se degradaba 

en su totalidad (Lozoya et al., en 2018). En contraste, las alteraciones en la transcripción y en la 

mADN asociadas con la perdida de la función mitocondrial estaban ausentes si se mantenía la 

oxidación de NADH. Esta indica que la oxidación de NADH es vital para la regulación de la mADN 

(Lozoya et al., en 2018). Asimismo, se observó una mADN diferencial en el cerebro de cepas de 

ratones con genomas nucleares idénticos, pero con diferentes genomas mitocondriales (Vivian et al., 

2017). Por lo tanto, existe evidencia directa entre la función mitocondrial y la mADN de genes 

nucleares (Lozoya et al., en 2018; Vivian et al., 2017). Esto implica que factores que influyan en la 

integridad de las mitocondrias, como por ejemplo los ROS (Yu et al., 2014, Yu et al., 2016), podrían 

ser modificadores indirectos de la mADN.   

Se sabe también que la beta-oxidación mitocondrial de los ácidos grasos (AGs) es importante 

para inducir cambios en la mADN (Silva-Martínez et al., 2016). En lo particular, se evidenció que en 

células THP-1 estimuladas con el ácido araquidónico (AA; un AG con propiedades proinflamatorias 

y pro-aterogénicas), muestran un incremento de 10% en la mADN. Asimismo, al inhibir PPARα o el 

“Carnitine Palmitoyltransferase 1A” (CPT1A) (un blanco de PPARα), a través del agonista GW6471 

o etomoxir, respectivamente, la mADN inducida por el AA se abolía en su totalidad (Figura 2). Por 

su parte, la estimulación de fibroblastos embrionarios de ratón nulos en la Sirtuin 1 (Sirt1) con AA 

tenía un efecto similar reduciéndose el efecto hipermetilante en un 50% (Silva-Martinez et al., 2016). 

Sirt1 es una desacetilasa, y entre sus blancos esta PGC1α, un coactivador de PPARα. Todo lo anterior 

indica que el metabolismo lipídico puede afectar la mADN.  
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Figura 2. Factores involucrados en la mADN inducido por el AA en células THP-1. PPARα, un factor de transcripción 
y su coactivador PGC1α regulan genes en la vía de la beta-oxidación mitocondrial; *indica proteínas que son necesarias 
para inducir un incremento en la mADN al estimular células con el AA (Silva-Martinez et al., 2016). AA=ácido 
araquidónico, AG=ácidos grasos; PPRE=Elemento de respuesta de PPAR (“PPAR response elment”); RXR=Retinoico-x 
reinoico. 
 
 
1.2 La función mitocondrial y la mADN en la aterosclerosis 
 
1.2.1 Aterosclerosis 
 

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria de la pared de las arterias medianas y largas, 

caracterizada inicialmente por la acumulación subendotelial de “células espumosas”; es decir 

macrófagos que fagocitan lipoproteínas, algunas de la cuales están oxidadas. Estos fenómenos resultan 

en una inflamación crónica y la aparición de una lesión fibrocelular compleja (ateroma o placa 

aterosclerótica), en la cual participan la infiltración de células del sistema inmunitario, proliferación 

y migración del músculo liso y la deposición de matriz extracelular (Aldons 2000; Benjamin et al., 

2018; Kher y Marsh 2004). El ateroma es generalmente asintomático. Sin embargo, en una minoría 
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de individuos el ateroma se vuelve estructuralmente frágil y sufre ruptura. La subsecuente trombosis 

causa las complicaciones clínicas de la aterosclerosis, dependiendo de la localización anatómica del 

ateroma: infarto del miocardio, derrame cerebral y enfermedad vascular periférica (Aldons 2000; 

Benjamin et al., 2018; Kher y Marsh 2004). Las complicaciones clínicas de la aterosclerosis 

representan unas de las principales causas de muerte alrededor del mundo (Weber y Noels et al., 2010).  

De acuerdo con la American Heart Association existen 8 estadios histológicos de la aterosclerosis 

(Stary et al., 2000; Porwal et al., 2016): 

- Estadio I: predominancia de células espumosas 

- Estadio II: múltiples capas de células espumosas 

- Estadio III: conjuntos de lípidos extracelulares sin un núcleo lipídico definido. 

- Estadio IV: núcleo lipídico bien definido con una superficie luminal cubierta por íntima 

normal (fibroateroma) 

- Estadio V: núcleo lipídico con una capa fibrosa con o sin calcificación. 

- Estadio VI: fibroateroma con hematomas y trombosis 

- Estadio VII: predominio de calcificaciones 

- Estadio VIII: predominio de cambios en el tejido fibroso.  

 
1.2.2 La mADN en la aterosclerosis 
 

Experimentos en modelo animales han demostrado que cambios en la mADN juegan un papel 

importante en el desarrollo de la aterosclerosis, inclusive en etapas tempranas a esta, causando tanto 

hipermetilación como hipometilación en las aortas (Lund et al., 2004). Hablando específicamente en 

estudios en humanos, se sabe que la aterosclerosis presenta patrones aberrantes en la mADN; la placa 

aórtica estable (placa no pronta a ruptura) presenta una hipermetilación global del ADN en 

comparación con la porción normal de la misma aorta (Zaina et al., 2014). En contraste, en la 

aterosclerosis avanzada, las placas de las carótidas derivadas de individuos que sufrieron derrame 

cerebral muestran una hipometilación global del ADN (Zaina et al., 2015). También, existe una 

correlación entre la mADN de CpGs específicas y el grado histológico de la enfermedad (del III al 

VII), la mayoría mostrando una correlación positiva (Valencia-Morales et al., 2015). Además, la 

anotación funcional de los genes asociados con estos sitios reveló un enriquecimiento en la vía de 
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PPARα (Figura 3). De manera interesante, ~25% de los CpGs que correlacionaron con severidad 

sobrelapaban con CpG metilados diferencialmente (CpGs-DM) en células estimulados con el AA.  

   

 

 

 

 

Lo anterior indica que la aterosclerótica está asociada con cambios en mADN que son tejido-

específicas y que dependen del grado de severidad de la enfermedad. En particular, los cambios en el 

último están asociadas con procesos mitocondriales y con el metabolismo de los AGs. Sin embargo, 

la anotación funcional de los genes asociados con los CpGS-DM en aortas con placas estables 

comparada con aortas sin placas, no se encontraron vías asociadas con procesos mitocondriales (Zaina 

et al., 2014).  

 

1.2.3 Función y disfunción mitocondrial en la aterosclerosis y/o sus factores de riesgo  
 

Entre los factores de riesgo para la aterosclerosis que pueden causar daños en la mitocondria se 

conocen la dislipidemia, hipertensión, diabetes, el tabaquismo y la edad (Madamanchi y Runge 2007). 

Figura 3	Cambios	en	la	mADN	en	la	aterosclerosis	y	su	posible	asociación	con	la	función	mitocondrial:	Alrededor del 
25% de los CpGs que muestran un nivel de la mADN dependiente del la severidad de aterosclerosis sobrelapan 
con CpGs que cambian sus estados de la mADN en células THP-1 estimuladas con el AA. El analisis de 
enriquecimiento en los CpGs severodependientes mostró la presencia de la vía PPARα (Silva et al., 2016; 
Valencia et al., 2015). 
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A continuación, se enlista evidencia que estas condiciones están asociadas con la integridad 

mitocondrial. 

 

1. Dislipidemia: ratones nulos para la apolipoproteína E (ApoE-/-), un factor importante en el 

reciclaje hepático de las lipoproteínas, son hiperlipidemicos y muestran daño mitocondrial 

antes de la aparición del ateroma (Yu et al., 2012). Asimismo, el grado del daño oxidativo se 

correlacionaba con la extensión de las placas ateroscleróticas (Stachura y Grzegorz-

Pierzynowski 2009). También niveles elevados de la lipoproteína de baja densidad (LDL) 

están asociados con un mayor riesgo de aterosclerosis. La modificación oxidativa del LDL por 

los ROS y las especies reactivas de nitrógeno (RNS) producidos en la pared vascular y los 

macrófagos, resulta en un incremento en el estrés oxidativo y nitroxidativo. Estos inducen 

disfunción endotelial, promoviendo la adhesión leucocitaria, inflamación, trombosis, y la 

proliferación del musculo liso y factores que participan en la progresión del ateroma 

(Madamanchi y Runge 2007; Marín-García 2012, Marín-García et al., 2013, Dorighello et al., 

2016). 

2. Hipertensión: ratas hipertensas muestran deficiencias en la producción de ATP y 

anormalidades en la absorción de calcio. Asimismo, ratones deficientes en el gen “superóxido 

dismutasa” SOD2 (encargado de la desactivación de los ROS), desarrollaron hipertensión al 

ser alimentados con una dieta alta en sal (Madamanchi y Runge 2007)  

3. Diabetes mellitus: los ROS inhiben la señalización entre el receptor de la insulina y el 

transportador de glucosa, llevando a la RI. A su vez, la hiperglucemia induce la generación de 

ROS como el superóxido en células endoteliales. Esto interrumpe la cadena transportadora de 

electrones y la fosforilación en la mitocondria, resultando en la formación de peróxido y una 

ineficiente síntesis de ATP (Marín-García 2013). 

4. El tabaquismo: el fumar induce daño endotelial, activación plaquetaria y oxidación del LDL 

que promueve la aterogénesis y daño en el ADNmt (Yu et al., 2012; Madamanchi y Runge 

2007). 

5. Edad: la teoría del envejecimiento mitocondrial propone que la producción de ROS, el daño 

al ADNmt, y el mal funcionamiento de la cadena respiratoria están ligados. Comprobando lo 

anterior, un modelo murino con una mutación puntual en POLG, mostró que se acumulaban 

mutaciones puntuales en el ADNmt con la edad. Además, ese modelo mostró declive en las 
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enzimas de la cadena respiratoria y en la producción de ATP. También, se observó que un 

suplemento de ROS inhibió la POLG a esos ratones mutantes (Madamanchi y Runge 2007) 

6. Polimorfismos en el gen PGC1α (Wu et al., 2016) están asociadas con enfermedades 

cardiovasculares y la DT2. Asimismo, en pacientes con DT2 se ha visto que la hipermetilación 

del promotor de PGC1α tiene una asociación inversa con el número de copias del ADNmt en 

músculo esquelético (Barres et al., 2009). Por su parte, el número de copias del ADNmt se ha 

asociado directamente, o indirectamente, con patologías relacionadas a la aterosclerosis (Liu 

et al., 2017, Zhang et al., 2017).  

 
1.3 Análisis de la variación diferencial, ¿una alternativa para el análisis de microarreglos 

de metilación de aterosclerosis y sus factores de riesgo? 
 

Actualmente, el valor delta-beta (Δβ) – la diferencia en los valores promedios de la mADN de 

una muestra interés y su control - es el parámetro más usado para identificar CpGs que son 

diferencialmente metilados (CpGs-DM). Sin embargo, un nuevo enfoque estadístico basado en la 

búsqueda de CpGs diferencialmente variables en la mADN (CpGs-DVM) ha surgido como una 

alternativa para análisis los microarrglos de metilación. Este nuevo enfoque consiste en encontrar 

valores atípicos biológicos en la mADN por medio de pruebas de homogeneidad de varianzas, como 

el test de Bartlet (Teschendorff et al., 2016). Este enfoque ha sido implementado con éxito en 

enfermedades selectas como el cáncer cervicouterino (Teschendorff et al., 2012) y el de mama 

(Teschendorff et al., 2016). En estos ejemplos, encontraron CpGs-DVM asociados con genes (gCpGs-

DV) en tejido aparentemente sano, el cual posteriormente se volvió neoplásico, manteniéndose estas 

marcas una vez que el tumor se había consolidado.  

El razonamiento del uso de este método se basa en la hipótesis que la selección natural favorece 

a las secuencias genéticas que promueven la variación en condiciones donde la selección es constante 

y está presente el suficiente periodo; ejemplos de lo anterior, pueden ser el cáncer de piel causado por 

la radiación UV constante, o el cáncer de hígado por el virus de la hepatitis B (Feinberg, 2014). 

Asimismo, entre los factores que también pueden causar variación epigenética a través del tiempo está 

el envejecimiento (Figura 4), causando cambios de expresión en genes que pudieran causar diversas 

neoplasias o fomentar la progresión de la lesión aterosclerótica (Issa, 2011). Por su parte, 

enfermedades como la obesidad, la hipertensión arterial, la dislipidemia, la diabetes mellitus 
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promueven un envejecimiento acelerado en el tejido vascular fomentando la aterosclerosis (Barton et 

al., 2016; Frasca et al., 2017). Entonces con lo anterior, se puede pensar que la variación epigenética 

puede ser un factor contribuyente en la etiología de las enfermedades cardiovasculares como la 

aterosclerosis. 

Hasta la fecha, existen dos estudios donde se ha aplicado el enfoque de buscar CpGs-DVM en 

enfermedades cardiovasculares., ambos con el enfoque de casos y controles. El primero se encontró 

gCpGs-DVM implicados en la obesidad, diabetes, cáncer de mama en una población afroamericana 

con obesidad (Xu et al., 2013). El segundo, identificó CpGs-DVM entre gemelos discordantes de 

Diabetes mellitus tipo 1 (Paul et al., 2016). Estos CpGs-DVM estaban enriquecidos en elementos 

regulatorios, vías implicadas en el metabolismo de las células inmunes y el ciclo celular (Paul et al., 

2016). Por lo tanto, la identificación de CpGs-DVM puede ser una alternativa y/o complemento del 

enfoque de buscar CpGs-DM en aterosclerosis y condiciones que predisponen para esta enfermedad. 

Dado el papel importante de la función mitocondrial en la mADN, se tiene la hipótesis que CpGs-

DVM en la aterosclerosis (y en condiciones asociadas con esta) están asociadas con genes relevantes 

para la función mitocondrial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Variación epigenética:	Durante la diferenciación, un compartimiento de ADN (molécula central) asociado 
con la lámina nuclear (hilo rojo) presenta metilación variable (verde), que puede ser alterada en condiciones como el 
envejecimiento o el cáncer (las moléculas de alrededor). Cambios en la mADN incluyen la pérdida o ganancias en 
diferentes regiones (diferentes colores). Esta inestabilidad crea un mosaísmo epigenético que promueve la selección 
Darwiniana a nivel de tejido (Issa 2011). 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 

2.1 Hipótesis 
 

Existen CpGs-DVM en la aterosclerosis y en condiciones predispuestas a la misma que están 

asociados con procesos mitocondriales  

 

2.2 Objetivo General 
 

Identificar CpGs-DVM en la aterosclerosis humana y a sus factores de riesgo, así como sus posibles 

asociaciones con procesos mitocondriales. 

 

2.3 Objetivos específicos 
 

1) Identificar CpGs-DVM y realizar el análisis funcional en dos cohortes de aterosclerosis. 

2) Comparar los resultados del análisis funcional de gCpGs-DVM y gCpGs-DM. 

3) Realiza un análisis comparativo entre la cohorte de las aortas y las cohortes de la resistencia a 

la insulina, obesidad y tabaquismo, 

4) Determinar el número de copias del ADNmt en arterias sanas y enfermas, 

5) Determinar si existe una correlación entre el número de copias del ADNmt y CpGs-DVM o 

DM. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

3. 1 Análisis de datos provenientes de microarreglos de mADN. 
	

Para identificar los CpGs-DVM en la aterosclerosis y enfermedades consideradas factores de 

riesgo para esta, se usaron datos previamente publicados y generados en la plataforma 450K de 

Illumina. Esa plataforma analiza alrededor 450,000 sitios CpG en todo el genoma. Cada CpG está 

clasificado respecto a su posición génica (promotor, 5’UTR, primer exón, cuerpo del gen y 3’UTR) y 

de acuerdo a las ICGs (playas, arrecifes y el mar abierto) (Figura 5). Las playas, arrecifes y mar abierto 

se definen como regiones localizadas a 2kb, 4kb y > 4kb de las ICGs, respectivamente (Rechadache 

et al., 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se analizaron los siguientes datos de microarreglos de 450K: 

1) Número de acceso GSE46394: Una cohorte de 15 individuos con aterosclerosis asintomática; es 

decir con una placa estable (Tabla suplementaria 1). Para cada individuo se analizó la mADN de una 

parte de la aorta con o sin placa, siendo un estudio pareado.  

2) Número de acceso GSE66500: Una cohorte de 38 individuos que fueron sometidos a la 

endarterectomía; 19 de manera preventiva (asintomáticos) y 19 porque sufrieron un evento 

cerebrovascular. Para cada individuo se analizó la placa de la carótida. 

3) Número de acceso GSE53045: Una cohorte de 111 mujeres afroamericanas discordantes para 

fumar (50 y 61 fumadoras y no fumadoras, respectivamente). En promedio, las fumadoras fumaban 

Figura 5. La anotación de los sitios CpG en el microarreglo 450K respecto: A) la región génica o B) ICGs (Silva, 2017).  
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de 5 a 7 cigarrillos al día, mientras que los controles eran no fumadoras. Para cada individuo se analizó 

el tejido sanguíneo.  

4) Número de acceso GSE76398: Una cohorte de mujeres con obesidad sin o con RI según los 

parámetros de la prueba HOMA IR. Se analizó tejidos sanguíneos para 40 casos y 40 controles y el 

tejido omental para 38 casos y 40 controles. 

5) Número de acceso  GSE88940: Una cohorte 20 mujeres adolescentes discordantes para obesidad 

(10 con y 10 sin obesidad). Se consideró como obesidad los individuos ubicados en el percentil 95th, 

(según lo recomendado por la Organización Mundial de la Salud). Para cada individuo se analizó el 

tejido adiposo visceral. 

Para los datos de la plataforma 450K, se calcularon los valores Beta (β), con la fórmula β 

=M/(M+N+1), donde M es el valor de la intensidad de fluorescencia del metilado y N el valor de la 

intensidad de fluorescencia del no metilado. Una vez obtenidos los valores β, las matrices se 

procesaron con el paquete de R CHAMP® versión 2.6.4 (Morris et al., 2014). Se usó la función 

champ.filter con los parámetros predeterminados y un valor de detección de valor de p  >0.05, si una 

sonda pasaba este umbral, significa que la detección de señal de la hibridación de la sonda del arreglo 

fue deficiente, por lo tanto el software lo remueve del análisis. También esta función remueve SNPs, 

alineamientos erróneos y los cromosomas sexuales. Después se usó la función champ.impute con los 

parámetros predeterminados, para eliminar CpGs que tengan un valor de NA superior al 20%, y se 

usó la función champ.norm de igual manera con los parámetros por defecto, para normalizar los 

valores beta con el método BMIQ. Este último paso  es necesario debido a que el arreglo tiene dos 

tipos de sondas: las sondas tipo I y tipo II, las cuales tienen distribuciones ligeramente distintas por el 

tipo de identificación de la mADN ; las sodas tipo I usan dos tipos de subsondas tanto para el alelo 

metilado como no el metilado, siendo la extensión de bases la misma para ambos alelos, por su parte 

las sondas tipo II del arreglo usan solo una sonda para ambos alelos, y la extensión depende del estado 

de metilación del ADN genómico a hibridar.  La principal función de la normalización BMIQ es 

ajustar los valores beta de ambos tipos de sondas, para que sean estadísticamente comprables 

(Dedeurwaerder et al., 2014). 

Una vez corregidos los posibles sesgos de la matriz, se transformaron los valores β a M-values, 

la cual es una transformación logit, realizada con la fórmula: M-value = log2(βi/1- Δβi). Los valores 

M tienen una mayor robustez y validez al realizar los análisis estadísticos (Du et al., 2010). Para 

identificar los CpGs-DVM se utilizó el algoritmo IEVORA , el cual está disponible como un script 
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ejecútatele de R en el material suplementario de la publicación de Teschendorff y colaboradores 

(2016) (https://www.nature.com/articles/ncomms10478), aceptando un FDR<0.05. El algoritmo está 

basado en la prueba de Bartlett, corregida por medio de los q-values (FDR, “False Discovery Rate,” 

por sus siglas en ingles), regularizado por una prueba t de student con un valor de p sin corregir <0.05. 

Para cada CpGs-DVM, se calculó el Δβ promediando los valores de los casos (enfermos), restándolo 

del promedio de los valores de los controles. Una Δβ positiva o negativa significa una hipermetilación 

en los enfermos o los controles respectivamente. Se calculó también el ΔV que es la resta de la 

varianza de los enfermos y los sanos en cada CpGs-DVM.  

Para la creación de dendogramas y mapas de calor  con los valores β  e las cohortes de Aortas 

y carótidas  se usó el paquete de R gloplots® versión 3.0.1(Warnes 2009) con la función heatmap.2 

utilizando el algoritmo complete y la distancia euclidiana. Los mismos parámetros se utilizaron para 

crear el mapa de calor de los genes en común con la aterosclerosis y las otras cohortes analizadas 

usando los valores del Delta-Beta. Se realizó la anotación funcional usando la biblioteca KEGG con 

el paquete de R ClusterProfiler verisón 1.9,  el cual permite realizar comparaciones múltiples con 

varios grupos (Yu et al., 2012b), se usaron los parámetros por defecto, aceptando un  FDR menor a 

0.05.  

Por último, para el análisis de metilación diferencial se utilizó el método estándar de la prueba 

t de student, filtrando los CpGs de acuerdo con la corrección de Bonferroni, aceptando valores de p = 

1.0 x 10E-7 (Zaina et al., 2014). La matriz utilizada para este análisis es la misma matriz depurada por 

el paquete CHAMP, que se utilizó para el análisis de variación diferencial de igual manera.  

 

3.2 Determinación semicuantitativa del número de copias de ADN mitocondrial  
 

Se cuantificó el número de copias de ADNmt según el protocolo de Rooney et al., 2016. El 

protocolo consiste en la amplificación por PCR de un fragmento del genoma mitocondrial de 221pb 

(que va desde la posición 14,620 a la 14,841) que incluye un fragmento del gen ND6 (presente en el 

complejo I de la cadena transportadora respiratoria), un tRNE (ARN de transferencia) y un fragmento 

del CYTB (presente en el complejo III de la cadena respiratoria). Se realizó el PCR utilizando 15ng 

de ADN genómico, 5µl de 10x PCR Buffer, 1.5 µl de CLMg2, 1 µl de los primers forward y reverse, 

respectivamente, 1 µl de dNTPs y 0.2µl de Taq polimerasa, completando el resto con agua para 

alcanzar los 50µl por reacción. El programa de amplificación por PCR fue: 95°C por 2 minutos, 94°C 
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por 30 segundos, 60°C por 30 segundos y 72°C por 1 minuto, con una extensión final de 5 minutos a 

72°C por un total de 18 ciclos. Para asegurar que las condiciones de PCR representaban la fase 

exponencial, se verificó que una muestra diluida en un 50% (alrededor de 7.5 ng) presentará una 

reducción del 50% del producto de PCR respecto a la muestra sin diluir. Los productos de PCR fueron 

cuantificados con SYBR Green I de la siguiente manera: primero se realizó una “working-solution” 

de SYBRGreen® (1µl diluido en 99 µl de 1x TE; TE=10mM Tris, 1mM EDTA, pH=8). 

Posteriormente se mezcló 0.5 µl de “working-solution” con 2.5 µl del producto de PCR y 22 µl de TE 

y se cuantificó la fluorescencia usando el fluorómetro “Infinite M1000” en las instalaciones de la 

Unidad Genómica Avanzada (UGA) (excitación de 480nm y una emisión de 520nm). A los valores 

arbitrarios de fluorescencia obtenidos se le resto el control con solo TE. Se realizaron dos replicas 

técnicas, se transformaron los valores en logaritmo y se promediaron. Entonces una vez con los datos 

promediados y con una distribución normal (según la prueba de Kolmogorov Smirnoff), se 

compararon las medias usando el estadístico t de Student pareado.  

 
3.3 Correlaciones entre el número de copias de ADNmt y los CpGs-DVM 
 

Se usó el coeficiente de Pearson para la correlación de los datos del número de copias del 

ADNmt y los M-Values de los CpGs-DVM.  
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4. RESULTADOS 
 

4.1 Identificación de los CpGs Diferencialmente Variables (CpGs-DVM)  

 
Para identificar los CpGs-DVM se analizaron microarreglos 450K derivados de dos cohortes 

de individuos con placas ateroscleróticas en la aorta o en la carótida. En la cohorte de las aortas se 

analizaron regiones con o sin placa asintomáticas; es decir una aorta con placa estable o sin placas de 

un total de 15 individuos con grados de severidad histológico del III al VII. En la cohorte de las 

carótidas se analizaron placas inestables e inestables derivadas de 38 individuos diferentes que fueron 

sometidos a la endarterectomía; 19 de manera preventiva (palca estable) y 19 porque sufrieron un 

evento cerebrovascular (placa inestable).  

Tomando en cuenta un FDR<0.05, se identificaron 6,469 y 522 CpGs-DVM en la cohorte de 

las aortas y carótidas respectivamente. Además, observamos que a pesar de ser el enriquecimiento 

significativo según la prueba hipergeométrica (p<0.05), la mayoría de los genes con CpGs-DVM 

fueron específicos para cada cohorte ya que solo el 26% de los genes encontrados en las carótidas con 

placas inestables coincidían con los obtenidos en la cohorte de las Aortas con placas estables (107/406 

de los genes únicos en las carótidas). En ambos casos, la mayoría de los CpGs eran CpGs-DVM con 

genes (gCpGs-DVM), siendo el porcentaje de estos de 71% y 80 % en aortas y carótidas 

respectivamente. En promedio se encontró 2 y 1 CpGs-DVM por gen resultando en 3,261 y 367 

gCpGs-DVM únicos en la cohorte de las aortas y carótidas respectivamente. Respecto a la distribución 

génica de se pudo notar mayor número de los CpGs-DVM en las regiones promotoras y en el cuerpo 

del gen en comparación con otras regiones, tanto en las aortas como en las carótidas (Tabla 1). Sin 

embargo, ambas distribuciones no fueron estadísticamente significativas en comparación con la 

distribución de sondas esperada del microarreglo 450K (p=0.892, p=0.549 respectivamente). 
Tabla 1: Número de gCpGs-DVM respecto a la región génica. Cohorte A: Aortas con placa estable, Cohorte 
C: Aortas con Placa inestable. 

 gCpGs-DVM 
Grupo Cohorte A Cohorte C 

  Todos Genes Únicos  Todos Genes Únicos  
Promotores  1,253 1,077 187 183 
5´UTR 523 417 51 51 
Primer exón 267 243 22 22 
Cuerpo del gen 2,353 1,667 144 139 
3´UTR 257 228 16 16 
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Para determinar la dirección de cambio y de la varianza de la mADN, se calculó el valor Δβ y 

Δ varianza (ΔV) de la siguiente manera: en la cohorte de las aortas entre las porciones con placa 

estable y sin placa, y en la cohorte de las carótidas entre las placas estables e inestables. Una Δβ y ΔV 

positiva significa hipermetilación y más variabilidad de la mADN, respectivamente, en las aortas con 

placa estable o las carótidas con placa inestable. Se observó que la mayoría de los CpGs-DVM en la 

cohorte de las aortas tuvieron un valor de Δβ positivo mientras que la tenencia fue opuesta en la 

cohorte de las carótidas (69 y 54%, respectivamente) (Figura 6). Por otro lado, ΔV fue positiva en 

ambas cohortes (95 y 56%, respectivamente). También observamos que los valores de Δβ son mayores 

en la cohorte de las aortas mientras que el ΔV fue mayor en la cohorte de las carótidas.  

  
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 Figura 6: Comportamiento del Δβ y ΔV el en la cohorte A (cohorte de las aortas) y C (cohorte de las 
carotidas): Cada punto rojo y azul representa el valor de Δβ y ΔV, respectivamente, de CpGs-DVM. Eje y: Δβ 
o ΔV, Eje x: CpGs-DVM. 

CpGs-DVM 

COHORTE A COHORTE C 
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Estos resultados indican que los tejidos ateroscleróticos tienden a mostrar mayor variabilidad en la 

mADN respecto a los tejidos no ateroscleróticos. El mayor número de CpGs-DVM en la aorta respecto 

a la carótida podría ser por mayor heterogeneidad celular en la comparación de las aortas con placa 

estable con las aortas sin placa respecto a las carótidas con placa inestable contra las carótidas con 

placa estable. Sin embargo, comparando las arterias de las aortas con placa estable y las carótidas con 

placa estable de personas con estadios ateroscleróticos parecidos (estadio VII) (es decir entre células 

de las aortas y carótidas con placas severas), encontramos 12,170 CpGs-DVM entre las aortas y 

carótidas con placa estable. Sin embargo, la mayoría de ellos (84%) variaban en las carótidas. Esto 

indica que la heterogeneidad celular por sí sola no explica el incremento de CpGs-DVMs en la cohorte 

de las aortas con respecto a  la de las carótidas. 

Dado que la cohorte de las aortas incluye porciones de tejido con estadios de severidad del III 

al VII, nos preguntamos si los CpGs-DVM muestran cambios en la mADN durante el desarrollo de la 

aterosclerosis. Para este fin se realizó un dendrograma usando los valores beta de cada CpGs-DVM 

de ambas cohortes (Figura 7). Observamos que en las aortas hubo una clara separación entre aortas 

sin placa y con placa, notándose mayores niveles de metilación en las aortas enfermas.  Por su parte 

en la cohorte las carótidas, el análisis de agrupamiento también se ve en su mayoría una separación 

entre las placas estables e inestables (con excepción de una muestra de las placas inestables, la cual 

se agrupo con las placas estables).  Se pudo notar que tanto las placas estables e inestables tienen 

niveles de metilación parecidos. 

.   
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Figura 7: Dendrograma de valores de β de CpGs-DVMde las cohortes de las aortas y carótidas. Para fines 
ilustrativos se usaron 1490/6,469 CpGs-DVM que tuvieron un Δβ	igual a +/- 0.10 en la cohorte de las aortas; en la cohorte 
de las carótidas se usaron todos los 522 CpGs-DVM. Cohorte A: cohorte las aortas estables y sin placas, Cohorte C: 
cohorte de carótidas estables e inestables. A-PE, aortas con placas estables; A-SP, aortas sin placas; C-PE y C-PI, carótidas 
con placas estables e inestables, respectivamente; los números romanos en a) indican el grado de severidad de la 
enfermedad (III-VII); los colores rojo y verde indican hipermetilación e hipometilación, respectivamente.  

 

 

En conjunto, los datos indican que la mayoría de las CpGs-DVM son tejido-específicas y están 

las asociadas con regiones génicas, sobre todo en el cuerpo del gen y regiones promotoras. Además, 

las CpGs-DVM en las aortas con placa estable tenían mayores niveles de la mADN y varían más 

respecto a las aortas sin placa. Al contrario, CpGs-DVM asociadas con las carótidas con placa 

inestable estaban más hipometiladas y mostraron mayor variación en la mADN respecto a las carótidas 

con paca estable. 
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4.2 Análisis funcional.		
 

Generalmente la mADN en la región promotora, 5´UTR y primer exón está asociada con 

silenciamiento génico, mientras que la mADN en el cuerpo del gen está asociado con la expresión. 

Por esta razón optamos por realizar el análisis funcional de gCpGs-DVM según su estado de 

metilación o localización génica. Analizamos los siguientes 6 grupos de gCpGs-DVM: 1) Todos los 

genes; 2) Hipermetilados, Δβ+); 3) Hipometilados, Δβ-); Región Promotora, incluyendo también las 

regiones 5utr y primer exón; 5) Cuerpo del gen; 6) 3´UTR. Se utilizó el software ClusterProfiler que 

permite realizar comparaciones múltiples entre las primeras cinco vías más significativas de cada 

grupo y visualizar cuales convergen entre sí.  

El análisis funcional mostro que la mayoría de las vías enriquecidas fueron cohortes-

específicas (Figura 8). En la cohorte de las aortas se obtuvieron 15 vías enriquecidas en el grupo de 

todos los genes, entre las más importantes están la señalización de MAPK y la infección del virus del 

papiloma. Por otro lado, en la cohorte de las carótidas se obtuvo enriquecimiento en 4 vías en el grupo 

de todos los genes, figurando entre estas la senescencia celular y la adhesión focal. Solo la vía “focal 

adhesión” (adhesión focal) se encontró en común entre las dos cohortes.  

En la cohorte de las aortas, 54 y 46% de las vías identificadas tuvieron una mayor orientación 

y enriquecimiento estadístico en los grupos hipometilados e hipermetilados, respectivamente. En 

ambos casos, la mayoría de estos estaban también enriquecidos en el grupo del cuerpo del gen (100 y 

57% de los grupos hipometilados e hipermetilados, respectivamente). Las excepciones fueron las vías 

de interacción neuractiva del ligando-receptor (“neuroactive ligand-receptor interaction”) y la 

señalización de cAMP, las cuales estaban enriquecidas únicamente en la región promotora. Las vías 

enriquecidas comunes en el grupo hipermetilados y cuerpo del gen podrían estar expresadas. Estas 

incluyen las vías de señalización de calcio (“calcium signaling”),  el síndrome de Cushing(“Cushing 

síndrome”), el arrastre circadiano (“circadian entrainment”), síntesis y secreción del cortisol (“cortisol 

synthesis and secretion”). De la misma manera, la vía de señalización de la insulina podría estar activa 

ya que está enriquecida en los grupos hipometilados, promotores y cuerpo del gen. A la inversa, las 

demás vías con mayor enriquecimiento estadístico en los grupos hipometilados y cuerpo del gen 

podrían estar silenciadas. Estas incluyeron a MAPK, AMPK, la adhesión focal (“focal adhesión)”, la 

señalización adrenérgica de los cardiomiocitos (“Adrenergic signaling in cardiomyocytes”) (Figura 

8a).  

Por su parte, muchas de las vías identificadas en la cohorte de las carótidas resultaron grupo-
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especificas, salvo una excepción, siendo esta la vía senescencia celular(“celular senescense”), la cual 

se encontró tanto en la región promotora como en el grupo de hipermetilados, indicando que podría 

estar silenciada.  

Por lo tanto, de lo anterior se puede concluir que gCpGs-DVM en aortas y carótidas están 

asociadas con vías de señalización distintas. También se recalca que los gCpGs-DVM las aortas con 

placa estable mostraron vías enriquecidas mayormente localizadas en el cuerpo del gen, mientras que 

las carótidas con placa inestable hay pocos enriquecimientos, la mayoría grupo-específicos como fue 

el caso de la adhesión focal, la unión estrecha (“Tight juntion”) y el virus de la leucemia humana en 

las células T tipo 1 (“Human T leukemia virus 1 infection).  



 

 
Figura 8:	Análisis en vías KEGG de gCpGs-DVM en las cohortes de las aortas y carótidas de acuerdo al estado de la mADN y la localización génica de 
los gCpGs-DVM; a) Cohorte de las aortas; b) Cohorte de las carótidas; HIPER: hipermetilado, HIPO: hipometilado, PROM: región promotora,5UTR y 
del primer exón, BODY: cuerpo del gen, p.adjust: p ajustada (FDR). Los números debajo de cada grupo indican el número gCpG-DVM (input) para el 
análisis KEGG. El color de los puntos representa el FDR (p.adjust), mientras más cercano a rojo o azul mayor o menor significancia estadística 
respectivamente.  GeneRatio: Relación entre el número de genes del set de datos y el número de genes totales de la vía, a mayor GeneRatio mayor será 
tamaño del punto. 

a) b) 



4.3 Análisis funcional de CpGs-DVM y CpGs-DM 
 

Para identificar los CpG-DM, se usó el estadístico t de student con la corrección de Bonferroni 

(método estándar para el análisis de metilación diferencial). En este análisis se obtuvieron 6,598 

CpGs-DM, de los cuales el 69% eran gCpGs-DM. De estos 2,872 fueron genes únicos y 33% 

(956/2,872) de ellos coincidían con gCpGs-DVM. Se realizó el análisis funcional usando los 

siguientes grupos: 1) Todos los gCpGs-DVM o DM), 2) genes específicos en los CpGs-DVM o DM) 

y genes comunes entre los gCpGs DVM y DM.  

Se obtuvieron 13 y 11 vías representadas para el enfoque DVM y DM en el grupo de todos los 

gCpGs, respectivamente (Figura suplementaria 1) figurando en ambos las vías de MAPK, AMPK, y 

la adhesión focal, entre otras. Las vías del metabolismo central del cáncer, la vía neuroactiva del 

receptor ligando, y las “Vías de señalización reguladoras de la pluripotencia de las células madre” 

fueron exclusivas del enfoque DVM, encontrándose de igual manera en el grupo de genes específicos 

en los gCpGs DVM. Por su parte en los genes específicos de los gCpGs DM se obtuvo 6 vías 

estadísticamente significativas relacionadas a procesos como los Porteoglicanos en Cáncer, 

cardiopatías, la infección del virus del papiloma, entre otras. En cuanto a los genes comunes entre los 

gCpGs DM y DVM, se obtuvieron 14 vías, la mayoría de estos en el grupo todos los gCpGs-DVM o 

DM.  

Para visualizar las vías prioritarias de cada grupo por ClusterProfiler, se repitió el análisis 

funcional desactivando la función que busca enriquecimientos comunes entre las vías obtenidas de 

cada grupo. Las vías de la infección por el virus de papiloma, adhesión focal, señalización de PI3K-

AKT y la señalización de Wnt siguen coincidiendo con el enfoque DM y DVM. Sin embargo, la 

mayoría de las vías encontradas eran diferentes indicando que cada método arroja información distinta 

(Figura 9). Entre las vías más significativas entre los CpGs-DVM se encontraban la vía del virus de 

papiloma (3.1569e-06 con 92 genes de los 339 totales de la vía), y la vía de señalización de MAPK 

(6.5777e-05, con 78 genes de los 295 totales de la vía). En conclusión, ambos métodos estadísticos 

arrojan vías muy parecidas, pero priorizan vías distintas cuando se seleccionan las 15 más 

significativas.   
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Figura 9: Comparación de las primeras  15 de vías KEGG más significativas obtenidas en los CpGs DM y los 
CpGs DVM. ALL-DM: todos los gCpGs-DM, ALL-DV: todos los gCpGs-DVM.  El color de los puntos 
representa  el FDR (p.adjust), mientras más cercano a rojo o azul mayor o menor significancia estadística 
respectivamente.  GeneRatio: Relación entre el número de genes del set de datos y el número de genes totales 
de la vía, a mayor GeneRatio mayor será tamaño del punto. 
 
4.4 Análisis comparativo entre CpGs-DVM en la aterosclerosis y sus factores de riesgo 

 

Con el fin de contestar la pregunta si los CpGs-DVM en la aterosclerosis estaban presentes en 

individuos que tenían factores de riesgo asociadas a ésta, se analizaron datos de 450K de cohortes 

representativos de obesidad, tabaquismo y RI. En la Tabla 2 se muestran el número de CpGs-DVM 

obtenidos en cada cohorte, el Δβ, ΔV, así como el número de gCpGs-DVM que coincidían con la 

cohorte de las aortas. Respecto al Δβ, solo la cohorte de tabaquismo mostro la misma tendencia 

observada en la cohorte d las aortas (Tabla 2 y Figura suplementaria 2), mientras que las demás 

cohortes mostraron una marcada Δβ negativa. Por su parte, como se observó en las cohortes de las 

aortas y carótidas la ΔV era positiva en todas las cohortes; la excepción fue la cohorte de la Resistencia 
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en la insulina (tejido omental). La coincidencia de los gCpGs-DVM de cada cohorte con la cohorte 

de las aortas fue de 25 a 34% y fueron significativos según la prueba hipergeométrica. 

  

 
Tabla 2: CpGs-DVM de cada cohorte.  

Cohorte Todos Δβ +/- 
(%) 

ΔV +/- 
(%) 

En genes 
únicos 

  

 Genes en común con A/ Genes 
totales de cada cohorte  

Obesidad 797 41/59 85/15 523 180/523* 
RI 

Sangre 6935 18/82 51/49 3827 973/3827* 

RI 
Omental 9004 14/86 74/26 4016 1110/4016* 

Tabaco 7104 75/25 68/32 4310 1075/4310* 
*, p<0.05 según la prueba hipergeométrica de enriquecimiento. A: cohorte de las aortas. 
.  

Posteriormente, se hizo una dendrograma de los niveles de la mADN de las CpG-DVM de las 

4 cohortes tomando como referencia la cohorte de las aortas (Figura 10). Se usaron un total de 67 

gCpG-DVM cuyo criterio de selección fue que al menos estén compartidos en 4 de las 6 cohortes 

analizadas. La cohorte de las aortas fue el grupo más alejado del dendrograma, seguido por el de 

obesidad. Las cohortes de la resistencia a la insulina (en tejido omental y en sangre) se agruparon 

cercanamente, siendo la mayoría de los genes en común con una marcada hipometilación. Por lo tanto, 

se pude concluir que la mayoría de las cohortes tienen diferentes patrones de mADN respecto a la 

cohorte de las aortas. El grupo de tabaquismo se agrupo más cerca de la resistencia a insulina a pesar 

de que el primero tiene una marcada hipermetilación. Esto puede ser debido a que ambos son del 

mismo tejido (sanguíneo). 
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Figura 10:	Mapa de calor donde se muestra los perfiles de mADN de los gCpGs-DVM de cada cohorte. 
Se usó el promedio del Δβ de gCpGs-DVM, los gCpGs-DVM del cohorte A fueron la referencia. A: cohorte de 
aortas estables e inestables, RI_O (resistencia a la insulina en el tejido omental), RI_S (resistencia a la insulina 
en sangre),  T_S (tabaquismo en tejido sanguíneo),  OB_S, obesidad en tejido adiposo.	

 

Finalmente, se hizo un análisis de anotación funcional utilizando los genes en común entre 

cada cohorte y la cohorte de las aortas (5 grupos en total). Se obtuvieron 18 vías significativas (Figura 

11). Entre las vías más significativas y con mayor enriquecimiento de genes (geneRatio) esta la 

señalización de MAPK y la infección del virus del papiloma. También se pudo notar que hubo más 

congruencia entre las cohortes de RI y tabaquismo.   



	

Figura 11:	Comparación de los enriquecimientos funcionales KEGG entre los gCpGs-DVM común entre la cohorte de las aortas y los demas cohortes. 
OB, obesidad, TA: tabaquismo, RI_S: resistencia a la insulina en sangre, RI_O: resistencia a la insulina en el teido Omental, p.adjust: p ajustada (FDR). 
Los números debajo de cada grupo indican los genes que entraron en el análisis KEGG, en cada grupo del análisis. El color de los puntos representa  el 
FDR (p.adjust), mientras más cercano a rojo o azul mayor o menor significancia estadística respectivamente.  GeneRatio: Relación entre el número de 
genes del set de datos y el número de genes totales de la vía, a mayor GeneRatio mayor será tamaño del punto 



4.5 Asociación entre número de copias de ADN mitocondrial y CpGs-DVM 
 

Dado nuestra hipótesis, que la variación en la mADN podría estar asociada a procesos 

mitocondriales, se realizó primero un ensayo de número de copias de ADNmt en los individuos de la 

cohorte de las aortas. En total se analizaron las aortas con placa y sin placa de 42 individuos. Los 

valores de fluorescencia y su transformación logarítmica están en la Tabla suplementaria 2.  

El valor promedio del número de copias del ADNmt fue significativamente mayor en las aortas 

sin placas respecto a las aortas con placas estables (3.8 contra 3.7, p<0.0096, respectivamente) (Figura 

12a). Estratificando de acuerdo con el grado de severidad histológico, se obtuvo únicamente una 

diferencia significativa entre las aortas con placas estables de grado histológico VII en comparación 

con las aortas sin placas de las mismas (3.7 y 3.9 respectivamente, p=0.0072) (Figura 12b).   

 

 

 

Posteriormente, se analizó si existe una correlación entre el número de copias de ADNmt con 

los M-values de cada CpG-DVM identificado en la cohorte de las aortas. Si bien no se obtuvieron 

correlaciones significativas (FDR<0.05), se obtuvieron un total de 136 CpGs-DVM en las aortas con 

placa estable y 415 en las aortas sin placas que se correlacionaron con el número de copias del ADNmt 

con una asociación nominal (p<0.05). De estos la mayoría eran gCpGs-DVM (84 y 66%, 

respectivamente). Interesantemente, tanto en las aortas sin placas como en las aortas con placa estable, 

la mayoría de los CpGs-DVM tuvo una R negativa con el número de copias del ADNmt (84 y 66%, 

respectivamente), indicando una asociación inversa entre ambas variables. Al realizar su la anotación 

Figura 12: El  número de copias del ADNmt en AE y SP: a) todos las muestras b) muestras estratificados de 
acuerdo al grado de severdiad; roja=A-PE,  azul=A-SP;.; números romanos indican la severidad de la 
aterosclerosis, *p<0.05. Los números en paréntesis indican el número de muestras utilizadas en cada grupo. AE: 
Aorta con placa estable, A-SP: Aorta sin placa. 
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funcional no se observó ningún enriquecimiento significativo (FDR<0.05). Sin embargo, entre las 

vías con una asociación nominal (p<0.05), en las aortas sin placas se encontró la señalización de 

MAPK y la adhesión focal, entre otras. Por otro lado, en las aortas con placa estable se encontró 

enriquecimiento en las vías de la regulación de la longevidad, la señalización de mTOR, la diabetes 

de la edad madura que se presenta en el joven (MODY,“Maturity onset diabetes of the Young”), 

asimismo se pudo notar que en tanto aortas con placas estables y sin placa se encontró la vía de la 

resistencia a la insulina (Tabla 3). 

 
Tabla 3: Anotación funcional de gCpGs-DVM que correlacionan con número de copias del ADNmt en A-SP y A-PE 

 A-SP 

ID Vía gCpGs-DVM Genes totales+ P.val 

hsa04931 Insulin resistance 7 107 0.0008 

hsa04010 MAPK signaling pathway 10 295 0.0100 

hsa04510 Focal adhesion 7 199 0.0248 

hsa05203 Viral carcinogenesis 7 201 0.0261 

hsa01521 EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance 4 79 0.0271 

A-PE 

ID Vía gCpGs-DVM Genes totales P.val 

hsa04931 Insulin resistance 4 107 0.0022 

hsa04213 Longevity regulating pathway 3 62 0.0040 

hsa04150 mTOR signaling pathway 4 151 0.0076 

hsa05165 Human Papillomavirus infection 6 339 0.0077 

hsa04950 Maturity onset diabetes of the young (MODY) 2 26 0.0079 

ID: Número de identificación único para una vía KEGG, P.val = valor de P, +=Nota: numero asociados con la vía 
KEGG, Genes totale:, el número de genes conforman la vía KEGG en su totalidad. A-SP: Aortas sin placas, A-PE: Aortas 
con placa estable, 
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5. DISCUSIÓN  
 

5.1 La mADN de CpGs-DVM en la aterosclerosis y condiciones que predispone a esta. 

 
El análisis de IEVORA reveló que existen CpGs-DVM asociados con la aterosclerosis y la 

mayoría de estos (69%) presentaba hipermetilación en las aortas con placas. Esto concuerda con un 

análisis previo donde se encontró que el 91% de los CpGs-DM estaban hipermetilados en las aortas 

con placa aterogénica (Zaina et al., 2014). Por otro lado, en la cohorte de las carótidas la mayoría de 

los CpGs-DVM (54%) tenían una orientación a la hipometilación en placas inestables comparado con 

places estables. De cierta manera esto concuerda con un estudio anterior donde se pudo observar una 

hipometilación marcada en los individuos días después de someterse a la endarterectomía (Zaina et 

al, 2014). Esto indicaría que los CpGs-DVM tienen un comportamiento dinámico dependiendo si la 

lesión es estable o inestable, parecido a lo reportado con los CpGs-DM. 

En las cuatro cohortes seleccionadas como factores de riesgo de la aterosclerosis (obesidad, 

tabaquismo y RI en sangre y tejido normal), existían gCpGs-DVM compartidos entre ellos. Sin 

embargo, la mADN de los gCpGs-DVM asociada con cada enfermedad eran muy diferente con 

respecto a la cohorte de las aortas. Los CpGs-DVM de las cohortes de la resistencia a la insulina y 

obesidad tuvieron una marcada tendencia a estar hipometilados. Esto es parecido a un estudio de 

CpGs-DM en tejido hepático de personas obesas discordantes por DT2, donde el 92% de los sitios 

CpGs estaban hipometilados (Kirchner et al., 2016). Esto contrasta con otro estudio donde la mayoría 

de los CpGs-DVM en la obesidad estaban hipermetilados (Xu et al., 2013). Sin embargo, en este 

mismo estudio los CpGs-DM tuvieron una caracterizada hipometilación. Entonces se puede inferir 

que tanto en patologías relacionadas con alteraciones en la señalización de insulina como obesidad se 

caracterizan mayormente por una hipometilación, indicando que estos perfiles son independientes si 

son CpGs-DVM o CpGs-DM.  Por último, en la cohorte de tabaquismo la mayoría de los sitios CpGs-

DVM estuvieron hipermetilados. Esto contrasta con los datos de CpG-DMs obtenidos por Dogan y 

colaboradores (2014) donde la proporción de CpGs-DM hiper-hipometilados era aproximadamente 

igual (49% y 51% respectivamente). Esto podría indicar que los CpGs-DVM en tabaquismo tienen un 

perfil de metilación hacía la hipermetilación, sin embargo, se tendría que analizar otra cohorte con 

este enfoque para corroborar este resultado. Interesantemente el perfil del tabaco fue parecido al de la 

aterosclerosis en el sentido que ambos presentan hipermetilación, pudiendo indicar la estrecha 

relación de ambas morbilidades, no obstante, al realizar el mapa de calor se encontró más cercano al 
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tejido sanguíneo de la resistencia a la insulina, sin embargo esto pudo ser debido a que ambos eran 

cohortes donde se usó el tejido sanguíneo. 

 En cuanto a la variación en la mADN, tanto en la aterosclerosis, como en la mayoría las 

cohortes asociadas con condiciones que predisponen a ésta, se detectó mayor variación en los tejidos 

enfermos respecto a los sanos. Esto concuerda con un estudio de cáncer donde la varianza en la mADN 

era mayor en los tejidos enfermos (Teschendorff y Widschwendter 2016). Sugiriendo que algunos 

CpGs con variación epigenética podrían conferir un posible riesgo a desarrollar estas enfermedades.  

 

5.2 Análisis de enriquecimiento 
 

El análisis funcional de los gCpGs-DVM mostró que las vías enriquecidas en las cohortes de 

las aortas y las carótidas eran distintas. En ambas cohortes se encontró enriquecimiento en procesos 

involucrados en la homeostasis y biogénesis de este organelo, destacando en las carótidas la vía de la 

senescencia celular (Wiley et al., 2015) y en las aortas las vías de la regulación  de la insulina (Marín-

García 2007),  AMPK  y MAPK (Canto y Aurwex 2009; Barger et al., 2001), las cuales se discutirán 

a continuación. 

La senescencia celular es un proceso observado en lesiones avanzadas, como sería el caso de 

las carótidas analizadas en este trabajo. Se sabe que en las placas avanzadas hay bajos niveles de la 

relación NAD+/NADH (vital para la formación de ATP en la cadena respiratoria), debido a la 

deficiente función mitocondrial (Wiley et al., 2015), impidiendo procesos como la proliferación 

celular. Esta vía al estar enriquecida en los grupos de hipermetilados y promotores, podría indicar un 

posible silenciamiento, pudiendo ser un factor protector. Interesantemente Zaina y colaboradores 

(2015), visualizo que días después del infarto cerebral, se observó demetilación de genes 

ateroprotectivos. 

También es interesante la presencia de la señalización de insulina ya que en condiciones donde 

hay hiperglucemia (como la Resistencia a la Insulina y la diabetes) se asocian con la creación de 

superoxido en las células endoteliales, interrumpiendo la fosforilación oxidatva y promoviendo la 

aterosclerosis (Marin-Grcia 2013). Esta vía estaba enriquecida en el grupo de hipometilados, la región 

promotora y el cuerpo de los genes, indicando que podría estar activa, pudiendo ser esto último un 

mecanismo protector para la mantener la homeóstasis e impedir el avance de la lesión aterosclerótica, 
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respaldando lo anterior, se sabe que en modelos murinos ApoE-/- nulos también en el gen receptor de 

la insulina, se vio un aumento del ateroma en las aortas (Rask-Madsen et al., 2010). 

Con respecto a la vía de AMPK, se sabe que este gen fosforila diretamente a PGC-1 alfa, 

aumentando su actividad trasncripcional (Canto y Aurwex 2009), si bien en los CpGs DV no se 

obtuvieron directamente los genes AMPK  y PGC1-alfa, se obtuvo representado el gen CPT1, el cual 

es activado por PGC1-alfa y podría estar implicado en la homeostasis mitocondrial a través de la 

activación de la beta-oxidación (Zaina y Lund 2017). Por lo tanto, al estar la vía AMPK en el grupo 

de hipometilado y en el cuerpo del gen, una parte de la vía podría estar silenciada, entorpeciendo 

posiblemente procesos como biogénesis mitocondrial. 

 Tal vez uno de los hallazgos más importantes de este trabajo, es el enriquecimiento en la vía 

de señalización de MAPK, la cuál fue la segunda vía con más significancia en la agrupación de todos 

los genes en la cohorte de las aortas (p= 6.57775e-05, 78 genes).  Las MAPKs regulan funciones 

celulares esenciales como la proliferación, diferenciación y apotosis, y estas se dividen en tres grupos:  

las p38 (MAPK11-14), las “c-Jun N terminal kinase” (JNK 1-3) y las “signal-regulated protein kinase” 

(ERK1, ERK2) (Roux y Blenix, 2004; Wang et al., 2012).  

Esta vía podría estar involucrada en procesos asociados con la biogénesis mitocondrial y el 

metabolismo de los lípidos, debido a que. se tiene evidencia que la MAPK-p38 puede fosforilar 

PPARα en un cultivo de cardiomiocitos neonatales de ratón (Barger et al., 2001). De igual manera en 

esta misma investigación se visualizó que PGC1α en conjunto con la MAPK-p38 promueve un 

aumento en la expresión de PPARα.  Por otra parte, nuestros estudios muestran que la beta-oxidación 

inducida por la activación de CPT1 a través de PPARα resulta en niveles elevados de la mADN sobre 

todo dentro el cuerpo de los genes (Silva-Martinez et al., 2016). Asimismo, otro experimento posterior 

demostró que la hipermetilación en células THP-1 mediada por el ácido araquidónico, disminuía si se 

inhiban MAPK p38 y  JNK de manera independiente (de la Rocha et al., artículo sometido).   

Si bien, en la cohorte de las aortas no se obtuvo directamente los genes MAPKp38 (MAPK11), 

y JNK (MAPK8), se encontraron entre los gCpG-DVM genes que probablemente están relacionados 

o tienen interacción con estos, como son CPT1A, ERK2(MAPK1) y MAPK10(JNK3). CPT1A, como 

se mencionó, es una enzima activada por PPARα, el cual lleva los ácidos grasos de cadena larga en la 

mitocondria (Lund y Zaina 2017). Por su parte, se sabe que ERK2 al ser estimulado con insulina en 

hepatocitos de ratón, se notó un incremento en la fosforilación y actividad de PPARα (Burns y 

Vanden-Heuvel 2007). Por otro lado, JNK3(MAPK10) es una isoforma de JNK, el cual es activado 



	
 

41	

en las células neuronales del hipotálamo cuando hay una alta ingesta de grasas, evitando el exceso de 

adiposidad y la resistencia a la insulina a través del control de la ingesta calórica mediado por la leptina 

(Solinas y Becattini 2017).   

Dado que nuestros datos muestran que la vía de MAPK tiene mayor enriquecimiento 

estadístico en el grupo de hipometilados y en el cuerpo del gen, esto podría indicar que una parte 

considerable de esta vía esta menos activa en la aterosclerosis, pudiendo entorpecer la fosforilación 

de PPARα, la biogénesis mitocondrial, entre otras funciones.  Interesantemente esta vía también 

estuvo presente en las dos cohortes de RI y en la de tabaco, indicando que puede estar alterada en 

estas patologías, pudiendo estar asociada con el desarrollo de la placa aterogénica en el contexto de 

estas morbilidades.  

 

5.3 Comparación entre el método de metilación diferencial y variación diferencial. 

 

Se pudo observar que en las 15 vías con mayor significancia estadística en el enfoque DVM y 

DM se priorizan vías distintas; por ejemplo, se encontró que MAPK era una de las con mayor 

significancia estadística en los CpGs-DVM, mientras que estaba en la posición 54 en los CpGs-DM. 

Esto es relevante en el sentido que, en los EWAS, generalmente se reportan las primeras 10-20 vías 

obtenidas, por lo tanto el uso de los dos método puede podría ser útil para brindar detectar vías 

relevantes, conclusión similar a la de Xiu y colaboradores(2012), los cuales en un estudio de obesidad 

observaron que el estadístico DVM y DM tenían distintos enriquecimientos en las primeras 10  vías. 

No obstante, se tiene que resaltar que en la aterosclerosis la mayoría de las vías obtenidas en los dos 

enfoques tendieron a ser bastante similares en el análisis comparativo de ClusterProfiler (como se 

muestra en la Figura supelementaria 1), indicando que ambos métodos al final brindan información 

parecida en el contexto de la enfermedad.  

Sin embargo, se destaca que alrededor de del 70% de los gCpGs-DVM fueron exclusivos del 

enfoque DVM.  Si bien en la anotación funcional de estos gCpGs solo se obtuvieron 3 vías que pasaron 

el FDR, relacionadas con procesos como el metabolismo del cáncer, la pluripotencia celular y 

procesos neuronales, es notable mencionar que entre las vías con una tendencia estadística (p=<0.1 

datos no mostrados), encontramos factores de riesgo de la aterosclerosis como la diabetes MODY, así 

como la vía de señalización de MAPK. Nótese  que la vía de MAPK y la señalización de la insulina, 

al incluir todos los gCpGs-DVM, aumentaron su significancia estadística siendo representadas en los 
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análisis funcionales. Lo anterior indicaría que estos genes podrían ser relevantes para el desarrollo de 

la placa aterosclerótica. 

También es importante mencionar que en el contexto del cáncer el estadístico DVM ha 

demostrado sensibilidad en la detección de CpGs estadísticamente significativos que su contraparte 

en DM, en tejidos aparentemente sanos que se volvieron patogénicos, permaneciendo estas marcas 

una vez establecido el tumor Teschendorff y Widschwendter 2016). Por lo tanto, para comprobar si 

los CpGs-DVM podrían tener un valor predictivo para el riesgo de padecer la aterosclerosis, sería 

interesante realizar un análisis comparando una porción de aorta de individuos sin aterosclerosis 

contra las porciones “sanas” de individuos con aterosclerosis. Se destaca que este análisis no fue 

realizado en este trabajo, al no encontrarse datos de metilación públicos en aortas sanas de individuos 

que no presentaran la enfermedad.  

 
5.4 Número de copias de ADNmt y su asociación con CpGs-DVM 
 

Las arterias sanas tuvieron mayor número de copias de ADNmt que las arterias enfermas de 

manera global, obteniendo algo similar estratificado este resultado en las arterias grado VII. Estos 

resultados son parecidos a un otro estudio donde los leucocitos de individuos con enfermedad 

coronaria tenían menor número de copias ADNmt en comparación con los controles (Liu et al., 2017). 

De la misma manera, otro análisis mostró una asociación inversa entre el número de copias ADNmt 

en sangre y el riesgo de muerte cardiaca súbita (Zhang et al., 2017). Por lo tanto, el número de copias 

del ADNmt puede ser un posible marcador que podría indicar la presencia de enfermedades 

coronarias. 

En cuanto a los CpGs-DVM que mostraban una correlación con el número de copias de 

ADNmt, en su anotación funcional se encontraron las vías de señalización de la resistencia a la 

insulina tanto en las aortas con placa estable y sin placa, pudiendo reflejar la estrecha relación de esta 

vía con la mitocondria como se ha mencionado anteriormente. Por otro lado, la vía de MAPK se 

encontró representada en las aortas sin placas, mientras que las vías de la regulación de la longevidad 

en las aortas con placa estable. Llama la atención la presencia de estas dos vías, debido a que el 

envejecimiento se asocia como un factor de riesgo de la aterosclerosis con un subsecuente daño 

mitocondrial (Madamanchi y Runge 2007), y la vía de MAPK, discutida previamente, la cual podría 

estar asociada con la regulación de genes de la beta-oxidación mitochondrial (Barger et al., 2001).  
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Por último, encontramos una correlación inversa entre el número de copias de ADNmt y la 

mADN de los CpGs-DVM. Dado que en las aortas con placa estable la mayoría de los CpGs-DVM 

están hipermetilados y que el número de copias de ADNmt era menor respecto a las aortas sin placas, 

lo anterior podría indicar una asociación de ambos parámetros como el estudio   de Lozoya y 

colaboradores (2018) ha sugerido, que cambios en la integridad del mtADN podría causar alteraciones 

en el mADN. Sin embargo, esta conclusión tiene que comprobarse en un estudio futuro, ya que las 

asociaciones fueron nominales. 
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6.CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

 
6.1 Conclusiones 
 

• En casi todas las cohortes, el ΔV resultó positivo, independientemente de la orientación de la 

mADN. Esto indicaría que la variación en la mADN podrían indicar un posible riesgo para 

desarrollar estas enfermedades. 

• En la anotación funcional de los gCpGs-DVM se destaca la presencia de la vía de MPAK, la 

cual podría estar implicada en la regulación de la biogénesis mitocondrial, a partir de la 

fosforilación de PPAR-alfa. Al tener mayor significancia estadística en el grupo hipometilados 

en el cuerpo del gen, indicaría que gran parte de la vía esta silenciada, impidiendo 

posiblemente funciones como la biogénesis mitocondria.    

• MAPK también estuvo representada en patologías como la resistencia a la insulina y el tabaco, 

pudiendo tener un papel relevante en el desarrollo de la placa aterosclerótica, en el contexto 

de estos factores de riesgo.   

• En	la	anotación	funcional	de	los	genes	obtenidos	en	los	enfoques	DVM	y	DM,	se	puede	

notar	que	priorizan	vías	distintas,	 sin	embargo,	ambos	métodos	proveen	 información	

bastante	parecida	al	realizar	un	análisis	comparativo.	

• Interesantemente	se	encontró	que	el	70%	de	los	genes	encontrados	en	los	CpGs-DVM	

fueron	exclusivos,	 los	cuales	nominalmente	están	asociados	con	vías	asociadas	con	 la	

señalización	 de	 insulina	 y	 MAPK,	 las	 cuales	 posteriormente	 adquirieron	 mayor	

significancia	 estadística	 al	 usar	 todos	 los	 genes	 obtenidos.	 Esto	 pudiera	 destacar	 la	

relevancia	de	 estos	 genes	 en	 el	 desarrollo	de	 la	placa	 aterosclerótica.	 	 Indicando	que	

ambos	 métodos	 encuentran	 blancos	 distintos	 posiblemente	 pudiendo	 ser	 entonces	

complementarios.	

• El número de copias de ADNmt resulto ser mayor en las arterias sanas en comparación con 

las enfermas lo cual indicaría que la homeostasis mitocondrial está comprometida en la 

aterosclerosis, pudiendo ser un marcador molecular para enfermedades coronarias.	

• Existe una correlación negativa entre el número de copias de ADNmt y los CpGs-DVM tanto 

en las aortas con placas y sin placas, sugiriendo un mecanismo en el cual cambios en la 

integridad del ADNmt podría causar alteraciones en la mADN. 
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• Interesantemente la vía de MAPK también salió nominalmente significativa en la correlación 

del ADNmt con los CpGs-DVM en las aortas sin placas, recalcando la asociación de esta vía 

con los procesos mitocondriales. 

 

6.2 Perspectivas 
 

• Realizar un análisis de expresión diferencial de RNA a escala global (e.g. RNA-Seq) para 

entender si los CpGs-DVM afectan la transcripción génica. 

• Realizar un ensayo de Variación en la metilación del mADN con tejidos de aortas de 

individuos sin presencia de aterosclerosis, y compararlo con el tejido “sano” de individuos con 

la patología. Esto con el fin de comprobar si los CpGs-DVM tienen alto valor predictivo para 

el desarrollo de la enfermedad  

• Aumentar el tamaño de muestra de las aortas analizadas por los microarreglos 450K, para 

mejora la significancia estadística en el análisis funcional de los gCpG-DVM que 

correlacionaban con ncADMmt.  
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8. MATERIAL SUPLEMENTARIO 
 
8.1 Acerca de las tablas suplementarias. 
 
Las tablas suplementarias se pueden consultar en el siguiente enlace 
(https://www.dropbox.com/s/lnfdg1sukfv1qcy/TESIS-FINAL-NFRAGOSO-TABSUP.xlsx?dl=0), o 
solicitándolo al presente autor de esta tesis al siguiente correo  nicolasfragosobargas@gmail.com 



 
8.2 Figuras Suplementarias. 
 

 
Figura suplementaria 1: Comparación de los CpGs-DVM y CpGs-DM usando vías KEGG: ALL-DV y ALL-DM, todos los CpGs-DVM y DM, 
respectivamente;  DM-ONLY y DV-ONLY, gCpGs- específicas para DVM y DM;  DV AND DM; gCpGs común entre DVM y DM, p.ajdust: p ajustada 
(FDR). El color de los puntos representa  el FDR (p.adjust), mientras más cercano a rojo o azul mayor o menor significancia estadística respectivamente.  
GeneRatio: Relación entre el número de genes del set de datos y el número de genes totales de la vía, a mayor GeneRatio mayor será tamaño del punto 



 
Figura suplementaria 2: Comportamiento del Delta-Beta y el Delta-Var en las cohortes de obesidad, 
tabaquismo, Resistencia a la insulina (Sangre y Omental): a-b) Δβ y ΔV, respectivamente, en la cohorte de 
obesidad; c-d) Δβ y ΔV, respectivamente,	en la cohorte de tabaquismo; e-f) Δβ y ΔV, respectivamente,	en la 
cohorte de RI-sangre; g-h) Δβ y ΔV, respectivamente,	en la cohorte de RI (omental).	Cada	punto	azul	y	rojo	
representa	el	valor	de	Δβ y ΔV, respectivamente, de	cada	CpGs-DVM.		Eje	y:valores	de	Delta-beta	o	Delta-
Var,	eje	x:	CpGs-DVM.	Los	números	de	arriba	y	abajo	del	eje	X	 indican	el	%	de	CpGs-DVM	que	tenían	
valores	positivos	o	negativos,	respectivamente	de	Δβ y ΔV. 
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