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Resumen

Introduccion: La exposicion al humo de lefia es un factor de riesgo ambiental que
puede modificar los patrones de metilacion en genes que participan o contribuyen
al desarrollo de enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). Materiales y
meétodos: La metilacion de genoma completo se realizé utilizando el microarreglo
Infinium MethylationEPIC de Illumina en muestras de esputo inducido de 45
mujeres con EPOC por exposicion al humo de lefia (EP-HL) y 46 mujeres
expuestas sin EPOC (EXP-HL). El analisis bioinformatico y estadistico se realiz6
en el ambiente Rstudio. Se cuantificaron proteinas cuyos genes presentaron
diferencias significativas en la metilacion y que fueran solubles en el sobrenadante
de esputo inducido mediante ELISA. Resultados: 631 sitios se encontraron
diferencialmente metilados posterior correccion por Bonferroni, los genes
principalmente asociados codifican para proteinas que participan en el
remodelamiento pulmonar (FOXP1 p=0.002, FAM98A p=0.0065, FMOD p=0.012,
ADAMTS12 p=0.029, EDN1 p=0.044), del sistema inmunoldgico (ALOX5 p=0.005,
IL19 p=0.047), encargadas de la produccion de moco (MUC19 p=0.04) y del
metabolismo de xenobidticos (GSTO2 p=0.02). De tres proteinas evaluadas en el
sobrenadante de esputo inducido, solo endotelina 1, se encontré disminuida en
EP-HL vs EXP-HL (p=0.00054). Conclusion: La exposicién al humo de lefia afecta
la metilacién en genes que pueden contribuir al desarrollo de EPOC. La metilacion
en el sitio cg08450425 del gen EDN1, es significativamente mayor en EP-HL vs
EXP-HL. La concentracién de endotelina 1 es menor en las mujeres con EPOC vy
esto podria ser consecuencia del estado de metilacibn encontrado en nuestro

estudio.



Abstract
Introduction: Biomass smoke exposure is an environmental risk factor that can

modify methylation patterns in genes that participate or contribute to the
development of chronic obstructive pulmonary disease (COPD). Materials and
methods: An epigenome-wide association study was performed using the Illlumina
EPIC Infinium Methylation microarray in induced sputum samples from 45 women
with COPD from biomass smoke exposure (EP-HL) and 46 women without COPD
but whit biomass smoke exposure (EXP-HL). The bioinformatic and statistical
analysis was performed in the Rstudio environment. Soluble proteins were
quantified by ELISA in the induced sputum supernatant of genes showed
differences in methylation. Results: 631 sites were found differentially methylated
posterior correction by Bonferroni; mainly in genes associated with lung remodeling
(FOXP1 p=0.002, FAM98A p=0.0065, FMOD p=0.012, ADAMTS12 p=0.029,
EDN1 p=0.044), immune system (ALOX5 p=0.005, IL19 p=0.047), production of
mucus (MUC19 p=0.04) and xenobiotics metabolism (GSTO2 p=0.02). Of the
proteins evaluated in the induced sputum supernatant, only endothelin 1 was found
to be decreased in EP-HL vs EXP-HL (p=0.00054). Conclusion: Biomass smoke
exposure affects methylation in genes that may contribute to the development of
COPD. Methylation at cg08450425 of EDN1 gene is significantly higher in women
with EP-HL vs EXP-HL. The concentration of endothelin 1 is lower in women with

COPD, could be related to their methylation status.



Introduccion
La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) es una patologia compleja y

multifactorial, se desarrolla de manera lenta y progresiva, la prevalencia en adultos
de 40 afios 0 mas es aproximadamente de 9-10% y de 15% en las personas
mayores de 65 afios *. La limitacion crénica del flujo aéreo caracteristico de la
EPOC, es producida por una combinacion de enfermedad de vias aéreas
pequefias (bronquitis) y destruccion del parénquima pulmonar (enfisema), cuyas

contribuciones relativas varian de un individuo a otro .

La EPOC se caracteriza por sintomas respiratorios persistentes, se debe entre
otras causas, a anomalias de las vias respiratorias y/o alveolares, ocasionadas
generalmente por exposicion a particulas o a gases nocivos. Los sintomas

respiratorios mas frecuentes son:

a) Disnea cronica y progresiva; es el sintoma mas caracteristico de la EPOC,
es la principal causa de discapacidad y ansiedad de la enfermedad 3, es
descrita por los mismos pacientes como una sensacion de mayor esfuerzo
para respirar, falta de aire o pesadez en el pecho *.

b) Tos cronica, por lo regular el primer sintoma de la EPOC, en un inicio se
presenta de manera intermitente, después puede volverse crénica °.

c) Produccion de esputo, durante tres 0 mas meses en dos afios consecutivos
(en ausencia de cualquier otra condicion que pueda explicarlo) es la

definicién clasica de bronquitis crénica ® ” .

Estos sintomas cambian dia a dia, por lo general se presentan un par de afos

antes del desarrollo de la limitacion de la via aérea ®. Las personas, especialmente
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aquellas con los sintomas mencionados, y/o antecedentes de exposicion a
factores de riesgo de la enfermedad (tabaco y/o gases nocivos), deben ser
examinadas minuciosamente ®*°. La espirometria es la prueba mas empleada,
objetiva y reproducible de la limitacién del flujo de aire en funcién del tiempo ™7,
es de facil acceso y no es una prueba invasiva **. Dicha prueba debe realizarse
cuantas veces sea necesario, siempre y cuando el paciente no manifieste

malestar, hasta obtener tres resultados aceptables (inicio y término adecuados y

libre de artefactos) y reproducibles de buena calidad **.

Los principales parametros fisiolégicos que se obtienen durante la espirometria
son la capacidad vital forzada (FVC) y el volumen espiratorio forzado en el primer
segundo (FEV1); a partir de estas mediciones se obtiene la relacion FEV1/FVC.
Las mediciones espirométricas se evallan comparandolas con valores de
referencia segun la edad, la altura, el sexo y la raza *. La prueba se realiza antes
de aplicar broncodilatador y posterior a la administracién de broncodilatador; el
medicamento recomendado es salbutamol (400 mg), administrado mediante una
camara espaciadora; posterior al medicamento, el paciente debera permanecer
sentado y en reposo y pasados 20 minutos, se procede a realizar nuevamente la

espirometria .

La presencia de un cociente FEV1/FVC menor al 70% posbroncodilatador,
confirma la presencia de limitacion persistente del flujo de aire en pacientes con
los sintomas antes mencionados y con exposicion significativa a los agentes
nocivos. La clasificacién de la gravedad de la limitacion del flujo aéreo empleando

los valores espirométricos se muestran en la tabla 1 2.
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Tabla 1. Grado de obstruccidn del flujo aéreo FEV1/FVC <70% posbroncodilatador

Estadio GOLD Gravedad FEV1% valor predicho

1 Leve FEV1 = 80%
2 Moderada 50% < FEV1 < 80%
3 Grave 30% < FEV; < 50%
4 Muy grave FEV: < 30%

GOLD: Iniciativa Global para la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Croénica, FEV1.:
Volumen Espiratorio Forzado en el primer segundo, FVC: Capacidad Vital Forzada.
Tomada de la GOLD, 2019. 2

Epidemiologia de la EPOC
La exposicién al humo del cigarro es considerado el principal factor de riesgo para

desarrollar EPOC; en paises en vias de desarrollo, la exposiciébn constante al
humo procedente de la combustién de biomasa (quema de lefia, carbén, desechos
de cultivos, estiércol, etcétera) es otro factor de riesgo importante *°. Cerca del
50% de la poblacion mundial y el 90% de los hogares en zonas rurales y
suburbanas, utilizan biomasa como fuente primaria de energia doméstica para
cocinar, calentar la casa, entre otros usos. En paises como China, India y el Africa
subsahariana, mas del 80% de los hogares usan biomasa como combustible
mientras que en América Latina, la proporcién oscila hasta un 75% *’. En México,
la falta de un registro estadistico oficial subestima el problema de salud que
representa la quema de lefia en los hogares, la mayor parte de los usuarios de
este tipo de energia se concentra en la zona centro y sur del pais, en los estados
de Chiapas, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Michoacan, Oaxaca, Puebla,
Quintana Roo, Tabasco, Yucatan y Veracruz '®. Se estima que la poblacion
usuaria de lefia en México es de 22.5 millones, de los cuales 16.8 millones son
usuarios exclusivos de lefia y 5.7 millones utilizan adicionalmente gas licuado del

petréleo 8. La mayor parte de esta poblacién se localiza en las areas rurales y
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suburbanas *°. Existen familias que mantienen el fuego todo el dia, pero hay quien
lo utiliza Unicamente por la mafiana (41%), en menor proporcion solo lo emplean
medio dia (17%) o bien por la noche (4%). Este fuego esta bajo la responsabilidad
y cuidado en un 90% de los casos por mujeres, 5% por hombres y 5% est4 al
cuidado de los nifios. Es decir, la mujer es quien juega un papel principal en el uso
del fuego dentro de las familias campesinas, y por lo tanto son las mas expuestas
a los impactos negativos del mismo . En &reas suburbanas de la Ciudad de
México, la prevalencia de EPOC por exposicion al humo de biomasa fue de 3%

mientras que, la prevalencia de exposicion es del 47% en la poblacion estudiada

21.

Componentes del humo proveniente de la quema de lefia

Estudios sobre la exposicién a contaminacién de aire intramuros, han potenciado
el entendimiento de su participacion en enfermedades pulmonares, consecuencia
de la caracterizacion de las propiedades fisicas y quimicas de las particulas
presentes en la quema de biomasa . Esta combustién ineficiente, produce una
mezcla compleja de particulas de carbdn, particulas inorganicas, carcinGgenos y
gases irritantes, que comparten algunas caracteristicas con el humo de tabaco
2324 El humo de biomasa contiene mas de 250 compuestos organicos que pueden
variar segun el material que se queme [nitrégeno (N,), diéxido de carbono (CO,),
vapor de agua (H20), oxigeno (O, no utilizado en la combustién), mono6xido de
carbono (CO), o6xidos de nitrégeno (NOx), dioxido de azufre (SO;), hollin y
particulas solidas] y las condiciones de la combustion (combustion completa,
combustién incompleta, combustién con defecto o exceso de aire) %°. Dependiendo
de las caracteristicas de la combustion, de la madera y de la estufa en el humo de
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biomasa existen particulas que difieren en su composicién aerodindmica 2°, asf
podemos encontrar material particulado de 10 micrometros (PM10, particulas
gruesas, de diametro aerodinamico de 10 pm o menos), los cuales son complejos
de minerales, bacterias, endotoxinas y esporas flngicas *°; material particulado de
2.5 micrometros (PM2.5, particulas finas, de diametro aerodindmico de 2.5 um o
menos), formados en su mayoria de hidrocarburos, compuestos organicos
semivolatiles e inorganicas y material particulado de 0.1 micrémetros (PMO.1,
particulas ultra finas, de didmetro aerodindmico de 0.1 um o menos), son ricas en
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH)®. Las PM2.5 son responsables de
provocar estrés oxidativo celular por las especies reactivas de oxigeno a partir de

los metales de transicién e hidrocarburos aromaticos policiclicos #’.

EPOC por humo de cigarro vs EPOC por humo de lefa
En la EPOC existen dos principales fenotipos, la bronquitis y el enfisema,

independientemente del factor de exposicion de riesgo, los dos fenotipos coexisten
en proporciones variables.®® Cuando predomina bronquitis, los pacientes
presentan hipersecrecion de moco, disminucion acelerada de la funcion pulmonar,
hiperinflacion pulmonar, anomalias en el intercambio de gases, hipertension
pulmonar, mayor predisposicién a infecciones del tracto respiratorio inferior, mayor
frecuencia de exacerbaciones y mayor tasa de mortalidad 2**°. La presencia de
células inflamatorias (macrofagos, neutréfilos y linfocitos); glucosaminoglicanos
(keratan sulfato, dermatan sulfato e hialurano); proteoglicanos (fibromodulina,
lumican y decorina); lipidos (fosfatidilcolina y fosfatidilglicerol) y patégenos como
bacilos gram negativos, cambian las propiedades biofisicas del moco *!. Existe
hipersecrecién de mucina (MUC5AC y MUC5B), destruccion de células ciliadas,
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por la presencia de proteasas y lesion oxidativa, dando lugar a fallas en la
mecanica mucociliar. La hipersecrecién de mucina o desregulacion del liquido
superficial aumenta la concentracion de solutos hasta el 15 % (el moco saludable
posee 3% de material sélido) dando lugar a la formacion de moco con mayor
viscosidad, asi como mayor elasticidad, esto lo convierte en moco dificil de

eliminar 32734,

En el fenotipo enfisematoso, existe destruccion de las paredes alveolares, esto
origina agrandamiento de estos espacios y reduccién consecuente del area de
intercambio gaseoso en el pulmén *°. Se desencadena degradacién proteolitica a
causa de alteraciones del equilibrio de proteasas y antiproteasas, asi como falla
en los mecanismos de reparacién, mantenimiento, apoptosis, senescencia y

autoinmunidad 3¢%’.

En EPOC por consumo de cigarro (EPOC-T), predomina el fenotipo enfisematoso,
en cambio, por humo de lefia (EP-HL), predomina bronquitis 3% ?8. Entre otras
diferencias se encuentra que, las mujeres EP-HL son de menor estatura,

presentan un indice de masa corporal (IMC) mayor 2%3°

y son de mayor edad que
el grupo de mujeres EPOC-T; esto ultimo, hace suponer que, para desarrollar
EPOC por exposicion al humo de lefia se necesita mayor tiempo de exposicion al
agente nocivo 224°. Segun el cuestionario respiratorio de Saint George (SGRQ),
las mujeres del grupo EP-HL presentan mayor compromiso del estado de salud,
poseen mas complicaciones para realizar actividades cotidianas, asi como uno o

mas de los sintomas respiratorios e hiperreactividad bronquial cuando son

comparadas con EPOC-T % 37 40 41 (tap|a 2).
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Tabla 2. Caracteristicas de la EPOC por humo de lefia y por tabaquismo.

Caracteristica EP-HL EPOC-T p
Prevalencia mundial ** 980 millones 2,800 millones

Sexo en proporcion % 87% 26%

Talla (cm)® 148.0 £ 6.0 154.0 £ 3.0 0.003
IMC kg/m?*° 27+5 25+5 0.0001
Edad (afios) ™ 71+9 67+9 < 0.0001
Escolaridad (afios) %™ 5.20 + 3.59 7.56 + 4.25

SGRQ™

Sintomas 46 + 28 3018 0.03
Dificultad para realizar actividades 58 + 20 46 + 19 0.02
Impacto 34+19 24 +13 0.10
Tos % 90 76 0.23
Expectoracion % 90 71 0.13
Disnea % 17 +10 14+£8 0.19
Medicién en vias aéreas

Enfisema(IR TC)*® 0.67 +0.80 2.33+1.53 0.0001
Atrapamiento de aire (IR TC)™® 2.60+0.82 152 £1.12 0.006
Hiperreactividad bronquial, prueba

metacolina® o i

Hiperplasia de células calciformes™ . s

Engrosamiento de la pared de las vias aéreas™ s .

Antracosis™ s .

Hiperplasia de la arteria pulmonar™® s .

CD4+ y mediadores inflamatorios* Th2, IL-4 e IL10 Th-17

Funcién pulmonar™®

Declive de la funcion pulmonar anual (FEV1, 23+17 42 + 26 <0.001
mL

FE\)/l post-BD, % predicho 63 + 20 50+18 < 0.0001
FEV1/FVC post-BD 0.56 £ 0.09 0.47 £0.12 <0.0001

EP-HL: EPOC por exposicién al humo de lefia, EPOC-HT: EPOC por exposicién al humo de tabaco, IMC: indice de masa corporal, TC:
Tomografia Computarizada, IL: interleucina?, SGRQ: cuestionario respiratorio de Saint George, FEV1 post-BD ml: volumen espiratorio
forzado en el primer segundo post broncodilatador en mililitros, FEV1 post-BD, %: volumen espiratorio forzado en el primer segundo
posbroncodilatador en porcentaje, FEV1/FVC post-BD: cociente entre volumen espiratorio forzado en el primer segundo y capacidad vital
forzada en porcentaje, IR TC: indice radiolégico por tomografia computarizada.
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Patogénesis de la EPOC
La patogénesis de la EPOC involucra, mecanismos inflamatorios, desequilibrio en

el estrés oxidativo, en el sistema de proteasas y antiproteasas, apoptosis,
destruccion de tejido del parénquima pulmonar y alteracion de la proliferacion
celular #’. Estos mecanismos difieren segin el desarrollo del sistema pulmonar de

cada individuo, la susceptibilidad genética, mecanismos epigenéticos entre otros*’.

Desequilibrio del estrés oxidativo en la EPOC
Las especies reactivas de oxigeno (ROS), son moléculas inestables ricas en

oxigeno, pueden convertirse en donantes o receptores de electrones. Incluye una
gran variedad de radicales de oxigeno libre [anién superéxido (O%) y el radical
hidroxilo (OHY)] y derivados de oxigeno [peréxido de hidrégeno (H.0.)]. La
contaminacion del aire en interiores y el humo del cigarro, tienen la capacidad de
producir ROS, potenciando su participacién en la EPOC *8. Las células fagociticas
activadas (neutréfilos y macréfagos), también producen grandes cantidades de
ROS cuando son estimuladas por particulas inhaladas u otros mediadores de la

inflamacion “°.

El pulmén tiene gran reserva de agentes antioxidantes como el glutation,
ascorbato, vitamina E y superoxido dismutasa (SOD), la exposicibn a humos
nocivos provoca agotamiento de estas moléculas antioxidantes, esto contribuye al
dafio oxidativo del tejido. La regulacion a la baja de las vias antioxidantes se ha
asociado con exacerbaciones agudas de la EPOC. En un modelo in vitro, de
células epiteliales respiratorias tratadas con H,O,, se obtuvo asociacion entre la

induccion de la acetilacion de las lisinas de la histona 4 y mayor liberacién de 1L8
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en el sobrenadante del cultivo celular, esta correlaciona de forma positiva con el

aumento de neutréfilos en lavado bronquioalveolar (r=0.818, p<0.0001) *°.

Un estudio realizado a partir de muestras de esputo inducido en mujeres de la
India con un indice de exposicion al humo de lefia (IEHL) de 120 horas afio
comparando con mujeres que utilizaban gas licuado de petrdleo (GLP) como
combustible, demostré que, la generacion de ROS se aument6 2 veces mas en el
grupo de mujeres que utilizaban lefia para cocinar (706.4 + 67.9 vs 338.3 + 39.4,
p<0.001) cuando compararon el grupo control, la cantidad de SOD en células de
esputo disminuyo cerca de un 31% en los usuarios de biomasa con respecto a las
de las mujeres usuarias de biomasa. Mediante un analisis de regresion logistica
multivariada, controlando edad, ingreso familiar y lugar de la cocina como posibles
variables de confusion, resultdé una fuerte asociacion positiva entre la generacion
de ROS y el nivel de PM10 medido en el interior de la vivienda (OR = 1.35, IC 95%

1.13-1.78) **.

Se ha propuesto que, el humo de biomasa afecta la homeostasis del hierro en las
células pulmonares; cuando el material particulado (PM) se aloja en el tracto
respiratorio inferior, secuestra hierro de los tejidos, disminuyendo la disponibilidad
de dicho metal para las células. Los intentos de las células para restablecer esta
falta de hierro, conducen a una mayor importacién y reduccion de hierro a través
de la reaccién de Fenton (Fe?* + H,0, — Fe®* + 'OH + OH), este mecanismo,

genera mayor cantidad de ROS en el proceso 2.
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Desequilibrio de proteasas y antiproteasas en EPOC
La hipotesis del sistema proteasas y antiproteasas se formul6 hace mas de 50

afos, basado en el supuesto de que, el enfisema y la destruccion del tejido
pulmonar se debe a un desequilibrio entre las proteasas y sus inhibidores 3. La
deficiencia genética de SERPINAL, gen que codifica alfa-1-antitripsina (AAT),
principal inhibidor de la elastasa de neutrdfilos en el tracto respiratorio es el factor
genético mejor documentado, sin embargo, se presenta en el 1-2% de la poblacién
con EPOC. En el gen SERPINA 1, existen dos variantes de riesgo, PiZ
(rs28929474) y PiS (rs17580) >*, sujetos con genotipos SS, SZ, ZZ expresan
menores concentraciones séricas de la proteina de 85, 25y 15% respectivamente,
en comparacién con los niveles que expresan los sujetos sin estas variantes °°.
Entre otras proteinas importantes en este mecanismo se encuentran las
metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP), son una familia de 25
endopeptidasas dependientes de zinc *°. En pacientes con EPOC las MMP2, -9 y -
12 se encuentran en mayor concentracién °’, este tipo de moléculas fragmentan
elastina, ésta va a funcionar como un potente agente quimioatrayente para

monocitos, contribuyendo al aumento de inflamacién >® *°.

Al evaluar MMPs, en sangre de pacientes con EPOC, MMP-2 y MMP-3 se
encuentran en mayor concentracion con respecto al grupo control y MMP-2
correlacion6 positivamente con la edad de inicio de EPOC, especialmente en
mujeres (r=0.730, p=0.040). Estos resultados sugieren que, el aumento de los
niveles de MMP-2 y -3, pueden acelerar la remodelacion de la matriz extracelular y

contribuir a la gravedad de la enfermedad °°.

19



Proceso inflamatorio en EPOC
La inflamacién es un fenomeno presente, en la EPOC por exposicion al humo de

cigarro existe un aumento de neutréfilos (especialmente en las fases agudas),
macréfagos y linfocitos T (CD8+) en diferentes areas del pulmén. Las células
inflamatorias activadas liberan una serie de mediadores: leucotrieno B4 (LTB4),
interleucina 8 (CXCL-8), factor de necrosis tumoral (TNF) y otras citocinas como
IL1B, IL6, e IL10 que son capaces de provocar dafio o lesionar las estructuras del

pulmén y perpetuar el proceso inflamatorio donde predominan los neutréfilos > 2.

Estudios provenientes de biopsias indican que, el pulmén del fumador se
encuentra inflamado ®2, muestras de esputo inducido ® y experimentos realizados

“ revelan la presencia de infiltrados de estas células inflamatorias con

in vitro °
predominio de neutréfilos y macréfagos y presencia de moléculas como IL6. El
receptor soluble de IL6 (sIL-6R) se encuentran significativamente elevado en los
pacientes con EPOC en comparacion con sujetos fumadores (166.4 pg/mL vs.
101.1 pg/mL, p <0.05), lo que sugiere un aumento en la sefializacién de esta
citocina. IL-6 promueve la inflamacién crénica y parece que el aumento de sIL-6R
desempefia un papel clave en la mediacion de estos efectos en los pulmones de
los pacientes con EPOC " Por otro lado, las concentraciones séricas de IL1B se
encuentran significativamente mas elevadas en sujetos con EPOC por tabaquismo
con exacerbacion cuando se comparan con sujetos con EPOC estables y sujetos
controles sanos, (12.73+£3.16 vs 6.19+2.44 vs 2.66+£0.52 pg/mL, respectivamente);
se observa la misma tendencia cuando se cuantifica las concentraciones de IL17
en muestras de suero en los mismos grupos (63.10+£10.78 vs 50.47+8.94 vs

32.50+5.40 pg/mL). Se observo correlacion positiva entre IL17 e IL1B (r=0,741, p
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<0,001); se sugiere que IL1B, puede ser un factor importante que contribuye a la

elevacion de IL17 en pacientes con EPOC por exposicién al humo de cigarro .

Existen multiples evidencias de que, la exposicion al humo de biomasa también
promueve un estado inflamatorio en el pulmdn; un reporte realizado en mujeres
expuestas a humo de biomasa observé que, el nimero absoluto de neutrdéfilos en
el esputo fue 1.3 veces mayor en comparacion con mujeres usuarias de gas LP. El
23.6% de las mujeres usuarias de biomasa, presentd neutrofilia en el esputo
(neutrdfilo = 75%) en contraste con el 12.9% del grupo de mujeres usuarias de gas
LP. El porcentaje de linfocitos en el esputo fue ligeramente mayor en las usuarias
de biomasa, sin embargo, el nimero absoluto de linfocitos fue 40% mas alto en el
esputo de las mujeres que utilizan biomasa comparadas con el grupo control
(2.9+0.5 vs. 5.6+0.9, p<0.05). Las mujeres que cocinaron con combustibles de
biomasa tuvieron 6.9 veces mas TNF-a en su esputo en comparacion con las
mujeres que cocinaron con un gas LP (86.9+28.1 vs. 12.6+6.2 pg/mL, p<0.001).
De manera similar, las concentraciones de IL6 e IL8 tienen el mismo
comportamiento (59.5+11.6 vs. 16.4+4.8 pg/mL para IL6 y 26.7+7.4 vs. 10.1+3.3
pg/mL para IL8) °!. Los macréfagos desempefian un papel crucial en la EPOC

secundaria a quema de biomasa °°, estas células se colocalizan en zonas

enfisematosas; se encuentran en mayor cantidad en las vias respiratorias " ,
estas células son reclutadas en pulmén aumentando la liberacion de TNF, IL8,

péptido quimiotactico de monocitos 1 (MCP-1) y LTB4 ® | que contribuyen al

reclutamiento de neutréfilos, macréfagos, linfocitos T y eosinéfilos en el pulmén .
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Apoptosis en EPOC
Los primeros estudios en demostrar aumento en la apoptosis en los pulmones de

pacientes con EPOC por exposicion al humo de cigarro muestran que, las células
endoteliales de los capilares, las arteriolas, y ocasionalmente las células
epiteliales, intersticiales e inflamatorias como neutréfilos y linfocitos, presentan
apoptosis que podria explicar la pérdida de capilares pulmonares y alvéolos
durante el desarrollo de enfisema °. Otro reporte mostré que, existe
fragmentacién del DNA, ocasionada por la cascada de sefializacion apoptética en
células de sitios peribronquiales, intraalveolares y septales de pulmones con
enfisema; en este mismo estudio, al analizar la expresién del receptor del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGFR2) en pulmones normales y pulmones con
enfisema, detectaron menor expresion de dicha proteina en los pulmones de

pacientes con enfisema *.

En EPOC secundaria a humo proveniente de la quema de lefia, se han realizado
estudios in vitro para analizar los efectos citotdxicos y genotoxicos ocasionados
por PM generadas por la qguema de pellets de madera (serrin natural seco y
prensado, en forma de cilindros muy pequefios, de unos pocos milimetros de
diametro), carbon vegetal y madera; para ello emplearon la linea celular A549 de
pulmén humano, se observo disminucion de la viabilidad celular dependiente de la
dosis de PM10 cuando fueron quemados los pellets y la madera; la viabilidad
celular se encontré afectada por el carbon vegetal. Las células A549 expuestas a
5 pg/cm? de PM de carbén vegetal y madera no mostraron alteraciones del ciclo

celular, mientras que las expuestas al PM de pellets si presentaron alteraciones.
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Las células expuestas a pellets presentaron un aumento significativo en la fase

GO0-G1 con una disminucién paralela en las fases S y G2 2.

Genes asociados a EPOC mediante estudios de genoma completo (GWAS)
Polimorfismos genéticos ubicados en el gen que codifica para la proteina Alfa 1

anti tripsina (AAT), es el principal factor de riesgo conocido para padecer EPOC,
sin embargo, solo explica entre el 1 y 2% de los casos de este padecimiento. A
partir de esto, ha surgido un interés en la identificacibn de genes asociados al

riesgo de desarrollar la enfermedad .

Los estudios de genoma completo (GWAS), caracterizados por ser libres de
hipotesis y genotipificar miles de variantes a lo largo de todo el genoma, han

identificado nuevos loci de susceptibilidad para la patologia.

En 2009, se llevé a cabo el primer GWAS en EPOC, para esto emplearon un
disefio en varias etapas, se incluyeron casos (EPOC por humo de cigarro) y
controles (fumadores sin EPOC); analizaron 1,633 participantes; reportaron 2
polimorfismos tipo SNP (polimorfismo de un solo nucleétido) en el locus
CHRNA3/5 en el cromosoma 15 (rs803491, p=1.48x107'° OR= 1.43 y rs1051730,
p=5.74x107'° OR=1.32), éstos se encontraron asociados significativamente con
riesgo de padecer EPOC en dos cohortes de replicaciéon ICGN (Red Internacional
de Genética de la EPOC) y NETT (Ensayo Nacional de Tratamiento de Enfisema)-
NAS (Estudio de Envejecimiento Normativo) 4. Posteriormente en 2010, un
GWAS en EPOC en tres cohortes poblacionales, donde incluyeron 2,940
fumadores y 1,380 exfumadores con funcién pulmonar normal, identificaron un

nuevo locus de menor riesgo en 4g22.1 en el gen FAM13A (rs7671167, OR= 0.76,
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p=8.6x10"%) y replicaron esta asociacién en un nuevo grupo de casos y controles
de la cohorte COPDGene (n=1,006) y dos cohortes basadas en familias (la
cohorte de Boston Early-Onset COPD (EOCOPD) y la cohorte ICNG) (n=3,808), la
asociacion del polimorfismo rs7671167 con menor riesgo de padecer EPOC se

mantuvo para FAM13A (OR=0.77, p=1.2x10%) °,

Mediante un GWAS y un metaanalisis realizado en 2,380 individuos con EPOC,
con caracterizacion tomografica de enfisema, en tres cohortes independientes
reportaron que, el rs10844154 en BICD1 (cromosoma 12) se asoci
significativamente con niveles de enfisema (p=5.2x10"’, OR=1.46 para enfisema
leve y p=4.8x10"%, OR=1.56 para enfisema moderado) °. Un metaanalisis donde
evaluaron la funcién pulmonar en 20,890 participantes de ascendencia europea,
identificaron 6 polimorfismos en 3 loci asociados significativamente con mejor
funcion pulmonar, entre estos se encontro el rs1980057 (cercano a HHIP) (f=0.51,
p=4.9x10"°): rs2070600 (AGER) (B=1.0, p=3.15x10""%): rs10947233 en PPT2
(B=1.10, p=6.66x10"?), el rs7735184 en HTR4 (B=0.37, p=6.23x10""). Por otro
lado, el rs1032295 cercano a HHIP (B=-0.47, p=6.28x107) y rs11168048 (HTR4)

(B=-0.40, p=1.08x10™"") se asociaron a una menor funcién pulmonar ”’.

Como se ha descrito previamente, el desarrollo de EPOC se ha asociado a

75-77 7

factores genéticos , ambientales "® y las interacciones entre éstas '°. No
obstante, los estudios de asociacion de genoma completo, asi como los estudios
de interaccion del genoma (GWIS), han logrado identificar multiples variantes
genéticas en genes asociados a susceptibilidad para el desarrollo de EPOC, a la

disminucién o mejora de la funcién pulmonar, exacerbaciones, etc., sin embargo,
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aun falta por explicar la participacion de otros mecanismos biolégicos importantes

en la regulacién de estos genes, uno de ellos es la epigenética.

Epigenética
La definicidn clasica de Conrad H. Waddington de 1950 establece que, “un rasgo

epigenético es un fenotipo heredable, resultado de cambios en un cromosoma sin
alteraciones en la secuencia de la molécula de ADN” . El termino epigenética se
define como, interacciones causales entre los genes y sus productos, que
permiten la expresion fenotipica; este término fue empleado por primera vez para
referirse a las complejas interacciones entre el genoma y el medio ambiente las
cuales, estan involucradas en el desarrollo y la diferenciacion de organismos
superiores &, En la actualidad, se refiere a alteraciones hereditarias sin afectacion
en la secuencia del ADN como la metilacion, RNAs no codificantes y la
modificacion de los nucleos de histonas (figura 1); estos mecanismos afectan la
accesibilidad a la secuencia del ADN vy la estructura de la cromatina, originando la
regulacion de los patrones de expresion génica a niveles transcripcionales,
postranscripcionales, o bien traduccionales y postraduccionales; de igual forma,
participan en el silenciamiento génico mediado por RNA no codificante, accién de
delimitadores (insulators) dependientes de la metilacion y proteinas del grupo

Polycomb y Tritorax 882,
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Figura 1. Principales modiﬁcaciones epigenéticas. Metilacion del DNA, modificaciones de histonas y RNAs no
codificantes. El disefio de la imagen se realizo en Biorender.com

Estos procesos epigenéticos son cruciales en el desarrollo de los individuos, asi
como en la diferenciacién de los diferentes linajes celulares en el organismo 2.
Marcas epigenéticas incorrectas pueden provocar anormalidades desde el feto,
como la falta de cierre del tubo neural, paladar hendido, trastornos no
disfuncionales como el sindrome de Down y la trisomia 18. El folato, un importante
componente nutricional en los alimentos, desempefia un papel importante en la
metilacion, puede influir en la produccién de metionina por la remetilacion de
homocisteina en forma de 5-metiltetrahidrofolato. Se ha reportado que, el defecto
o la escasez de folato en la dieta en adultos puede contribuir a la carcinogénesis

8 En estudios

colorrectal a través de la hipometilacion del ADN gendmico
recientes, se ha informado que, las mujeres que usan pildoras anticonceptivas
orales, tienen niveles mas bajos de metilacion del ADN en comparacion con

aquellas que no las usan (p=0.033) &.
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Por otro lado, al estudiar perfiles de metilacion de mujeres en edades entre 49 y
75 afios reportaron que, las marcas epigenéticas se modifican con la edad,
encontraron 213 sitios que se hipermetilan con el aumento de los afios y 147 sitios
que pierden la metilacion ®. La hipometilacién del ADN vy los altos niveles de
homocisteina, asociados con una dieta baja en consumo de folato en la edad
adulta, es un factor de riesgo importante para el cancer de colon, mama,

pancreas, cuello uterino, bronquios y leucemia .

Existe evidencia experimental del papel que juegan las modificaciones
epigenéticas en la expresion génica, sin embargo, muchos aspectos estan aun sin
comprender del todo. En los Ultimos afios los analisis de metilacion global,
utilizando nuevas tecnologias para la secuenciacion de nueva generacion como
los analisis de epigenoma completo, epigenoma de la cromatina y andlisis de RNA
no codificantes, han permitido un crecimiento acelerado en el conocimiento de la
cantidad y el detalle de muchos datos relacionados con estas modificaciones
epigenéticas . Estos cambios epigenéticos se encuentran alterados por fuentes
externas como las exposiciones ambientales, dieta, nutricibn, medicamentos y
productos farmacéuticos e infecciones por retrovirus, asi como por fuentes
internas como el envejecimiento, la dieta, estrés y niveles de ejercicio de cada
individuo; esto hace que, las modificaciones epigenéticas sean mas dificil de
estudiar %, sin embargo, tener una mejor comprension del papel que desempefian
los mecanismos epigenéticos en el desarrollo de enfermedades comunes y
complejas como la EPOC, nos puede ayudar a comprender mejor esta

enfermedad.
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Modificacion de histonas
En eucariontes el ADN se encuentra empaquetado en forma de cromatina en el

ndcleo, en este dltimo, la cromatina se organiza en dos areas estructuradas
diferentes, llamadas heterocromatina y eucromatina. La heterocromatina
constituye la mayor parte del material nuclear, incluyendo los telémeros y las
regiones pericentroméricas; estas regiones tienden a ser ricas en secuencias
repetidas y con bajo contenido génico ®’. El resto del genoma esta formando por
eucromatina, es material genético transcripcionalmente activo y contiene la
mayoria de los genes. Las unidades béasicas de la cromatina son los nucleosomas,
en los seres humanos consisten de 147 pares de bases (pb) de ADN envueltos
alrededor de un octdmero de proteinas denominadas histonas. El ndcleo de
histonas (H2A),, (H2B),, (H3), y (H4), forman el octdmero llamado nucleosoma.
Estas histonas tienen un dominio carboxilo terminal y una cola amino terminal %,
Las histonas centrales son predominantemente globulares, excepto por sus
extremos amino terminales. Las modificaciones covalentes de las histonas son un
mecanismo epigenético esencial de la regulacion génica, estas modificaciones
postraduccionales (metilacion de lisinas y argininas, acetilacion, fosforilacion,
ubiquitinacion, sumoilacion y ADP-ribosilacion) ocurren con mayor frecuencia en
las colas amino terminales ® EI cambio en la carga eléctrica de las histonas
origina la transformacion de la estructura de la cromatina, de la conformacion
cerrada pasa a la forma abierta, esto genera la activacion o inhibicion de la

transcripcion de genes 2° y es un mecanismo de regulacién de los mismos.
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Micro RNAs
Un mecanismo epigenético adicional es la produccién de micro RNAs los cuales

funcionan como una molécula guia en el silenciamiento de genes a nivel
postranscripcional, esto mediante el emparejamiento de bases con los mMRNAs
objetivo, lo que conduce a la escisién del mMRNA o la represién de la traduccién %.
Los micro RNAs son pequeiios RNAs reguladores que no codifican proteinas (~22
nucleotidos de longitud) se producen en el nucleo de la célula y luego se exportan
al citoplasma. Los complejos de micro RNAs maduros pueden actuar dentro de la
célula o ser secretados en el compartimento extracelular para facilitar la
comunicacién entre células. Tienen el potencial de afectar el desarrollo y la
progresion de casi todas las enfermedades humanas a través de interacciones con
mRNA °1. Los micro RNAs con reconocimiento parcial con su mRNA blanco,
reprime de manera parcial la produccion de la proteina; un reconocimiento mas
completo, ocasionara silenciamiento de este mRNA. Mediante predicciones in
silico, se estimd que, entre el 10 y el 30% de todos los genes humanos son

objetivo para la regulaciéon mediante micro RNAs %,

Metilacion del ADN
El mecanismo epigenético mas estudiado en los humanos es la metilacion de la

citosina, ocurre por modificacion covalente del carbono 5 de la citosina (5-metil
citosina, 5mC), se encuentran presentes, en su mayoria, en dinucleétidos CG
dentro del genoma. Los dinucleétidos CG tienden a estar en secuencias llamadas
islas CpG %, estas son definidas como regiones que van desde 200 bases a varias

kilobases, poseen un contenido de guaninas y citocinas por lo menos de un 50%

94

29



Estas regiones se sobreponen con el 50 al 60% de las regiones promotoras de los
genes humanos; se estima que, aproximadamente, el 1% del total de las bases
nitrogenadas en el genoma humano son 5mC °*. Mediante un ensayo in vitro, se
mostrd la existencia de otros posibles sitios no CpG con adicion de grupos metilo
en el carbono 5 de la citosina (CpA, CpT y CpC), la metilacion en sitios CpA
(6.68%) es la segunda mas frecuente, seguido de la metilacion en sitios CpT
(1.48%) y por Gltimo en sitios CpC (0.63%) *°. La metilacion del ADN se lleva a
cabo mediante enzimas de la familia ADN metiltransferasas (DNMT), catalizan la
transferencia de un grupo metilo del S-adenosil metionina (SAM) al carbono 5 de

% Los folatos, en la forma de 5-metil tetrahidrofolato, estan

la citosina
involucrados en la remetilacion de homocisteina a metionina, un precursor de
SAM, después de transferir el grupo metilo, SAM es convertido a S-
adenosilhomocisteina (SAH), un potente inhibidor de las DNMTs dependientes de
SAM %3, De esta manera, el &cido félico y la vitamina B12 poseen un importante
papel en la metilacién del ADN . La estructura de las DNMTs incluye 3 partes: 1

dominio regulador amino terminal, un dominio catalitico carboxilo terminal y una

regién central de unién ¥’.

En mamiferos se han reportado 5 miembros de la familia de las DNMTs: DNMT1,
DNMT2, DNMT3a, DNMT3b, DNMT3L, sin embargo, solo DNMT1, DNMT3a y

DNMT3b tienen actividad de metiltransferasa °.

DNMT2 es estructural y
funcionalmente diferente, no posee el dominio regulador N-terminal y aunque tiene
un dominio catalitico en su extremo carboxilo-terminal, no puede catalizar el

proceso de metilacion de novo o de mantenimiento debido a la ausencia del
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dominio amino-terminal que permite a otras enzimas DNMT unirse a secuencias
de ADN y otras proteinas reguladoras . La DNMT 3-like (DNMT3L) es una
proteina nuclear y no presenta motivos de sitios activos de metiltransferasa, no
puede agregar activamente grupos metilo a los residuos de citosina, sin embargo,
permite la actividad de las metiltransferasas de novo, DNMT3A y DNMT3B al
unirse a sus dominios carboxilo-terminales . DNMT3A y DNMT3B son
metiltransferasas de novo, encargadas de establecer el patrén de metilacion de
citosinas en el ADN no metilado y los patrones de metilacién durante el desarrollo
embrionario, cuando las marcas de metilacion del ADN son restablecidas después
de la demetilacién genémica para la reprogramacién epigenética **%. A pesar de
que la DNMT3A es altamente especifica para sitios CpG, también lleva a cabo
metilacién en residuos de citosina no CpG *%. La DNMT3B esta especializada para
la metilacion en dinucleotidos CpG en repetidos de ADN presentes en regiones

satélites pericéntricas de los cromosomas %%

. Por dltimo, DNMT1 es una
metiltransferasa de mantenimiento, tiene preferencia de 30 a 40 veces por ADN
hemimetilado (secuencia de ADN con una de las cadenas metilada y la otra no),
sin embargo, también tiene actividad de DNMT de novo '%. Es la mas abundante
de las ADN metiltransferasas. Tiene un papel importante en el mantenimiento de
la metilacion, donde las cadenas de ADN hemimetilado son metiladas de manera

permanente por la DNMT1 durante la replicacién semiconservativa del ADN 1,

El mecanismo de metilacibn del ADN bloquea la transcripcion de diferentes
maneras, un mecanismo potencial es mediante la interferencia con la unién de

factores de transcripcion a tales sitios 1%,
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La 5mC inhibe la unién de ciertos factores de transcripcion que contienen
secuencias CpG en sus sitios de reconocimiento (E2F, CREB, AP2, cMyc/ Myn y
NFkB) % otro mecanismo importante involucra proteinas o complejos proteicos
que se unen especificamente a sitios CpG metilados y bloguean indirectamente la
union de los factores de transcripcion, limitando su acceso a los elementos
reguladores. Estas proteinas contienen dominios conservados de union a ADN
metilado (MBD, methyl binding domain). Esta familia de proteinas consta de cinco
miembros bien caracterizados (MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3 y MBD4). Las
proteinas MBD se asocian con promotores de islas CpG hipermetiladas de genes
supresores de tumores y propician su silenciamiento transcripcional. De hecho, la
mayoria de los promotores hipermetilados estan ocupados por proteinas MBD,

mientras que los promotores no metilados generalmente carecen de estas .

Evaluacion de la metilacién en el genoma humano por estudio de epigenoma
completo (EWAS).
Existen distintas técnicas para evaluar la metilacion del ADN, sin embargo, el uso

de matrices para el andlisis de epigenoma completo es la forma mas rentable,

debido a la amplia cobertura genémica °°

. La secuenciacion gendmica con
modificacion con bisulfito de sodio es el “estandar de oro” para determinar el
estado de metilacion de una secuencia de ADN % los microarreglos de
epigenoma completo se han moldeado a partir de los GWAS. Entre las
plataformas ampliamente empleadas se encuentra la de la compafia Illumina; el

primer disefio empleado fue Infinium | (27K) %’

, esta contaba con 27,000 sitios
CpG, principalmente en regiones promotoras de los genes, sin embargo, debido a

su limitada cobertura, no se reconocié como estudio de epigenoma completo
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(EWAS) 1%, posteriormente, se tuvo disponible el arreglo Infinium Il (450K), el cual
aumento la cobertura gendmica de la plataforma a mas de 450,000 sitios CpG
combinando el disefio original del ensayo Infinium | y afiadiendo un nuevo disefio
de sondas. Infinium | y Il emplean sondas de 50 pb especificas de un polimorfismo
(CIT), creado a partir de la conversion con bisulfito de sodio de las citosinas no
metiladas en el genoma, la Unica diferencia entre los dos tipos de ensayos es que,
difieren en el numero de perlas que utilizan para identificar un solo locus; Infinium |
necesita 2 perlas que corresponden a cada locus CpG (una para el sitio metilado
(M) y la otra para el estado no metilado (U)] (figura 2a) *°°. El disefio Infinium II
utiliza un solo tipo de perla para cada locus CpG vy el estado de metilacion se
determina por la extension de base Unica después de la hibridacion en el
microarreglo de epigenoma completo '°°. Cada locus sera detectado en 2 colores,
la “A” siempre se une al sitio no metilado (“T”), y la “G” se incorpora al sitio
metilado (“C”) (figura 2b) *°’. Actualmente se encuentra disponible el microarreglo
lllumina Human Methylation EPIC (850k) con 853,307 sitios CpG, analiza 8
muestras en paralelo y utiliza la combinacién del Infinium | y Il *°®. En esta nueva
plataforma se encuentra el 91.1% de los sitios CpG incluidos en el 450K, incluye
413,745 nuevos sitios CpG localizados entre los 22 cromosomas autosémicos y
los cromosomas sexuales X y Y '%. El cromosoma 1 alberga la mayoria de las

posiciones (9.4%) y el cromosoma Y la menor cantidad (0.04%) *°°.
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Figura 2Disefio de la matriz MethylationEPIC BeadChip Infinium 850K.

El disefio de la imagen se realizé en Biorender.com ** a) Infinium |. Cada sitio CpG se identifica
utilizando 2 tipos de perlas: metiladas (M) y no metiladas (U), ambos tipos de perlas incorporan el
mismo nucleétido marcado para el mismo CpG objetivo, produciendo asi la misma fluorescencia. El
nucledtido que se adiciona esta determinado por el nucleétido rio debajo de la “C” del sitio CpG
objetivo. La proporcién de metilacion se puede calcular comparando las intensidades de las dos
sondas diferentes en el mismo color. b) Infinium Il. Cada uno de los sitios CpG objetivo se identifica
utilizando un Unico tipo de perla (una sola perla detecta sitios CpG metilados y no metilados), el
estado de metilacion se detecta mediante la extension de una sola base en la posicion de la “C”,
del sitio CpG objetivo, por lo tanto, siempre se produce una adiciéon de un nucleétido “G” o “A”
marcado, complementario a la C “metilado” o “no metilado”. Cada locus se detecta por dos colores,
y el estado de metilacion se determina comparando los dos colores desde una posicién. Modificado
de Bibikova et al. 2011

Segun su clasificacion funcional, el 25.8% de los sitios CpG se localizan en
promotores proximales, 0.9% corresponde a 3'UTRs, 40% a cuerpos genéticos y
33.3% a regiones intergénicas '°. En relacién con el contexto de CpG, el 5.4% de
los sitios se encuentran en islas CpG, el 11,4% en las costas de CpG, el 5% en las
plataformas de CpG y 78.2% se encuentra fuera de estas regiones (“mar abierto”)
1% "Una de las principales ventajas es que, los nuevos CpG incluidos en la matriz

de metilacion 850K se encuentran principalmente en secuencias con un bajo
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contenido de CpG vy regiones intergénica (33.3%) que se incorporaron por los

datos generados de los proyectos ENCODE (enciclopedia of DNA elements) %%

y FANTOMS5(Functional Annotation of the Mammalian Genome) **.

Antecedentes

En los ultimos afios, se han publicado EWAS que evallan los cambios
epigenéticos y su relacion con la exposicion al humo de tabaco y el desarrollo de
enfermedades pulmonares. Estos estudios han proporcionado evidencia de que,
existen cambios en la metilacion del ADN asociados con el tabaquismo (tabla 3)
112 Actualmente, no existen reportes que evallien estos mecanismos epigenéticos

en EPOC secundaria a la quema de biomasa.

En EPOC por tabaquismo el principal sitio CpG asociado se encuentra en el gen
F2RL3 (cg03636183), en poblacién caucésica utilizando el microarreglo 27K, se
reportd este sitio hipometilado en fumadores (p=2.68X10%), cuando se replicé en
muestras independientes, mediante espectrometria de masas, se mantuvo la

asociacion (p=6.33X103%%)

. En 2013, en poblacién caucasica, mediante el
microarreglo 450K, nuevamente se encontré hipometilado en fumadores vs no
fumadores (B=—14.74, p=2.42X10"%) % posteriormente, en 2014 dicho sitio CpG
mantuvo el hallazgo (hipometilacion) en fumadores cuando los compararon con no
fumadores (p=2.78x107°) ° En el 2018 Maaike de Vries y colaboradores
reportaron en un estudio de epigenoma completo con el microarreglo 450K en

sangre periférica de poblacion caucasica que el sitio cg03636183 se encuentra

hipometilado en fumadores (p=6.53X10®) . Se ha reportado que el gen F2RL3
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participa en la activacion de plaquetas, sin embargo, varios estudios han descrito

que, la hipometilacién en humanos esta asociada con el cancer de pulmén .

Otro gen identificado con metilacion diferencial es el AHRR (represor del receptor
de aril hidrocarburo), en poblacion afroamericana el sitio CpG (cg05575921) se
encontré hipometilado en sangre y en tejido pulmonar de fumadores comparado
con no fumadores (B=-0.009, p=0.007) *®. En 2013, en poblacién caucasica se
mantuvo la hipometilacion en fumadores cuando se comparé con exfumadores y
no fumadores (cg05575921, p=2.31x10™); en este mismo estudio se realiz6 una
validacion de 6 sitios CpG en una poblacién independiente (n=180) empleando
pirosecuenciacion y analisis de expresion en tejido pulmonar. Los niveles de
metilacion en AHRR se mantuvieron disminuidos (p<0.001) y los niveles de
expresion estaban incrementados (p= 0.0047) en pulmén de fumadores en
comparacion con no fumadores *”. En poblacién caucésica fueron reportados dos
sitios CpG en el gen AHRR diferencialmente metilados al comparar muestras de
fumadores, exfumadores y no fumadores (cg05575921, B=-0.00360, p=2.86X10*,
cg21161138, B=-0.00106, p=2.99X10?), la validacion de estos sitios CpG se
realizd por pirosecuenciacion y mostraron niveles de metilacion mas bajos en
fumadores (p= 0.00556) Los fumadores actuales mostraron niveles de metilacion
de ADN mas bajos junto con niveles de expresidbn mas altos en comparacion con
ex fumadores y nunca fumadores °.Estudios realizados en tabaquismo y EPOC,
han permitido identificar dos clases de sitios CpG, aquellos cuya metilacién vuelve
a los niveles tipicos de aquellos individuos que nunca fumaron y los sitios que

permanecen metilados, incluso a mas de 35 afios de haber abandono el consumo
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de cigarro. Estos estudios son de interés para conocer otros mecanismos
importantes que pueden estar participando en el desarrollo de la enfermedad y

que estos mecanismos epigenéticos no son del todo reversibles 8.
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Tabla 3. Estudios de epigenoma completo (EWAS) en tabaquismo y EPOC*,

N° sitios N° Genes Microarreglo Tipo de muestra Tamaio de Poblacién Referencia
CpG asociados muestra
1 1 450k Leucocitos 399 Afroamericana, (USA) Philibert, (2012) **°
187 94 450k Leucocitos 1793 Caucasicos, (Alemana)  Zeilinger, (2013) **
3 1 450k Leucocitos 107 Afroamericana, (USA) Philibert, (2013) **°
5 5 27/450k Leucocitos 972 Afroamericana, (USA) Sun, (2013) *%°
1260 1120 27k Cepillado 38 Caucasicos, (Canada) Emily A. Vucic, (2013)*
Bronquial 121
30 15 450k Leucocitos 464 Caucasicos, (UK) Tsaprouni(2014) **°
29 15 450k Leucocitos 192 Caucasicos, (UK) Elliott, (2014) **
8 4 450k Leucocitos 123 Asiaticos del suroeste, Zaghlool, (2015)*#
(Qatar)
461 352 450k Leucocitos 745 Caucasicos, (UK) Guida F, (2015) '8
108 29 450k Leucocitos 100 Asiaticos, (Corea) Mi Kyeonglhee (2016)*
8 7 450k Tejido pulmonar 237 Caucasicos, (ltalia) Ryan Stueve (2017) **°
1 1 450k Leucocitos 100 Asiaticos, (Corea) Mi Kyeonglzl_eee (2017)*
14 14 450k Leucocitos 36 Asiaticos, (China) Shih-Wei Il_zge, (2018)*
15 7 450k Leucocitos 658 Caucasicos, (Holanda) Maaike de %ries(ZOlB)*
28 25 EPIC/450k Leucocitos 5191 Caucasicos, (UK) Mairead L. Bermingham,

(2019)* 2

CpG: sitio CpG, 27K: microarreglo de 27,000 sitios CpG, 450K: microarreglo de 450,000 sitios CpG, EPIC: microarreglo de 850,000

sitios CpG.



Planteamiento del problema
La exposicion al humo de lefia es un factor de riesgo importante para el desarrollo de

EPOC, especialmente en paises en vias de desarrollo. Aproximadamente el 50% de la
poblacién mundial utiliza lefia para cocinar, iluminar y proveer calor en el hogar donde
la ventilacion es deficiente El principal grupo de personas expuestas al humo de lefia
son las mujeres, algunas de éstas desarrollan EPOC que se caracteriza por, presentar
dificultad para realizar ejercicio, disminucion en el nivel de la calidad de vida, mayor
disminuciéon de la funcidbn pulmonar y en ocasiones la necesidad de oxigeno
suplementario. No existen estudios donde se evallUe el patron de metilacién de genes
gue podrian estar participando en la etiologia de la EPOC secundaria a la exposicién al
humo de lefa. Identificar sitios diferencialmente metilados en EPOC por humo de lefia,
ayudara a identificar nuevas vias fisiopatolégicas que participen directamente en el
desarrollo de la enfermedad. Estas pueden representar nuevas dianas terapéuticas

para el tratamiento de la enfermedad.
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Justificacién
El origen de la EPOC se asocia a la exposicion a diversos gases nocivos y particulas,

especialmente por el tabaquismo y por la exposicion directa a humo preveniente de la
guema de lefia; esto provoca una respuesta inflamatoria anormal en pulmones y a nivel
sistémico. Sin embargo, las causas de la patologia son multifactoriales, y pueden incluir
factores genéticos, infecciones recurrentes en la infancia y el desarrollo de los
pulmones de cada individuo **°. A pesar de que el humo de tabaco es considerado el
principal factor de riesgo para desarrollar la enfermedad, en nuestro pais, la exposicion
al humo de la quema de biomasa es un problema de salud. Se estima que, la poblacién
usuaria de lefia en México es de 22.5 millones, de los cuales 16.8 millones son usuarios
exclusivos de lefia y 5.7 millones utilizan adicionalmente gas LP 8. La mayor parte de
esta poblacion se localiza en las areas rurales y suburbanas *°. La EPOC por humo de

lefia presenta diferencias clinicas a la desarrollada por tabaquismo .

Poco se sabe sobre la fisiopatologia de la EPOC secundaria a la exposicion al humo de
lefia; evaluar los mecanismos epigenéticos generara conocimiento sobre nuevas vias
que participan en dicha enfermedad, con la finalidad de proponer nuevos blancos

terapéuticos para la mejora y el tratamiento de los pacientes.
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Hipotesis
La exposicion al humo de lefia modifica los patrones de metilacion en genes que

participan en el desarrollo de la EPOC y éstos afectan los niveles protéicos respectivos

en sobrenadante de esputo inducido.
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Objetivo general
Identificar patrones de metilacidbn en genes que participan en el desarrollo de la EPOC

secundaria a exposicion al humo de lefia mediante estudio de epigenoma completo y la

afectacion de la concentracion de la proteina correspondiente.

Objetivos especificos
¢ |dentificar patrones de metilacion de pacientes con EPOC secundaria al humo de

lefia (EP-HL).

* Identificar patrones de metilacion en mujeres expuestas a humo de lefia sin

EPOC (EXP-HL).

+ Comparar patrones de metilacién en los grupos de estudio.

* Medicion de las concentraciones de proteinas extracelulares en sobrenadante de
esputo inducido que, posterior al analisis de los niveles de metilacion, resulten

con diferencias estadisticamente significativas.

+ Establecer la relacién de la metilacion de los genes en el desarrollo de la EPOC

por humo de lefia.
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Metodologia
Estudio prospectivo, transversal, observacional, analitico de casos y controles.

Poblaciéon de estudio
Las mujeres participantes en el estudio fueron pacientes del departamento en

investigacion en tabaquismo y EPOC (DITABE) del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER) Ismael Cosio Villegas; el grupo control fueron mujeres expuestas
a humo de lefia que no desarrollaron la enfermedad, este grupo fue reclutado a partir de
las campafas para el diagnostico oportuno de EPOC las cuales se llevaron a cabo en
poblaciones rurales y semi rurales de la republica Mexicana, las cuales fueron
organizadas por el DITABE. El diagnostico se realizé por medio de examenes clinicos
gue estuvieron a cargo de médicos neumodlogos especialistas. Las participantes fueron
invitadas a participar de forma voluntaria y posterior a la aceptacion, firmaron el
consentimiento informado correspondiente al estudio, este fue aprobado previamente
por el comité de bioseguridad y de ética en investigacion del INER (clave de protocolo
B18-17) (anexo 1-4). La participacién de cada mujer incluida en el estudio consisti6 en,
un llenado de cuestionario de antecedentes heredo patoldgicos, el registro de las horas
de exposicion directa a humo de lefia, obtencion de esputo inducido mediante la
nebulizacion de solucion salina estéril al 7% y prueba de espirometria. Una vez en el
laboratorio, antes de procesar cada muestra, se asigné una clave alfanumérica con la

finalidad de cumplir con los criterios de confidencialidad de datos de cada paciente.

Definicion de los grupos de estudio
*Grupo control. Mujeres expuestas al humo de lefia sin EPOC (EXP-HL), con exposicion

directa a humo de lefia (2200 horas por ano, por =210 afos), sin evidencia clinica de

EPOC (este criterio fue realizado por neumaologos especialistas del DITABE).
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*Grupo de casos: Mujeres con exposicion directa al humo de lefia con diagnéstico de

EPOC realizado por neumélogos especialistas del DITABE (EP-HL) (=200 horas al ano,

210 afos).

Criterios de inclusién

Mujeres mexicanas (al menos dos generaciones previas nacidas en México)
Entre 60 y 85 afios
Para el grupo de controles, sin diagnéstico de EPOC.

Para el grupo de casos con diagnostico de EPOC estable

Criterios de exclusiéon

Uso de antibiético en los ultimos 3 meses.

Uso de corticosteroides sistémicos en los ultimos 6 meses.
Uso de inmunosupresores sistémicos en los ultimos 6 meses.
Uso actual de oxigeno suplementario.

Enfermedad cerebrovascular.

Tuberculosis activa.

Cancer pulmonar.

Trasplante pulmonar.

Fibrosis quistica.

Bronquiectasias.

Asma.

Criterios de eliminacion

Cuestionario de datos incompleto.

Muestras bioldgicas insuficientes o de calidad analitica inapropiada.
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Calculo del tamafio de muestra.
a) Ensayo de metilacion

Para la evaluacion de los niveles de metilacion, el nimero de pacientes con EPOC y
expuestos sin EPOC fue calculado mediante el programa G*Power (Figura 3) ™,
empleando datos en la literatura, donde, para EPOC por humo de tabaco, fue empleado
el gen con sitio CpG ampliamente reportado y validado (F2RL3, cg03636183), este
presentd una diferencia de metilacion del 12% entre fumadores y no fumadores,
ademas de esto, los criterios establecidos fueron: poder estadistico del 95%,
significancia de 0.05 (prueba bilateral), relacion de 1 caso y 1 control. Bajo estos
criterios, el estudio requirié 42 mujeres con EPOC (EP-HL) y 42 mujeres expuestas a

humo de lefia sin EPOC (EXP-HL).
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Figura 3. Cdlculo del tamafio de muestra en el programa G Power 3.1.9.2.

b) Cuantificacion de proteinas

De la etapa anterior, fueron seleccionados 3 genes con diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a los niveles de metilacién asociados a EPOC por humo de

lefia y cuya proteina pudiese ser medida a nivel extracelular (en sobrenadante de
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esputo inducido). Este ensayo se realizé en el 48% de la poblacion original (20

mujeres con EPOC y 20 mujeres expuestas a humo de lefia sin EPOC) /%%,

Obtencién de la muestra de esputo inducido
Se tomO una muestra de esputo inducido mediante nebulizacién con solucion salina

estéril al 7%, para esto, se pidi6 a cada paciente que se lavara la boca con agua; la
nebulizacion se llevé a cabo durante 5 minutos con un periodo de descanso de 5
minutos entre cada nebulizacion. Este procedimiento se realiz6 3 veces como maximo

de acuerdo con el protocolo establecido por la ERS %2,

Procesamiento de la muestra de esputo inducido destinada para extraccién de
DNA y cuantificacién de proteinas solubles.
Mediante una pipeta Pasteur fue retirada la saliva presente en la muestra de esputo,

posteriormente fueron disgregadas las células en solucion salina mediante el uso de
agujas de 0.9 y 0.7 mm de didmetro. Finalmente fue transferido a un filtro de nylon de
70 um. El filtrado fue centrifugado a 3500 rpm por un periodo de 10 minutos para
obtener dos fases; el sobrenadante del esputo inducido que se almacend en criotubos a
-80°C para la cuantificacion de proteinas solubles por técnica de ELISA y el precipitado
de células que fueron destinadas para la extraccion de ADN empleando el protocolo
recomendado por el proveedor del estuche comercial sputum ADN Collection,

Preservation an Isolation kit (Norgen Corporation) (anexo 5).

Cuantificacion de ADN
La cuantificacion del DNA se realizé con un micro espectrofotdmetro de absorcion de

luz ultravioleta (marca nanodrop 2000 de Thermo Fisher Scientific) a 260 nm de
longitud de onda. La contaminacion con proteinas se determind a 280 nm y se
consider6 una muestra libre de contaminantes cuando la relacion 260/280 se

encontraba entre 1.7 y 2.0. Cada muestra fue ajustada a una concentracion entre 30 y
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50 ng/pul en un volumen final de 60ul. La integridad del DNA de las muestras fue

evaluada mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

Conversién con bisulfito de sodio
Se utilizaron 500ng de DNA gendmico de cada una de las muestras para la conversion

con bisulfito de sodio, esto se realizé siguiendo el protocolo del kit EZ DNA Methylation
de (Zymo Research Corporation, Orange, CA, USA) (anexo 6); con este kit, las citocinas
no metiladas fueron convertidas a uracilo mediante deaminacion, mientras que las

citocinas metiladas permanecen sin modificacion.

Evaluacion de patrones de metilacion
Los patrones de metilacion fueron evaluados por medio de un microarreglo de

metilacion (BeadChip EPIC 850k) de epigenoma completo empleando el kit Infinium
Methylation Assay Infinium EPIC (lllumina) (anexo 7) el cual cuenta con dos sondas
especificas para cada sitio a evaluar, una de ellas esta disefiada para el locus metilado
(perlas M) y otra para el locus no metilado (perlas U). Fue seguido el protocolo
recomendado por el fabricante. La fluorescencia fue medida en el equipo iScan System

de lllumina.

Procesamiento de la muestra para determinacion de proteinas en sobrenadante
de esputo inducido.
De la etapa anterior fueron seleccionados 3 sitios CpG en genes con diferencias

estadisticamente significativas en los niveles de metilacion y que codifiquen para
proteinas extracelulares. Esto con la finalidad de poder cuantificarla en el sobrenadante
de esputo inducido. La evaluacion de las proteinas se realizé6 mediante ensayo por
inmunoabsorcion ligado a una enzima (ELISA), para esto, las muestras de
sobrenadante de esputo se descongelaron gradualmente (de -80°C a -40°C, luego a -
20°C y por ultimo a 4°C). Cada muestra se concentr6 empleando un equipo

Concentrator Plus Vacufuge (Eppendorf AG, Hamburg, Germani) hasta tener un
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volumen final de 600 pl. Las muestras fueron analizadas por triplicado y en cada ensayo

fue realizada una curva estandar por duplicado (Anexo 9, 10).

Andlisis estadistico
Las variables demogréaficas y las concentraciones de las proteinas en sobrenadante de

esputo inducido se analizaron en el ambiente Rstudio version 3.5.1, para las variables
con distribucion normal se utilizaron pruebas paramétricas, para las variables con
distribucion libre se emplearon pruebas no paramétricas. La importacion de los archivos
de datos de intensidad (IDAT) obtenidos del microarreglo, el control de calidad de los
valores de deteccion de intensidad, la eliminacion de sondas no hibridadas y los
resultados de los sitios diferencialmente metilados se analizaron mediante el ambiente
de Rstudio version 3.5.1 con los siguientes paquetes bioinformaticos de
Bioconductor.siguieno la linea de comando de Jovana Maksimovic para el andlisis de
datos de microarreglos de metilacién adaptado al microarreglo 850k*®®. Los paquetes
minfi, llluminaHumanMethylation EPICkanno.ilmn12hgl9, lllumina Human Methylation
EPICkmanifest, missMethyl, minfiData y DMRcate son especificos para analizar datos
de metilacién, mientras que RColorBrewer y Gviz fueron paquetes empleados para la
visualizacion; utilizamos limma para probar la metilacion diferencial y los paquetes
matrixStats y stringr que poseen funciones utilizadas en el flujo de trabajo. El paquete
llluminaHumanMethylationEPICkmanifest proporciona el manifiesto Illlumina como un
objeto R que se puede cargar facilmente en el entorno. El manifiesto contiene toda la
informacion de anotacion para cada una de las sondas CpG en la matriz de EPIC 850K.
Esto es util para determinar donde se ubican las sondas metiladas diferencialmente en

un contexto genomico (anexo 8).
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Para evaluar la asociacion entre las mujeres con EPOC por exposicion al humo de la
lefia vs las mujeres expuestas al humo de lefia sin EPOC vy los niveles de metilacion del
DNA de células en muestras de esputo inducido fue empleada la prueba de t de Bayes,
posteriormente se realizd una correccién por multiples pruebas para obtener los valores
de p corregidos. Se seleccionaron 3 sitios con patrones de metilacion significativos y
cuya expresion de la proteina fuera extracelular. Para el analisis de la comparaciéon de
las concentraciones proteicas entre el grupo de mujeres con EPOC por humo de lefia y

las mujeres expuestas sin EPOC se empleé la prueba U de Mann-Whitney.
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Resultados
El andlisis de metilacion de genoma completo empleando el microarreglo lllumina Bead

Chip EPIC que interroga 853,307 sitios CpG se realizd en 45 mujeres con EPOC por
exposicion a biomasa (EP-HL) y 46 mujeres expuestas al humo de lefia sin EPOC
(EXP-HL). Las mujeres con EPOC fueron mayores (mediana de 70 afios) en
comparacion con el grupo de las mujeres expuestas sin EPOC (mediana de 63 afos),
se observo que hay diferencias en cuanto a las medidas de funcion pulmonar, el grupo
de casos tuvo una mediana del cociente FEV1/FVC de 69.7% vs el grupo de controles
gue presentan un cociente FEV1/FVC de 81.55%. El indice de exposicion al humo de
lefia (IEHL) de las mujeres con EPOC fue de 398 horas al afio, esta es mayor en
comparacion al grupo control 226.8 horas/afio, aunque se observan diferencias en
indice de exposicion al humo de lefia y edad, las mujeres incluidas no presentaron

diferencias en cuanto a indice de masa corporal (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas demogrdficas y clinicas de las mujeres con EPOC por exposicion al humo de lefia y las mujeres expuestas
al humo de lefia sin EPOC.

- EP-HL EXP-HL

Variable (n=45) (n=46) p
Edad (afios) 70 (51-85) 63 (47-82) 0.0001**
Peso (kg) 59.79 (+x12.085) 57.81 (9.995) NS*
Altura (m) 1.45 (1.30-1.56) 1.45 (1.34-1.56) NS**

2
IMC (kg/m ) 28.5(18.49-43.11) 27.64 (14.89-43.16) NS**
IEHL (h/afio) 398.6 (+185.36) 226.8 (£125.5) <0.001*
FEV1 (%) 73.5 (41.8 -89) 107 (53-154) <0.001**
FEV1/FVC% 61.97 (36-69) 81.55 (70-99) <0.0001**

EP-HL: EPOC por humo de lefia, EXP-HL= expuestos a humo de lefia, IMC: indice de masa corporal,
IEHL: indice de exposicién al humo de lefia, FEV1/FVC: cociente volumen espiratorio forzado en el
primer segundo/capacidad vital forzada, p*: p-value obtenido mediante prueba t de student, p**: valor de
p obtenido mediante prueba Wilcoxon Mann-Whitney.
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Control de calidad

La integridad del material genético se evalué por medio de geles de agarosa al 1%
durante 35 minutos a 7 volts/cm (Figura 4), las muestras de DNA que no estaban

integras fueron remplazadas del estudio.
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—mmem- ’“'.'.--'-;v...';.ﬂ'.--.".'-"--;"';- L L GEL DE AGAROSA 1%
35 min. a 7 volts/cm
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Figura 4. Integridad de las muestras de ADN de muestras de esputo inducido.

Aquellas muestras que cumplieron el criterio de calidad fueron convertidas con bisulfito
de sodio para su posterior lectura en el microarreglo de metilacion con el uso del

escaner Bead Array Reader.

Los datos bioinforméticos recolectados a partir del microarreglo se evaluaron para su
control de calidad. En primer lugar, se calcularon los valores p de deteccién. Se
calcularon los valores de deteccion para cada uno de los sitios CpG en cada una de las
muestras, esto es indicativo de la calidad de deteccion de la sefal emitida por las perlas
incluidas en el microarreglo. La paqueteria de minfi en el ambiente de Rstudio se
empled para calcular los valores p de deteccion comparando la sefial total (M+U) para
cada sonda con los niveles de sefial de fondo, que se calcularon a partir de las sondas
control negativo. Los valores de p muy pequeiios fueron indicativos de buena sefial de
deteccion, por otro lado, los valores de p grandes (p>0.01) fueron indicativos de mala
sefal de deteccion, por lo tanto, mala calidad en la hibridacion de la muestra en el
microarreglo de epigenoma completo, las muestras que tuvieron muchas sondas
fallidas tuvieron valores de p de deteccion relativamente grandes (figura 5) en este paso
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todas las muestras incluidas en el estudio cumplieron con el criterio de calidad con
valores de p de deteccion <0.002 por lo tanto se consideraron todas las sefales de

deteccidn de las muestras como adecuadas para incluirlas en los siguientes analisis.

Mean detection p—values
0.0020 —
= EFP_HL
= EXP_HL

0.0015 —f
0.0010 —f

0.0005 —

0.0000 —

Figura 5. Valores de p de media de deteccion por muestra.

EP-HL: EPOC por humo de lefia, EXP-HL: expuestas al humo de lefia sin EPOC.

Normalizacion
Para minimizar la variacion dentro y entre las muestras se utilizé6 una normalizacion por

cuantiles ya que es el tipo de normalizacién recomendado cuando se estan analizando

diferentes tipos de células en las muestras de esputo inducido.

Para la presentacion de los datos de normalizacion de estas muestras se construyeron
gréficas de densidad, esta es una representacibn mucho mas compacta de los datos ya
que la informacion del canal de color se descarta y la informacion de intensidad M
(metilado) y U (sin metilar) se ha convertido en valores M y valores beta, junto con las
coordenadas gendmicas asociadas. En la figura 6 se presentan los datos antes (Raw) y

después de la normalizacion por cuantiles.
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Figura 6. Grdfico de densidad. Muestran los valores beta antes y después de la normalizacion por cuantiles.

EP-HL: EPOC por humo de lefia, EXP-HL: expuestas al humo de lefia sin EPOC.

Exploracion de datos

Se emplearon gréficas de escalamiento multidimensional (MDS) para la visualizacion de

los datos, con la finalidad de explorar las similitudes y diferencias entre las muestras. La

dimension uno (o el componente principal uno) captura la mayor fuente de variacion en

los datos, la dimensién dos muestra la segunda mayor fuente de variacion en los datos,

en la figura 7, se muestra un MDS de las muestras EPOC por exposicién al humo de

lefia (EP-HL) y expuestas a humo de leiia sin EPOC (EXP-HL), se observa claramente

gue se encontraron muestras agrupadas de casos y controles, sin embargo se puede

ver que algunas muestras, en conjunto, casos y controles formaron un grupo esto indica

que, aunque existen caracteristicas que muestran que hay diferencias entre casos y

controles, también existen similitudes entre algunas muestras de cada grupo.
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Figura 7. Grdficas de escala multidimensional (MDS).
EP-HL: EPOC por exposicion a humo de lefia, EXP-HL: expuestas al humo de lefia sin EPOC.

Se realizé un filtrado donde las sondas de bajo rendimiento se eliminaron antes del
andlisis de metilacion diferencial. Cuando la sefial de estas sondas no es confiable, al
eliminarlas no incurrimos en una penalizacion de prueba multiple reducida. Filtramos las
sondas que fallaron en una o0 mas muestras basadas en el valor de p de deteccion.
Después de este andlisis se eliminaron 14,524 sondas del total que incluye el
microarreglo. Se omitieron las sondas de las cuales se conoce que tienen SNPs
comunes en los sitios CpG y se eliminaron 28,093 sondas, el andlisis se continud con
824,219 sondas después del filtrado. Con estos datos se calcularon los valores beta y
valores M (figura 8.), con los cuales se pudieron realizar los analisis de metilacion
diferencial. Los tipos de perlas se resumen por la sefial promedio para los alelos

metilados (M) y no metilados (U), y se utilizaron para calcular el valor beta, donde:
B = Max (M.0) /Max (M,0) +Max(U,0) +100

Un valor beta de 0 equivale a un sitio CpG no metilado y un valor de beta de 1 a un sitio

CpG completamente metilado.

54



Beta values M-values

EP_HL
EXP_HL

0.20 0.25 0.30
1 ! |

Density
Density

0.15

0.10
!

0.05
|

0.00
1

0.0 0.2 0.4 0.6 08 1.0 -5 0 5

Beta values M values
Figura 8. Grdficos de densidad para valores beta y valores M.
EP-HL: EPOC por humo de lefia, EXP-HL: expuestas al humo de lefia sin EPOC.

Anélisis de sitios diferencialmente metilados.

El analisis de sondas diferencialmente metiladas (DMP) revelo 631 sitios metilados al
comparar las mujeres con EPOC por exposicion al humo de lefia EP-HL y expuestas sin
la enfermedad (EXP-HL) (p<0.05) posterior correccion por multiples pruebas; de estos,
202 sitios fueron hipometilados (log FC=-0.5) y 429 sitios hipermetilados, (log FC=0.05)
(figura 9). El grafico de Manhattan se cre6 con el paquete ggman en Rstudio donde se
puede observar que, mudltiples sitios CpG presentan un valor estadisticamente

significativo (p=0.05 x 107°) en diferentes cromosomas (figura 9).

55



+ CORIBMTIC

P o CQ13450309 » CgRdanEzE o COUSE40045 cguaT2E004
carizeems . ©g14307337
* . cg1204234cg13131361 . cgoosi7esn . cquefFEL 1 T
., cgooa 2 L L CQ17385304 o €22 . €g14432712 cq‘oazsnz\
- cqTgEdhicee et Legieairios e coURMsEgs S e 5
. coUa315E34 . cozeeza1zs * SO R ez snaT ? cg:mm?e ¥ 5 cgu’f%ﬂ :

—logso(p)

Chromosome

Figura 9. Manhattan plot de sitios CpG diferencialmente metilados en EP-HL y EXP-HL.
cg: sitio CpG, x: cromosoma X, y: cromosoma Y, linea azul: valor de p= 0.00005, linea roja: valor de
p=0.0000005.

De manera similar, la grafica de volcan se gener6 usando la funcion de geom_point en el
paquete ggplot en Rstudio, para observar los sitios CpG mas representativos (Figura. 10),
resaltando los sitios CpG con valor de p estadisticamente significativo y el estado de metilacion

(hipermetilado e hipermetilado) (puntos de color rojo).
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Figura 10. Volcano plot del andlisis de metilacion diferencial en mujeres con EPOC por humo de lefia y expuestos a humo de lefia
sin EPOC.EP-HL: EPOC por exposicion a humo de lefia, EXP-HL: expuestos a humo de lefia sin EPOC, CpG: Sitio CpG.
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En la tabla 5 y figura 11 se presentan los 5 sitios CpG (cg25354716, cg04458285,
cg09840645, cg03726004, cg13486309) con las diferencias significativas menores en el
analisis de pruebas diferencialmente metiladas, por otro lado, en la figura 10 se
observan las graficas individuales para el top 5 de los principales sitios diferencialmente

metilados comparando los valores beta entre el grupo EP-HL y EXP-HL.

Tabla 5. Top 5 de los sitios CpG diferencialmente metilados por andlisis de epigenoma completo.

€g25354716 12 Open Sea GNPTAB Body 0.361 2.50E-09 0.0015
€g04458285 4 Island MSANTD1 TSS200 0.510 7.46E-09 0.0015
cg09840645 17 Shore RPL27 TSS1500 0.297 7.91E-09 0.0015
€cg03726004 20 Open Sea C200rf203 3'UTR 0.390 8.66E-09 0.0015
€g13486309 1 Island 5772385 - 0.304 9.51E-09 0.0015

cg: sitio CpG, Chr: Cromosoma, TSS: sitio de inicio de transcripcion, logFC: veces de cambio en escala
logaritmica, *p: valor de p sin corregir, **p: valor de p corregido por multiples pruebas.
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Figura 11. Top 5 de los sitios CpG diferencialmente metilados por andlisis de epigenoma completo.
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Cuantificacion de proteinas en sobrenadante de esputo inducido.
A partir del analisis de los 631sitios metilados diferencialmente, se seleccionaron genes

de importancia biolégica que pudieran participar en la patogénesis de la EPOC y cuyo
producto proteico pudiese ser medido en el sobrenadante de esputo inducido (proteina
extracelular), los 3 sitios CpG seleccionados fueron: c¢g26508775, cg08450425,
cg09676860 (tabla 6). Estos sitios se encontraron en los genes FMOD, EDN1 y PTEN
respectivamente. La cuantificacion de las proteinas solubles en el sobrenadante de
esputo inducido se realizdé entonces para fiboromodulina, endotelina-1 y fosfatidilinositol-
3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa del sobrenadante de 20 muestras de cada uno de los

grupos de estudio por el método de ELISA.

Al cuantificar la concentracion de proteinas solubles en el sobrenadante de esputo no
se encontro diferencia estadisticamente significativa para las proteinas fiboromodulina y
fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa, sin embargo, endotelina-1 se encuentrd
disminuida en las mujeres con EPOC secundaria a exposicion al humo de lefia 125.05
pg/ml (98.32-194.94) en comparaciéon con las mujeres expuestas al humo de lefia sin
EPOC 169.33 pg/ml (118.33-264.704, p=0.00054) y esto esta relacionado directamente

con el estado de metilacion del sitio CpG evaluado en el respectivo gen (Figura 12).

Tabla 6. Sitios metilados diferencialmente en genes evaluados en esputo inducido.

Sitio CpG Chr Relaciiés?acon la Gen Localéz;cﬁr;tdai%cnuerdo logFC *0 -
€g26508775 1 Open Sea FMOD TSS1500 0.518 7.38E-07 0.0127
€g08450425 6 Open Sea EDN1 3'UTR 0.254 2.56E-05 0.044
€g09676860 10 Island PTEN TSS1500 0.302 2.57E-05 0.044

cg: sitio CpG, Chr: Cromosoma, TSS: sitio de inicio de transcripcion, logFC: veces de cambio en escala
logaritmica, *p: valor de p sin corregir, **p: valor de p corregido por multiples pruebas.
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figura 12. Cuantificacion de proteinas solubles en sobrenadante de esputo inducido.

a) Metilacion del sitio CpG26508775 en el gen FMOD (Fibromodulina) y concentraciones de la proteina,
b) Metilacién del sitio CpG09676860 en el gen PTEN (fosfatasa y homologa de tensina) y
concentraciones de la proteina, ¢) Metilacion del sitio CpG08450425 en el gen END1 (Endotelina 1) y
concentraciones de la proteina. EP-HL: EPOC por exposicién a humo de lefia, EXP-HL: expuestos a
humo de lefia sin EPOC, *p= valor de p con prueba de T de bayes, **p= valor de p con prueba de

Wilcoxon Mann-Whitney.
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Discusién
Realizamos un EWAS para investigar el estado de metilacion de 45 mujeres mexicanas

con EPOC por exposicion al humo de lefia y 46 mujeres expuestas al humo de lefia sin
la enfermedad e identificamos 625 sitios CpG diferencialmente metilados posterior
correccion por multiples pruebas. Dentro de estos hallazgos, existen genes de
importancia biologica con sitios CpG diferencialmente metilados, un sitio CpG
(cg12042864) en el gen FOXP1 que se encuentrd hipermetilado en las mujeres con
EPOC en comparacion con las mujeres sin EPOC, este gen es un represor
transcripcional, actia en conjunto con FOXP4 para regular el destino y la regeneracion
de las células epiteliales secretoras de pulmén mediante la restriccion del programa de
linaje de células caliciformes, reprime la transcripcion de varios genes pro-apoptoticos y
participa en la sefalizacion de NF-kappa B para promover la expansion de las células B
mediante la inhibicién de apoptosis dependiente de caspasas **; se sabe que FOXP1
se une a los elementos del promotor CSF1R y participa en la regulacion de la
diferenciacioén de los monocitos y las funciones de los macréfagos ***, la hipermetilacién
de este gen podria estar participando en la expresion aberrante de la proteina FOXP1 y
evitando la regeneracion de células epiteliales en el pulmén de las mujeres con EPOC
por humo de lefia. Por otro lado, el sitio cg12214908 en el gen ALOX5 (araquidonato 5-
lipooxigenasa), cuya funcién es la transformacién de acidos grasos en leucotrienos y
desempefia una funcién esencial en los procesos inflamatorios, se encuentra
hipermetilado en las mujeres con EPOC. En un estudio de epigenoma completo
previamente se habia reportado que, aquellos pacientes con EPOC por humo de
cigarro, con una buena respuesta al tratamiento con corticosteroides, tuvieron
diferentes niveles de metilacion de la sonda cg26848724 (p=7.45X10"") en ALOX5AP

(proteina activadora de la 5-lipooxigenasa) *’.
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Se ha encontrado que los inhibidores de la proteina activadora de la 5-lipooxigenasa
(ALOX5AP) son utiles en el tratamiento de enfermedades inflamatorias, incluida la
EPOC '*. En este estudio el sitio cg12214908 en ALOX5 se observo con menor grado
de metilacion en las mujeres que aun utilizaban lefia para cocinar, esto sugiere que la
participacion de ALOX5 podria ser en exposicion temprana y antes del desarrollo de la
EPOC propiciando la inflamacion pulmonar. ALOX5AP y ALOX5 son objetivos
farmacoldgicos para bloquear la produccion de leucotrienos sugiriéndolos como buenos

candidatos para el estudio de la eficacia del tratamiento en la EPOC **'.

Entre otros sitios CpG destacados en EPOC por exposicion al humo de lefia es el
ubicado en GSTO2 (cg16455757), gen asociado con el metabolismo de xenobioticos; la
proteina codificada es una Glutation S-transferasa de clase omega. Este sitio se
encontré hipermetilado en las mujeres con EPOC, suponemos que esto puede impedir

que se exprese el gen, reduciendo la eficacia del metabolismo de los xenobidticos.

La familia de proteinas de glutation est4 implicada en el metabolismo de xenobiéticos y
carcinégenos, tiene alta actividad de dehidroascorbato reductasa y puede contribuir al
reciclaje del &cido ascorbico. Participa en la biotransformacion del arsénico inorganico y
reduce el &cido monometilarsonico (MMA) . Los genes de la familia de Glutation S-
transferasa son de gran interés debido a su funcion en el metabolismo de xenobidticos,
como aquellos que se encuentran en el humo proveniente de la combustion de lefia. En
el 2007 un estudio realizado en una cohorte con sujetos homocigotos con una delecion
en el gen GSTT1 solo o en combinaciéon con una delecién homocigota en GSTM1 se
asocio con un descenso excesivo del valor de FEV1 en hombres, pero no en mujeres,
atribuyendo este hallazgo a que la obstruccion del flujo de aire estaba asociada con la

presencia de lesion epitelial pre invasiva de alto grado en hombres, ademas se
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encontré que las mujeres en comparacion con los hombres exhibian un aumento de la
capacidad antioxidante sistémica, como mayores niveles de glutation en la sangre,
mayor actividad de la glutation peroxidasa y menos dafio al ADN debido al estrés
oxidativo a una edad avanzada, sugiriendo que el receptor de estrébgeno esta
involucrado en la regulacion al alza de los genes defensivos del estrés oxidativo,
incluido el GSTP1, lo que apoya la idea de que existen mecanismos especificos del
sexo en la respuesta de defensa al estrés oxidativo, independientemente del estado de
fumador **. La disminucién anual media adicional del FEV1 en hombres con delecién
en GSTT1 y en GSTM1 fue de -8,3 ml/afio en relaciobn con los hombres que no

presentaban estas deleciones **'.

Posteriormente, mediante un microarreglo de
genotipificacion en poblacion caucésica se reportd que GSTO2 se asocia a la presencia
de EPOC (p=0.003), asi como a la presencia de cancer de pulmén (p=0.001) por
exposicion al humo de cigarro, debido a que la Glutation S-transferasa Omega 2 es una
enzima que cataliza la conjugacion del glutation con sustratos electrofilicos, variaciones
en la expresion de GSTO?2 podrian afectar la actividad catalitica en la biotransformacion

del arsénico, este contaminante se ha encontrado en PM2.5 %,

El gen PTEN codifica para una proteina que regula la sefalizacién de supervivencia
celular; esta es una proteina supresora de tumores que se expresa cuando existen
sefalizaciones de dafio bloqueando la supervivencia de la célula mediante p53, este
actua como regulador negativo de PI3K (fosfatidilinositol- 3-kinasa), PTEN desfosforila
el fosfatidilinositol-3,4,5-fosfato (PIP3) en fosfatidilinositol-4,5-fosfato (PIP2), inhibiendo
el proceso de activacion de Akt e inactivando p53. El sitio CpG (cg09676860) en PTEN
se encontr0 hipermetilado en las mujeres con EPOC por humo de lefa, el
silenciamiento de este podria participar en procesos donde existe alteracion en el ciclo

celular, promoviendo la presencia de células cancerigenas,
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En estudios previos, se ha reportado que, el estrés oxidativo inhibe los niveles de la
proteina PTEN en pacientes con EPOC por exposicion al humo de cigarro lo cual
ocasiona activacion persistente de la via PI3K/Akt y la subsecuente liberacion de
mediadores proinflamatorios. Esto puede explicar parcialmente la progresion de la
EPOC incluso después de dejar de fumar; suponemos que esto mismo puede estar
sucediendo en EPOC secundaria a exposicion a quema de lefia. La activacion de la
sefalizacion de PI3K como resultado de la disminucion de la expresion de PTEN podria
ser importante en la resistencia a los corticosteroides y el envejecimiento celular
acelerado, asi como en el aumento del riesgo de cancer de pulmén en la EPOC **. La
actividad antiinflamatoria de PTEN podria ser un posible objetivo terapéutico en el
futuro para prevenir la progresién de la EPOC **°. Aunque en nuestro estudio, el estado
de metilacibn no presentd relacion con la cuantificacion de la proteina en el
sobrenadante de esputo inducido, este gen es de gran importancia y se deben realizar
otros estudios que nos ayuden a explicar la participacion de la metilacion del gen PTEN

en EPOC por exposicion al humo de lefia.

El gen FMOD codifica para la proteina fioromodulina, esta pertenece a la familia de
pequefios proteoglicanos ricos en leucina (SLRPs), participa en mecanismos como el
ensamblaje de las fibras de coldgeno de la matriz extracelular, tiene accion moduladora
de la actividad de TGF-B, es un estimulador de crecimiento de células endoteliales y
participa en la respuesta inflamatoria a través de la via clasica del complemento **°. En
nuestro estudio encontramos que el sitio CpG (cg26508775), cercano al sitio de inicio
de la transcripcién del gen FMOD se encuentra hipermetilado en mujeres con EPOC
por humo de lefia (p=0.0127) en comparacion con las mujeres expuestas a humo de

lefia sin la enfermedad, la metilacion de este sitio CpG puede reducir la expresion del
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gen FMOD y de esta manera promover las infecciones por diferentes microrganismos

como Moraxella catarralis y las exacerbaciones bacterianas frecuentes en EPOC**,

Existen reportes sobre algunos proteoglicanos cortos ricos en leucina (SLRPs), entre
ellos la fiboromodulina, que tienen actividad antibacteriana. Moraxella catarralis es un
comensal humano especifico, sin embargo, frecuentemente causa otitis media aguda
en niflos y estimula las exacerbaciones agudas en pacientes con EPOC. Esta bacteria
evade el sistema inmunolégico del huésped adquiriendo en su superficie inhibidores del
complemento, como la proteina de union a C4b (C4BP), la fiboromodulina (FMOD), la
osteoadherina (OSAD) y la biglicina (BGN) e inhiben competitivamente la unién de
C4BP a la superficie de M. catarrhalis, permitiendo la formacién del complejo de ataque

a la membrana y la destruccién de la bacteria por el sistema del complemento®*.

Entre nuestros hallazgos, encontramos un sitio CpG (8cg08450425) diferencialmente
metilado en el gen END1 que codifica para una proteina que participa en el mecanismo
de vasoconstriccidn; este sitio se encontrd hipermetilado en las mujeres con EPOC por
exposicion al humo de lefia y la cuantificacibn de la respectiva proteina en el
sobrenadante de esputo fue menor en comparacién con el grupo de mujeres expuestas
al humo de lefia sin EPOC, estos resultados concuerdan con el estado de metilacion del
DNA. La endotelina-1 se expresa en las células endoteliales, en las células del musculo
liso vascular y en otras células del epitelio bronquial. La literatura reporta que, las
células epiteliales bronquiales de los pacientes asmaticos presentan mayor expresion
de esta proteina **°; también se ha encontrado elevada en las vias respiratorias de los
pacientes con asma y se ha demostrado que estimula la secrecién de moco, el edema
de las vias respiratorias, la mitogénesis del musculo liso y la hipersensibilidad

|l4l

bronquia Se ha propuesto que tiene un efecto proinflamatorio en las vias
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respiratorias ya que es un quimioatrayente y un regulador positivo de otros mediadores
inflamatorios como las interleucinas IL-6 e IL-8 **!. Esto hace de endotelina 1 sea un

gen importante en el desarrollo de EPOC secundaria a la exposicion de quema de lefia.

Los patrones de metilacion diferencial presentes en las mujeres con EPOC por
exposicién al humo de quema de lefia, se encuentran en diversos genes entre nuestros
hallazgos encontramos aquellos asociados con el remodelamiento de tejido pulmonar
(FOXP1, FAM98A), sistema inmunologico (ALOX5, IL19), genes supresores de tumores
(PTEN), remodelamiento epitelial (FMOD, ADAMTS12, EDN1), produccion de moco
(MUC19) y metabolismo de xenobioticos (GSTO2). De esta manera se pueden explorar
nuevas vias y tener blancos terapéuticos que puedan modificar el acceso de los
factores de transcripcion al sitio de inicio de la transcripcion, permitiendo la expresion
de genes importantes en la regeneracion pulmonar o bien, regular la expresion de
genes anti-inflamatorios, asi como genes antioxidantes que contraresten el estrés
oxidativo a causa de los contaminantes presentes en el humo de la lefia. Por otra parte,
un proximo analisis es estratificar por estadios GOLD de la enfermedad e identificar los
sitios metilados diferencialmente segun la gravedad de la patologia, ayudando a tener

mejores tratamientos de manera personalizada segun el estadio de la enfermedad.

Entre las principales fortalezas del estudio se encuentra que es el primer EWAS
realizado en EPOC secundaria a la combustion de lefia en muestras de esputo inducido
el cual se compone basicamente de células que reflejan lo que sucede a nivel
bronquial. Si bien este trabajo es uno de los primeros estudios en probar un gran panel
de sitios CpG en EPOC, presenta algunas limitaciones; una de ellas es que, la medicion
acumulativa de exposicion al humo de lefia (indice de exposicion al humo de lefia) es

una medida auto referida por las participantes y de esta manera se puede subestimar la
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verdadera exposicion a los contaminantes. Otra limitante del estudio es que, aunque la
muestra de esputo inducido es representativa de la via aérea, la contaminacion por
células epiteliales de la boca es un importante factor que puede interferir en el estudio,
por lo tanto, es necesario hacer una correccion por la celularidad presente en las
muestras y en la etapa de validacion, solo pudimos medir proteinas extracelulares

presentes en el sobrenadante del esputo inducido.
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Conclusiones

Existe afectacion en los niveles de metilacibn en genes que codifican para
factores de transcripcion, proteinas involucradas en el remodelamiento pulmonar,
sistema inmune, producciéon de moco y metabolismo de xenobibticos en
pacientes con EPOC secundaria a humo de lefia en muestras de esputo
inducido.

A pesar de que la exposicion al humo de cigarro y al humo de lefia son los
principales factores de riesgo para el desarrollo de EPOC, los genes con sitios
CpG con metilacién diferencial difiere entre estos. No se encontré concordancia
entre la metilacion diferencial y la concentracion PTEN y FMOD en sobrenadante
de esputo inducido.

El estado de metilacion de endotelina-1 se encuentra en relacion con la
concentracion de la proteina en sobrenadante de esputo inducido al comparar
mujeres con EPOC por exposicién al humo de lefia y mujeres expuestas a humo
de lefia sin la enfermedad.

Identificamos sitios diferencialmente metilados en genes especificos que estan
implicados en los mecanismos moleculares subyacentes a la patogénesis de la
EPOC por exposicion al humo de lefia, lo cual ayudara a identificar nuevas vias
fisiopatologicas que participen directamente en el desarrollo de la enfermedad y
pueden representar nuevas dianas terapéuticas para el tratamiento de la

enfermedad.
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Anexos
Anexo 1. Carta de consentimiento informado.

SALUD | Instituto Nucional de Enfermedades Respiratorias $
TR - Ismacl Cosin Villegas INER
Cludad de Méxkoa __ de 200

Protocolo: Identificacion de patrones de metilacion asociados a EPOC secundaria a exposicion
2 hamao de lefia v afectacion de los niveles de expresion en regiones gendmicas metiladas
identificadas

Descripeidn del protocolo

El objetivo gemeral del presente progocolo ¢! ddentificar parroncs de metilncsdn en genes que participan en ¢
desarollo de EPOC por bumo de defia y evaluar si ln metilacidn afectn la expeesiin del gen identificado. La
informacion generads en el presente protocole dard a conccer genes afectados en pacientes <on EPOC
secandania n humo de lea. Todas las muestras serkn manejadas con claves alfa numéricas, con la finalidad de
resguardar la infoomacion de cada participante.

Procedimiento de participacion en o protocolo

Coewsiste de tres partes

Primera; Toma de una meestra de 14 ml, de sangre ebtenida por puncica en & vena del antebrazo; & cual
serd utilizadn para ka extraccion de suero, plasma y RNA.

Sepuada: Se realizard una nebolizacidn con solucidn salima esiéril al ™4, con Ia finalidad de obtener una
muestra de “flema” producida por la tos ariginada por la solucide. La muestra de flema sera wtilizada parn la
extraccion de ADN

Tercera: Recolieccion de dasos en wn fomato escrito, en doade le salicitamoes respoecder un coestiosario con
informacitn nocerca de sas amtecedentes médicos, estado de salud, residencia actual y previa d¢ hasta 2
generaciones anterlores a usted,

Riesgos prabables

En la toea de muestra sanguinea puede sentir molestia a la puncion con la agujs, un ligero saagrado, v en
ocasiones puede haber 1a apariciin de un moretin, La muestra de sasgre see tomada por persoasl capacitado
pars tal fin, lo gue disminuye estos riesgos probables. Adicionalmente existe disponsbilidad de tratamiento
meédico pam el peocedimiento de toma de muestra ¢ mdemnizacion a que legalmente tendrin derecho, por
parte de 1 institucica, en ¢l caso de dados que la mmeriten, deectamente causados por la vesopuncitn, en
caso presentarse gastos adicionales, éstos serin absarbidos por el presupuesto de B investigacion. Los riesgos
probubles en i obtencsdn de la lema son minimos, como seerecion nasal v 108 pasajera; &sth muestra ¢s
obtenida por personal capacitado en esta téenico & cual no es invasiva. Ambas procedimientas NO ponen en
riesgo su vida En caso de duda médica, contactar u Dra. Alejandra Ramires-Venegas extension 5166.

Aceptacion de participacion en ¢l protocolo

Al acepaar participar ¢o ¢l presenie protocolo, despudés de hater leido v pensado sa decissdn, usted st
coafinmando Ins siguientes aseveracicacs

Acepto de manera veluntariadonar esta maestra de spngre v flemn parn obtencidn de ADNpara todos los
estudios que comesponden a este protocok y recibiré una copia de este formato para mi registro persomal,
Entiendo que de fa mocstra de sangre ¥ de Memas e extraerd ¢l material penético para realizar estudios
afectacion de Ia expresin de genes; ademds se me ha eaplicado gue las muestras serdn almacenadas de
manera segura ¥ en condiciones Gptimas para su presecvacion en un area especial dentro del laboratorio de
HLA del INER. Todas las meestras obtenidas y mis dotos serin manejados con claves de idemificacion, es
decir, se asignard una clave alfa-numérica coo In Nnalidad de resguardar mi infonnacsin personal,
posterionmente, mi muestra y datos no serdn manejados con mi nombre,

Pag.Sdel
Ideatificacion de patrones de metilacidn asociados a EPOC secundra & exposicion & humo de lefia v afectasion de fos
niveles de expresiin en regnes geadmicas metiladss identificadas
Tevestigadon nesponssbio &l proyecto: Dra. en C. Gloria Péres-Rubio ext. 5152
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SALUD | Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias

Ismacl Cosio Villegas iNER

Se me ha explacado sobee lns wplicach goe poado llegar a p ar consecuencia de la puncidn v
en la oblencicm de Plema. Estoy satisfecho com Iz imfoamackim que se me ha proparcionado ¥ mis preguntss
han sido conestndas smisfactotiamente. He deklo v me han explicado clarnmente en gue consiste esta forma
<o comsentimiento informado coa respecto al uso de mi muestm de sangre y de flema ¢n ¢ presente protocodo
de investgacidn Entiendo mis derechos v reguerimientos y sé gue por lo tanto, si decido no participar, %o
puedo bacer sen mecesidad de justificar mi decision ¥ sin que por este MOVO 5¢ ves alierado mi tralo como
pacienic. Enticndo gue estos estudios son realizados con fines de investigacidn y no ofrecen mejoria en mi
tracamiento, de- agual forma entiend o gue 50 me serdm entregados resultados.

Estoy de acuendo que mi identidad permanecerd andnima en caso de que mi historial médico sea revisado por
PETSONAS Ajenas 8 o310 estudios de imvestigacicn Entiendo que al firmar esta forma de conscntimiento no
estoy cediend ninguno de mis derechos fegalkes, también entiendo gue saula ¢n ¢ste consentimiento indenia
cambiar ningura Jey aplicable en relacidn a los consentimientos informados.

De igunl mancra, al donse mi maestrs de sangre v de flema. se obtendrd ADN, estas muestras guedardn
almacenadas en el laboratorio HLA del INER ¥ podrin ser usadas pam otras estodios relacionados a
enfermadades respiratorias y/'o como control de referencia (creacién de un bance de muestras).Si No___

Nombre del participente Firma Fecha (DiaMes/Aho)
Nombre del Testigo 1/Relacion o Parentesco Firma Fecha (Dia/Mes/Afio)
Nombre del Tesugo 2/Relacion o Parentesco Firma Fecha (Dia/Mes/Afio)

Compromise del Investigandor:

Cenifico que de acuerdo a lo mejor de mis conccimientos, <l paciente (o su representante legal) que fimmd
este consentimienta recibéd una explicacion clara, completa v detalladn de 183 INVESHIGMIONES Que ¢
realizaran con su muestra de sangre y de flema y ha tenido oportunidad de preguntar libremente cuakquier

duda resp ala leza, ricsgos v benelicios de su participacion on este protocolo de investigaciim, asi
como una copia del presente consentimiento informado.

Este R o imiento mfc do cumple con los incamientos establecados en e reglamento de Ia
Ley General de Salud en materia de Investigacidn para la salud Todos las pios pl dos en la
decharscsim de Helsinki se ban camplido.

Investigador respensable del proyecto: M. en C/Draen © Sello de mworizacion Comité de Etica en
Ghoria Pérez-Rubio. Cootacta: Labocatorio de HLA, Investigacion, INER;

5487 1700 ext. 5152; Para preguntas, dodas ¥

refacicoados & su panicipacidn con ka Dra. Rocio Chapela M.
Presidenta de! Comité de Frica en Investigacion

del INER: 5487 1700 ext. 5254

Firma dela Investigador:

Fecha (Dia™Mas/ANo):

Identificacion de patrones de metslacion asociados a EPOC secundana &
niveles de expresion en regiones genomicas metiladas idemificadas.
Investgadora responsable del proyecto: Dra. en C. Gloria Pérex-Rubio ext. 152

¥ nan de kefia v alk in e los
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Anexo 2. Carta de aceptacion del proyecto por el comité de bioseguridad.

INSTITUTO NACIONAL
DEENFERMEDADES
RESPIRATORIAS
ISMAKL COSIO VILLEGAS
l N ER COMITE DE BIOSEGURIDAD

AR del Carennano de i Prosiaigaciin de s Conssausen Poético 6 bs Evides Urkdos Mestcana®

SALUD ’

SICAATAKIL 1 Su vy

Ciudad de México, 8 23 jJunko de 2017
DUCBPU21M7

Estimada: Dra. en C. Gloria Pérez Rubio
Asunto: Dictamen del Comit de Bioseguridad

APROBADO

Titulo gel pretocelo: “Identificacion de patrones de metilacion asociadoes a EPOC secundaria 8
exposicion a humo de leda y afectacién de los nveles de expresién en regiones gandmicas
metiladas identficadas”

FOLIO: 2117

 Le infoomamos que su proyecto ha sido evaluado por este Comié y se ha enconirade gue
cumple con los requerimientos basicos para llevarse a cabg de manera segura en sus
instalacionas.

Es fundamental que duranta el desarralio de este proyecto, e de puntual cumplimianto & ko
estipuado en o Reglamentc de |a Ley General de Salud en Matera de Investigacion pers la
Salud Titulo Cuarto Capitulo |. La disposicitn final de los RPBI y CRETIS procadentes de las
técnicas Wtiizadas en el provecto deberd realizacse de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
NOM-087-ECOL- SSA-1-2002, Proseccidn Ambiental. Salud Ambsartal, Resicuos Peligrosos
Biolégica Infecciosos-Clasifcacidn  y especificacion de mane, que S8 generan en
establecimientos que presentan atencidn madica, coortinado para su efecto por la SEMARNAT,

Atentamente,

-
q = -
Enrique Sevilla , PhD.
Presidente del Comité.de Bioseguricad
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias lsmael Coslo Vilegas
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Anexo 3. Kit de extraccion de DNA Sputum DNA Collection, Preservation and Isolation
de Norgene Biotek Corp
Contenido y caracteristicas del kit de extraccién Sputum DNA Collection, Preservation

and Isolation:

1) Sputum DNA Preservative
2) Sputum Liquefier

3) Proteinasa K

La solucion Sputum DNA Preservative es un buffer disefiado para la rapida lisis celular
y subsecuente preservacion del DNA a partir de muestras en fresco. Este buffer
previene el crecimiento de bacterias grampositivas y gramnegativas, asi como hongos,
también inactiva virus impidiendo la contaminacion de las muestras haciendo su
traslado mas seguro. Adicionalmente el buffer elimina la necesidad de procesar
inmediatamente o congelar las muestras. Los componentes del buffer permiten
almacenar las muestras a temperatura ambiente por mas de 2 afos sin pérdida

considerable de DNA.

Extraccion de DNA a partir de células de esputo inducido

1.- Las células se coloca en la solucion preservadora de DNA de esputo y se almacena

a temperatura ambiente hasta su procesamiento.

2.- Incubar la muestra en bafio maria junto con la solucion preservadora en el tubo

colector a 56°C por 1 hora.

3.- Utilizando un agitador, mezclar la muestra con la solucién preservadora procurando

gue la muestra se encuentre lo mas homogénea posible.

4.- Transferir 500l del esputo preservado a un tubo eppendorff de 2mL.
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5.- Adicionar 500pul del buffer Sputum Liquefier al tubo eppendorff, mezclar por inversion
con la muestra preservada por algunos segundos. Para asegurar la homogenizacion de

la muestra, colocar en bafio maria a 56°C de 30 minutos a 1 hora.

6.- Adicionar 10pl de proteinasa K (agitar la proteinasa K antes de usar), mezclar en

agitador magnético por 20 segundos e incubar la muestra a bafio maria por 1 hora.

7.- Adicionar 1mL de isopropanol a la muestra. Mezclar por inversion.

8.- Centrifugar a temperatura ambiente por 5 minutos a 14,000 xg.

9.- Remover y descartar cuidadosamente el sobrenadante, procurando no desechar el

pellet de DNA. Colocar el tubo boca abajo para remover el residuo de isopropanol.

10.- Con mucho cuidado adicionar 500ul de etanol al 70%. Disgregar el pellet de ADN

por 1 minuto.

11.- Centrifugar a temperatura ambiente por 2 minutos 4,000 xg; con precaucion

remover y descartar el etanol sin remover el pellet.

12.- Colocar el tubo abierto boca abajo en papel absorbente por un periodo de 10 a 15

minutos para remover el exceso de etanol al 70% y secar al aire el pellet de DNA.

13.- Adicionar 100ul de TE buffer. Agitar por 1 minuto e incubar a bafio maria a 56°C

por 1 hora con la finalidad de rehidratar el pellet.

14.- Centrifugar el tubo a 14,000 xg por 130 segundos, para que cualquier material

insoluble se posicione en el fondo del tubo.

15.- Transferir el sobrenadante a un tubo limpio procurando no disgregar el pellet.
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16.- ElI material genético purificado puede ser almacenado a 4°C por 2 meses. Es
recomendable que las muestras sean almacenadas a -20°C para periodos mas largos

de almacenamiento.
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Anexo 4. Kit de conversion con bisulfito de sodio: EZ DNA Methylation kit de Zymo
Research.
Contenido del Kkit:

e Reactivo de conversion CT.
e Buffer de dilucion M.

e Buffer de union M.

e Buffer de lavado M.

e Buffer de desulfonacion M.

e Buffer de elucion.

e Columnas Zymo-Spin™ IC.

e Tubos colectores.

El kit EZ DNA Methylation emplea un procedimiento simplificado para la conversién del
DNA con bisulfito de sodio. Se basa en 3 reacciones entre las citosinas y el bisulfito de
sodio, en este proceso las citosinas son convertidas a uracilo. El uso de columnas

elimina cualquier formacién de precipitados en la muestra.

Especificaciones

DNA problema: muestras que contengan 500 pg/uL de DNA, para mejores resultados

la cantidad de DNA debe estar entre 200 y 500 ng.

Eficiencia de conversién: >99%de los residuos de citosina no metilados son

convertidos a uracilos; >99% de las citosinas metiladas no sufren ningn cambio.

Cobertura del DNA:>80%.

Protocolo
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. Colocar 5 pl del buffer de dilucién a la muestra de DNA y ajustar a un volumen
total de 50 pl con agua grado biologia molecular. Mezclar la muestra con la
pipeta.

. Ejemplo: para 14 pl de DNA adicionar 5 pl del buffer de dilucion-M y 31 ul de

agua grado biologia molecular.

. Incubar la muestra a 37°C durante 15 minutos.

. Después de la incubacion, adicionar 100 pl del reactivo de conversion CT a cada
muestra y mezclar.

. Incubar la muestra en obscuridad a 50°C por 12-16 horas.

. Incubar las muestras entre 0-4°C (hielo) por 10 minutos, las muestras se pueden
mantener a 4°C hasta por 20 horas.

. Adicionar 400 pl del buffer de union-M en una columna Zymo-Spin™ y colocarlo
en el tubo colector.

. Cargar la muestra (paso 5) en la columna que contiene el buffer de unién-M.
cerrar la tapa y mezclar por inversion varias veces. Zymo-Spin™.

. Centrifugar a maxima velocidad (210,000 xg) por 30 segundos. Descartar el flujo

continuo.

10. Adicionar 100 pl de M-Wash-Buffer a la columna. Centrifugar a maxima velocidad

por 30 segundos.

11.Adicionar 200 ul de M-Desulphonation Buffer a la columna y dejar reposar a

temperatura ambiente (20-30°C) durante 15-20 minutos. Después de la

incubacion, centrifugar a maxima velocidad durante 30 segundos.

12. Adicionar 200 pl de M-Wash-Buffer a la columna. Centrifugar a maxima velocidad

por 30 segundos. Adicionar otros 200 pl de M-Wash-Buffer y centrifugar 30

segundos mas a toda velocidad.
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13.Colocar la columna en un tubo de 1.5 ml. Adicionar 10 ul de M-Elution-Buffer
directamente a la matriz de la columna. Centrifugar a maxima velocidad para

eluir el DNA.

El DNA queda listo para su andlisis inmediato o se puede almacenar a temperaturas
menores a -20°C para evitar degradacion. Para almacenamiento a largo plazo
colocarlo a -70°C. Se recomienda el uso de 1-4 pl del eluido para cada PCR, no

obstante, se puede usar 10 pl del eluido si es necesario.

P
NH, aso 1 NH.
Sulfonacion -
N=" | HSO, I
-
C};\N Reactivo de o ﬂ SO,
H conversian 5 G-dihidroxicitosina-6-sulfonato
citosina
i1|{.‘l
Paso 2
rr Deaminacion
Paso 3 Hidrolitica
o Desulfonacién Alcalina O
Buffer de desulfonacion
HN HN
g\ I f }\ =
O N .2 O N SO,
H SO'HO OH H
Uracilo &, 6-dihidroxiuracil-6-sulfonato

Figura 13. Conversion con bisulfito de sodio. Modificado de Zymo Research Corp., CA, USA.
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Anexo 5. Guia para el protocolo de metilacién, ensayo Infinium EPIC 850k de lllumina.

llumina

Infinium® HD Assay
Methylation Protocol Guide

For Rasearch Use Only. Not for usa in dagnosiic procedres.

ILLUMNA PROPFIETARY
Mutirial ¢ 20002158
Docurnent » 15019519 o9
Noverrdse 2015
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Anexo 6. Script empleado en el analisis de datos provenientes del microarreglo
##methylation analysis EPIC - 850k##
source("http://bioconductor.org/biocLite.R")
biocLite()
biocLite(c("limma","minfi","llluminaHumanMethylationEPICanno.ilm10b4.hg19","llluminaHuman
MethylationEPICmanifest"))
library(limma)
library(minfi)
library(llluminaHumanMethylationEPICanno.iim10b4.hg19)
library(llluminaHumanMethylationEPICmanifest)
library(ggplot2)
library(RColorBrewer)
library(missMethyl)
library(matrixStats)
library(minfiData)
library(Gviz)
library(DMRcate)
library(stringr)
library(wateRmelon)
## get the 450k annotation data##
annEPIC850k = getAnnotation(llluminaHumanMethylationEPICanno.ilm10b4.hg19)
head(annEPIC850k)
##si lo vas a hacer en rstudio fijar el directorio donde tienes los datos
## read in the sample sheet for the experiment
targets<-read.csv("muestras_methylation_SGC_conexclucion.csv", header=T)
targets
## read in the raw data from the IDAT files
rgSet <- read.metharray.exp(targets=targets)
rgSet
## give the samples meaningful names
targets$ID = paste(targets$Sample_Name.1,targets$Sample_Name,sep=".")
sampleNames(rgSet) = targets$ID
rgSet
## calculate the detection P-values
detP = detectionP(rgSet)
head(detP)
###Quality control
pal = brewer.pal(8,"Dark2")
pdf("pvalues_methylation.pdf")
par(mfrow=c(1,1))
barplot(colMeans(detP),las=2,cex.names=0.4, col=pal[factor(targets$Sample_Label)],
main="Mean detection p-values")
abline(h=0.01,col="red")
legend("topright",legend=levels(factor(targets$Sample_Group)),cex=0.8, fill=pal,bg="white")
barplot(colMeans(detP), las=2,cex.names=0.4,ylim=c(0,0.002),
col=pal[factor(targets$Sample_Label)],
main="Mean detection p-values")
abline(h=0.01,col="red")
legend("topright",legend=levels(factor(targets$Sample_Group)),fill=pal, cex=0.8,bg="white")
dev.off()

## remove failed samples
keep = colMeans(detP) < 0.05
rgSet = rgSet[,keep]
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targets = targets[keep,]

detP = detP[,keep]

rgSet

targets

## produce a general QC report for the data
gcReport(rgSet,sampNames=targets$Sample_ID,sampGroups=targets$Sample_Group,pdf="qc
Report.pdf')

##NORMALIZACION

pal = brewer.pal(8,"Dark2")

## create a MethylSet object from the raw data

mSetSq <- preprocessQuantile(rgSet)

mSetRaw <- preprocessRaw(rgSet)

## [preprocessQuantile] Quantile normalizing.

pdf("density.pdf")

par(mfrow=c(1,1))

densityPlot(rgSet, sampGroups=targets$Sample_Group,main="Raw", legend=T)

legend("topright", legend = levels(factor(targets$Sample_Group)),
text.col=brewer.pal(8,"Dark2"))

densityPlot(getBeta(mSetSq), sampGroups=targets$Sample_Group ,

main="Normalized", legend=T)

legend("topright", legend = levels(factor(targets$Sample_Group)),
text.col=brewer.pal(8,"Dark2"))

dev.off()

###Data exploration

## MDS plots to look at largets sources of variation

pdf("mds.pdf")

par(mfrow=c(1,1))

plotMDS(getM(mSetSq), top=1000, gene.selection = "common", pch=10,
col=pal[factor(targets$Sample_Group)])
legend("topright",legend=levels(factor(targets$Sample_Group)),text.col=pal)
plotMDS(getM(mSetSq), top=1000, gene.selection = "common", pch=10,
col=pal[factor(targets$Sample_Group)], dim=c(1,3))
legend("topright",legend=levels(factor(targets$Sample_Group)),text.col=pal)
par(mfrow=c(1,1))

## Examine higher dimensions to look at other sources of variation
plotMDS(getM(mSetSq), top=1000, gene.selection = "common", pch=10,
col=pal[factor(targets$Sample_Group)], dim=c(2,3))
legend("topright",legend=levels(factor(targets$Sample_Group)),text.col=pal)
plotMDS(getM(mSetSq), top=1000, gene.selection = "common", pch=10,
col=pal[factor(targets$Sample_Group)], dim=c(1,4))
legend("topright",legend=levels(factor(targets$Sample_Group)),text.col=pal)
dev.off()

###Poor performing probes are generally filtered out prior to differential methylation analysis. As
the signal from these probes is unreliable, by removing them we perform fewer statistical tests
and thus incur a reduced multiple testing adjustment. We filter out probes that have failed in one
or more samples based on detection p-value. The detection p-values are automatically
calculated using the signal from the negative control probes on the array; probes that are
determined to not have a signal significantly different from the background level have high
detection p-values.##H#HHH#

## remove any probes that have failed in one or more samples##
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detP = detP[match(featureNames(mSetSq),rownames(detP)),] # ensure probes are in the same
order in the mSetSq and detP objects##

keep = rowSums(detP < 0.01) == ncol(mSetSq)

table(keep)

mSetSqgFlt = mSetSq[keep,]

mSetSqFlt

keep = !(featureNames(mSetSqFlt) %in% annEPICanno$Name[annEPICanno$chr %in%
c("chrX","chrY")]) ####esto no lo realice debido a que todas mis muestras son de sexo
femenino###

## remove probes with SNPs at CpG or SBE site##

mSetSqFIt = dropLociWithSnps(mSetSqgFlt)

mSetSqFilt

####despues de normalizar y filtrar, se pueden calcular los valores de Beta y M###
mVals = getM(mSetSqFlt)

head(mVals)

bVals = getBeta(mSetSqFlt)

head(bVals)

## calculate M-values and Beta-values for statistical analysis
pdf("B-M_Values.pdf")
par(mfrow=c(1,1))
densityPlot(bVals, sampGroups=targets$Sample_Group, main="Beta values",
legend=FALSE, xlab="Beta values")
legend("top", legend = levels(factor(targets$Sample_Group)),
text.col=brewer.pal(8,"Dark2"))
densityPlot(mVals, sampGroups=targets$Sample_Group, main="M-values",
legend=FALSE, xlab="M values")
legend("topleft”, legend = levels(factor(targets$Sample_Group)),
text.col=brewer.pal(8,"Dark2"))
dev.off()

# this is the factor of interest
cellType = factor(targets$Sample_Group)

# use the above to create a design matrix

design <- model.matrix(~0+cellType, data=targets)

colnames(design) <- c(levels(cellType))

rownames(design)<-sampleNames(mSetSqFlt)

# fit the linear model

fit <- ImFit(mVals, design)

# create a contrast matrix for specific comparisons

contMatrix <- makeContrasts("EP_HL-EXP_HL",
levels=design)

# fit the contrasts

fit2 <- contrasts.fit(fit, contMatrix)

fit2 <- eBayes(fit2)

# look at the numbers of DM CpGs at FDR < 0.05
summary(decideTests(fit2))

DMPs <- topTable(fit2, num=Inf, coef=1, genelist=annEPIC850k)
write.csv(DMPs,file="DMPs.csv",quote=F)
pdf("CPG_EP_HL-EXP_HL.pdf")
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par(mfrow=c(2,2))
sapply(rownames(DMPs)[1:750], function(cpg){
plotCpg(bVals, cpg=cpg, ylab = "Beta values", pheno = targets$Sample_Group)

D
dev.off()

sigCpGs = DMPs$Name[DMPs$ad).P.Val<0.05]
sigCpGs[1:10]

length(sigCpGs)

all = DMPs$Name

length(all)

pdf("ontologiagenica.pdf")

par(mfrow=c(1,1))

gst <- gometh(sig.cpg=sigCpGs, all.cpg=all, plot.bias=TRUE)
dev.off()

topGO(gst)

write.csv(topGO file="top.GO.csv",quote=F)
topGO
dev.off()

fitvar <- varFit(mVals, design = design, coef = c¢(1,2))

contr <- makeContrasts("EP_HL-EXP_HL",
levels=design)

fitvar <- contrasts.varFit(fitvar,contrasts=contr)

summary(decideTests(fitvar))

topDV <- topVar(fitvar, coef=1)

topDV

pdf("differential_variability.pdf")

par(mfrow=c(2,2))

sapply(rownames(topDV)[1:100], function(cpg){

plotCpg(bVals, cpg=cpg, ylab = "Beta values", pheno = targets$Sample_Group)

i
dev.off()

myAnnotation <- cpg.annotate(object = bVals, datatype = "array", what = "Beta",
analysis.type = "differential”, design = design,
contrasts = TRUE, cont.matrix = contMatrix,
coef ="EP_HL-EXP_HL", arraytype = "EPIC",fdr=0.00005)
DMRs <- dmrcate(myAnnotation, lambda=1000, C=2)
head(DMRs$results)
results.ranges <- extractRanges(DMRs, genome = "hg19")

groups <- pal[1l:length(unique(targets$Condicion))]
names(groups) <- levels(factor(targets$Condicion))
cols <- groups|as.character(factor(targets$Condicion))]
samps <- l:nrow(targets)
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DMR.plot(ranges=results.ranges, dmr=1, CpGs=bVals, phen.col=cols, what = "Beta",
arraytype = "EPIC", pch=10, toscale=TRUE, plotmedians=TRUE,
genome="hg19", samps=samps)

sigCpGs <- DMPs$Name[DMPs$P.Value<0.00005]
length(sigCpGs)

all <- DMPs$Name

length(all)

par(mfrow=c(1,1))

gst <- gometh(sig.cpg=sigCpGs, all.cpg=all, plot.bias=TRUE)
sigCpGs <- DMPs$Name[DMPs$P.Value<0.05]

all <- DMPs$Name

par(mfrow=c(1,1))

gst <- gometh(sig.cpg=sigCpGs, all.cpg=all, plot.bias=TRUE)

topGO(gst, number=10)

edad<-agep(bVals)

myAnnotation = cpg.annotate(datatype = "array", bVals, annotation=c(array =
"llluminaHumanMethylationEPICanno", annotation = "ilm10b4.hg19") ,
analysis.type="differential", design=design, contrasts = TRUE,arraytype="EPIC",
cont.matrix = contMatrix, coef="EP_HL-EXP_HL")

str(myAnnotation)
DMRs = dmrcate(myAnnotation, lambda=1000, C=2)
par(mfrow=c(1,1))
DMR.plot(dmrcoutput=DMRs, dmr=1, CpGs=bVals,
phen.col=pal[factor(targets$Sample_Group)],genome="hg19", array.annotation = c(array =
"llluminaHumanMethylationEPIC", annotation = "ilm10b2.hg19"),

pch=16, toscale=TRUE, plotmedians=TRUE)
legend("bottomleft",legend=levels(factor(targets$Sample_Group)),col=pal,lty=1)
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Anexo 7. Cuantificacion de proteinas por el método de ELISA
Se emplearon 3 kits de ELISA para la determinacion cuantitativa in vitro de las

concentraciones de FMOD, endotelina 1 y PTEN humana en el sobrenadante de esputo

inducido.

Principio de prueba. Los estuches de ELISA utilizan el principio sandwich-ELISA. La
placa de micro ELISA que proporcionan estos kits fueron recubiertos previamente con
un anticuerpo especifico para cada proteina. Se afiadieron estandares o muestras a los
pocillos de la placa de micro ELISA y se combinaron con el anticuerpo especifico.
Posteriormente, se agregd un anticuerpo de deteccion biotinilado especifico para cada
proteina analizada (FMOD, END1 o PTEN humano) y el conjugado de peroxidasa de
rabano picante (HRP) a cada pocillo de microplaca y se incubo. Los componentes libres
son lavados. La solucion de sustrato se adicion6 a cada pozo. Los pocillos que
contenian las proteinas humanas, anticuerpo de deteccion biotinilado y conjugado de
abidina-HRP apareceran de color azul. La reaccion enzima-sustrato se termina con la
adicién de una solucién de paro y el color se vuelve amarillo. La densidad 6ptica (OD)
se midio espectrofotométricamente a una longitud de onda de 450 nm (x2nm). El valor
OD es proporcional a la concentracion de FMOD, endotelina-1 y PTEN humana. Se
puede calcular la concentracion de las proteinas humanas en las muestras comparando

el OD de las muestras con la curva estandar.
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Tabla 7.Reactivos utilizados para la cuantificacion de proteinas por ELISA.

Reactivo Almacenamiento

Placa Micro ELISA (Desmontable) -20 °C, 6 meses

Estandar de referencia

Deteccion concentrada biotinilada Ab (100 x)

Conjugado HRP concentrado (100 x) -20 °C (proteger de la luz), 6 meses

Estandar de referencia y diluyente de muestra 4 °C, 6 meses

Deteccion Biotinilada Ab Diluyente

HRP conjugado diluyente

Tampon de lavado concentrado (25 x)

Reactivo de sustrato 4 °C (proteger de la luz)

Solucién de paro 4 °C

Sellador de placas

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcién ligado a una enzima, HRP: Solucién de trabajo conjugado,
Ab: abidina.

Otros materiales requeridos

e Lector de microplacas con filtro de longitud de onda de 450 nm.

e Pipeta de transferencia de alta precision.

e Tubos eppendorff.

e Puntas de pipeta desechables.

e Incubadora capaz de mantener 37°C.

e Agua desionizada.

e Papel absorbente.

¢ Ranura de carga para solucién tampoén de lavado.
Preparacion de los reactivos
Llevar todos los reactivos a temperatura ambiente (25°C) antes de usarlos. Seguir el
manual de las microplacas para configurar y precalentar el equipo durante 15 minutos

antes de medir la densidad optica.

Wash Buffer: Diluir el buffer de lavado concentrado con agua desionizada o destilada
para preparar la solucion de lavado a la concentracion necesaria para cada proteina.
Nota: si se han formado cristales en el concentrado, calentarlo en bafio maria a 40°C y

mezclarlo hasta disolver.

106



Standard working solution: centrifugar la solucion estandar a 10,000xg por 1 minuto.
Adicionar 1.0 mL de estandar de referencia y diluyente de la muestra, dejarlo reposar
durante 10 minutos e invertir gentilmente varias veces. Después de disolver
completamente mezclar bien con una pipeta. Esta reconstitucion produce una solucion
de trabajo de 20ng/uL. Hacer las diluciones seriadas necesarias. El gradiente de

diluciones recomendado es el siguiente: 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.63, 0.31, 0 ng/mL.

Método de dilucion: tomar 7 tubos eppendorff afiadir 500 pl del estandar de referencia y
diluyente de la muestra en cada tubo. Pipetear 500 pL de los 20 ng/uL de la solucion de
trabajo al primer tubo y mezclar para producir una soluciéon de trabajo de 10 ng/uL.
Tomar con una pipeta 500 pL de la solucion del primer tubo dentro del siguiente tubo.

Nota que el ultimo tubo se considera como blanco.

500ul. 500uL 500ulL. 500uL 500ul. 500ul.

2 VN W WiFa Wy W |

Rceference
Standard

S

&.
-
10 5 25 1.25 0.63 0.31 0

20

figura 14. Preparacion de las diluciones para la curva estdndar.

Deteccion de solucion biotinizada Ab: calcular la cantidad requerida antes del
experimento (100 pL/pozo). Preparar un poco mas de lo calculado, centrifugar el tubo
antes de usar. Diluir la solucion concentrada (100x) de deteccion biotinizada a

concentracion 1x con el diluyente.
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Solucion de trabajo conjugado HRP concentrado. Calcular la cantidad requerida antes
del experimento (100 pL/pozo). Preparar un poco mas de lo calculado diluir la el
conjugado HRP conjugado (100x) a 1x con la solucion de trabajo, diluyente del

concentrado conjugado HRP.

1.Agregue 100 pl estandar o muestra a cada pozo. Incubar durante 90 min a 37.

W
W 2. Retire el liquido.

’f‘ Biotin
J ‘
W 3.Agregue 100 pL de Deteccion Biotinllada Ab. Incubar durante 1 hora a 37. Aspirar y lavar 3
VECES.
Anidin
.

) - ‘

4 Agregue 100 pL de conjugado HRP. Incubar durante 30 min a 37. Aspirar y lavar 5 veces.

\

5.Agregue 90 pl de reactive de sustrato. Incubar durante 15 min a 37.

k) }

Elop sabution
Fa v

B.Agregue 50 pL de seclucion de parada.

v }

7. Lea a 450 nm inmediatamente. Calculo de resultados.

figura 15. Diagrama de flujo para la técnica de ELISA.
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Anexo 8. Kits empleados para la cuantificacion de proteinas en sobrenadante de esputo
inducido.

Elabscience®

(FOR RESEARCH USE ONLY. DO NOT USEIT IN CLINICAL DIAGNOSTICS !)

Human FMOD{Fibromodulin) ELISA Kit

Synonyms: SLRR2E, SLRR2-E

Catalog No : E-EL-H2008
96T

This manual must be read attentively and completely before using this product.

If you have any problems, please contact our Technical Service Center for help (info in the header of each page).

Phone: 240-252-T368(USA)  240-252-T376(USA)

Email: techsupport@elabscience com
Website: www.clabscience com

Please refer to specific expiry date from label on the side of box.

Please kindly provide us with the lot number {on the outside of the box) of the kit for more efficient service.
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Human PTEN(Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-
phosphatase and dual-specificity protein phosphatase PTEN)
ELISA Kit

Attention!

It is good practice, on receipt to the kit/s, to run a preliminary assay (pretest) with the
standards and a few typical samples before assaying your precious samples. If the color
development (blue to yellow) of either the standards or the samples appears to be too high or
too low then do not use the rest of the kit until either you have resolved the issue (sample
dilutions etc.) or contacted technical support for their assistance at sales@mybiosource.com

Catalog No: MBS761600

Size: 48T/96T

Reactivity: Human

Detection Range: 0.156-10ng/mil
Sensitivity: <0.094ng/ml

Application: For quantitative detection of PTEN in serum, plasma, tissue homogenates and
other biological fluids.

Storage: 4°C for & months
NOTE: FOR RESEARCH USE OMLY.

Kit Components

Item Specifications(48T/96T) Storage

ELISA Microplate|Dismountable) B6 /8712 4°C/-20°C
Lyophilized Standard 1 vial/2 vial 4*C/-20°C
Sample f Standard Dilution Buffer 10ml/20ml 4*C
Biotin-labeled Antibody (Concentrated) 60ul/120ul 4*C

Antibody Dilution Buffer Smilf10mil 4°C
HRP-5treptavidin Conjugate|SABC) 60ul/120ul 4*C(shading light)
SABC Dilution Buffer Smilf10mil 47C

TMB Substrate Sml/S10mil 4*C(shading light)
Stop Solution Smilf10mil a°c

Wash Buffer (25X) 15ml/30ml a°c

Plate Sealer 3/5pieces

Product Description 1 copy

FOR RESEARCH USE ONLY. NOT FOR USE IN DHAGNOSTIC PROCEDURES.

110




Human Endothelin 1 Antibody (Anti-ET-1) ELISA Kit
Cat.No: MBS025621

Store the kit at 2°C-8C !
Valid Period: Six Months (2°C-8°C)!
Specification: 48 well kit or 96 well kit
FOR LAB REAGENT/RESEARCH USE ONLY!
NOT FOR THERAPEUTIC OR DIAGNOSTIC APPLICATIONS!
L. Introductions

This Quantitative Sandwich ELISA kit is for lab reagent/research use only, not for drug, household, therapeutic or
diagnostic applications! This kit is intended to be used for determine the level of Anti-ET-1 (hereafter termed “analyte”) in
undiluted original Human body fluids and tissue homogenates. This kit 15 NOT suitable for assaying non-biological
sources of substances.

2, Performances

Sensitivity: The sensitivity of this kit is 1.0pg/ml.

Detection Range: The detection range of this kit is 6.235pg/mi-200pg/ml. Q

Reproducibility: Both Intra-assay CV (%) and Inter-assay CV (%) is less [CV(%) = SDVmean = 100]. All
CV% should be compared by concentration, not compared by OD values.

L

3. Precautions

3.1) We reserve the right to amend the terms and conditions of afy ¢!

3.2) Limited by current skill and knowledge, it is i.n'lpus:i:ih]m
this analyte and all its analogues, therefore, cross reacti I
cross-reactivity could vary between sample type or EFEEQQ

without prior notice in this manual.
complete the cross-reactivity detection between
er targets may potentially exist  Furthermore,

33) Influenced by factors including cell wabili

| number and sampling time, samples from cell culture
supernatant‘extract or cell lysates are NOT suitalife on by this kit.

34) The reagents and the plate of the ki i technical parameters are matched and designed for optimal
performance only when they are togethes as @c kit, so please do NOT substitute reagents from one kit to other kits
and use only the reagents supplied

other manufacturers and antibody.
chemical environments or differendes

ufiac . Due to the possibility of mismatching between antigen/antibody from
sed in this kit (such as differences in conformational epitopes caused by
inear epitopes, and so0 on), some synthetic peptides, recombinant proteins and
extracted proteins can not b
part of this kit to do
arbitrarily.

out by this kit. Additionally, we will NOT be responsible for using this kit or any
iments (such as western blot, immunohistochemastry, spike/recovery and so0 on)

3.5) Results from end users might be inconsistent with our in house data due to some unexpected transportation or
storage conditions, or different ambient temperature, lab equipment, operation, pipetting, washing, incubation temperature
or time, and kit age. Assay vanance among wells or kits might arise from these factors, too.

3.6) The Stop Solution is an acid solution, please avoid contact it, it may cause skin irmtations and burns. so please
pay enough attention to safety when use it Samples should be handled as potentially hazardous and capable of
transmitting disease. Disposable gloves must be wom during the assay procedure, since no known test method can offer
complete assurance that products derived from body will not transmit infectious agents. Therefore, all blood derivatives
should be considered potentially infectious and good laboratory practices should be followed.

4. Materials Required but Not Supplied

4.1) Distilled water.

4.2) Absorbent paper or paper towels,

4.3) Pipettes and disposable pipette tips.

4.4) An ELISA reader capable of measuring absorbance at 450 nm.

1/4
FOR RESEARCH USE ONLY. NOT FOR USE IN DIAGNOSTIC PROCEDURES.
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