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Resumen

La obesidad es uno de los principales factores de riesgo para la resistencia a la insulina y
la diabetes tipo 2 (DM2), sin embargo, los mecanismos moleculares precisos que subyacen a la
relacién entre ambas enfermedades siguen siendo tema de interés cientifico. En fechas
recientes, se ha propuesto que los mecanismos epigenéticos pueden jugar un papel
importante en el desarrollo de estas comorbilidades. Este estudio tuvo como objetivo
identificar las marcas epigenéticas diferenciales en individuos con obesidad y DM2 de los
individuos obesos que no desarrollan DM2. De estos, se obtuvo tejidos hepaticos, adiposo
visceral y subcutaneo, asi como de sangre periférica. Se analizaron los perfiles de metilacién
del DNA utilizando microarreglos Illumina Infinium y perfiles de expresién génica utilizando
microarreglos BeadChip HumanHT-12.

El andlisis de los perfiles de metilacion del DNA reveld varios loci con metilacion
diferencial entre individuos con y sin DM2, en todos los tejidos. Los cambios en la metilacion
del DNA (tanto hipemetilacién como hipometilacién) se encontraron en mayor cantidad y
grado de alteracion en el higado y el tejido adiposo visceral. El andlisis de la ontologia genética
de los genes con metilacion alterada del DNA reveld términos enriquecidos relacionados con
el metabolismo de la glucosa, el metabolismo de los lipidos, la regulacién del ciclo celular y la
respuesta a las heridas. Se encontraron 143 genes con una correlacién significativa entre la
metilaciéon alterada y la expresién génica, en los cuatro tejidos. Dentro de estos genes se
encuentran varios relacionados con la resistencia a la insulina, la adipogénesis, el
almacenamiento de grasa e inflamacidn, por ejemplo LEP, IRS1 y ADIPOQ.

Nuestros hallazgos proporcionan evidencias adicionales de que los cambios en la
metilacion del DNA pueden ser un mecanismo asociado a la obesidad y que junto con otros
mecanismos como la secrecién de las adipocinas, la inflamacién crénica de bajo grado

participan en la patogénesis de la diabetes.



Abstract

Obesity is a well-recognized risk factor for insulin resistance and type 2 diabetes, although
the precise molecular mechanisms underlying the relationship remain unknown. Recently, it
has been proposed that epigenetic mechanisms could provide new knowledge for the
understanding of these comorbidities. In this study, altered epigenetic marks were identified
in individuals with obesity and DM2 undergoing bariatric surgery. From these patients, we
obtained samples of liver tissue, visceral and subcutaneous adipose tissues, and peripheral
blood. We analyzed DNA methylation using [llumina Infinium Human Methylation arrays, and
gene expression profiles using HumanHT-12 Expression BeadChip Arrays.

Analysis of DNA methylation profiles revealed several loci with differential methylation
between individuals with and without T2D, in all tissues. Aberrant DNA methylation was
mainly found in the liver and visceral adipose tissue. Gene ontology analysis of genes with
altered DNA methylation revealed enriched terms related to glucose metabolism, lipid
metabolism, cell cycle regulation, and response to wounding. A correlation between altered
DNA methylation and gene expression was found in a subset of genes in the four tissues,
which were related to insulin resistance, adipogenesis, fat storage, and inflammation.

Our findings provide additional evidence that changes in DNA methylation can be a
mechanism associated with obesity that, along with other mechanisms such as adipokine

secretion, are involved in the pathogenesis of obesity.



Introduccion

Diabetes Mellitus Tipo 2

En las dltimas décadas se ha reportado un incremento alarmante del nimero de pacientes
con diabetes a nivel mundial. México no es la excepcién a estos problemas de salud, en donde
se calcula que la prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) en México es del 18% en
poblacién adulta[1]. La DM2 comprende a un grupo de patologias sistémicas y crénicas que
afectan el metabolismo y se caracterizan por la presencia de niveles altos de glucosa en sangre
que se relacionan con la deficiencia en la secrecién o accién de la insulina, y se diagnostica en
la presencia de cualquiera de los siguientes parametros: glucosa en ayuno 2126mg/dL,
glucosa 2200 mg/dL después de 2 horas en una prueba de tolerancia de glucosa oral, Hb1Ac
26.5%, una glucosa en plasma aleatoria 2200 mg/dL [2]. Este tipo de diabetes representa el
90% de los casos de diabetes. Es asi que la importancia de la DM2 radica en la predisposicion
que presentan los individuos que la padecen para desarrollar diversas complicaciones que
incluyen: hipertension, retinopatia, enfermedad renal, neuropatia, enfermedad vascular
periférica, desequilibrio electrolitico, supresién inmune, disfuncién eréctil y complicaciones
del embarazo, por lo que los individuos con diabetes no sélo tiene una menor calidad de vida
también tienen una mayor probabilidad de presentar muerte prematura[3]. Las causas
especificas para el desarrollo de DM2 son desconocidas pero se sabe que la combinacién de
factores ambientales y genéticos influyen, la interacciéon entre genes y ambientes en fechas

recientes se ha intentado explicar por medio de mecanismos epigenéticos [4].

Metabolismo de la glucosa

La glucosa es la fuente principal de obtencién de energia en muchos de los 6rganos, por
ejemplo en el cerebro la glucosa es la fuente primordial de energia, y s6lo en estados de ayuno
prolongado los cuerpos ceténicos seran la fuente de energia. La adaptacién a las diferentes
condiciones de ayuno y alimentaciéon requiere de mecanismos finos de regulacién de la

glucosa producida, absorbida y la consumida por los diferentes tejidos [5,6].

Durante el ayuno, en el higado se origina el 80% de la glucosa del torrente sanguineo por
glucogendlisis. El 20% restante de la glucosa es producida por de rifién a partir de la
gluconeogénesis [7]. Una vez que el individuo se alimenta, la asimilacién de carbohidratos en

un estado de salud normal se deberia de completar en las siguientes cuatro horas, la velocidad
10



de absorcién variara dependiendo de la composicion del alimento. De manera muy general el
proceso la asimilacién de los carbohidratos se divide en: vaciado gastrico, digestién en el
lumen del intestino delgado, absorcién en la vena porta que le da paso al higado y por ultimo
el almacenamiento o utilizacién en los érganos dependiendo del balance energético. Todos
estos procesos son regulados por varias hormonas que mantienen la homeostasis

metabdlica[8].

De las diferentes hormonas, la insulina es la principal hormona anabdlica. En un estado de
salud normal, cuando los niveles de glucosa son elevados esta hormona es liberada por las
células beta pancreaticas. Una vez liberada la insulina sefializa a los receptores (IRA/IRB) que
se encuentran distribuidos en una gran variedad de tejidos en el organismo[9]. El receptor es
un complejo formado por dos subunidades, que una vez que la insulina se une a su dominio
extracelular se auto-fosforilan en su domino intracelular, lo que permite la fosforilacién de
otras proteinas, como IRS1-4, Shc y STAT, que desencadenan diversas vias metabélicas, por
ejemplo: en el higado se estimula la captacién de glucosa, activando la gluconogénesis, e
inhibe la gluconeogénesis. En miusculo la insulina estimula la entrada de aminoacidos, la
sintesis del transportador de glucosa GLUT4 y el almacenamiento de la glucosa en forma de

glucégeno.
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Figura 1. Transduccion de sefales de la insulina

La insulina activa diferentes vias que regulan la expresiéon de genes que estimulan el crecimiento, la
diferenciacion celular, el metabolismo y transporte de glucosa, asi como la sintesis de lipidos y proteinas. El
receptor una vez autofosforilado fosforila proteinas miembros de la familia IRS, Shc y Cbl. Posteriormente estas
proteinas interactian por medio de su dominio SH2 . Figura modificada de [6].

Por otra parte, en el tejido adiposo estimula la entrada de glucosa al tejido, el almacenamiento
de energia en forma de triglicéridos y disminuye la lipolisis. La sefializacién de la insulina en
estos y otros érganos se presenta en la Fig. 1. Se han identificado al menos 6 ligandos de los
receptores de la insulina, estas proteinas son un nodo fundamental en esta via de

sefializacion[10].

Otra de las hormonas importantes para la regulacién del metabolismo de glucosa es el
glucagon, dentro de sus funciones se encuentra el estimular la gluconeogénesis, la liberacion
de glucosa, inhibiciéon de la glucélisis y la sintesis de acidos grasos. Su liberacién en el
pancreas es estimulada por bajas concentraciones de glucosa e inhibida por la presencia de
insulina. Por otro lado la somatostatina, que es liberada por la células delta pancreaticas, se
libera bajo los mismos efectos de la insulina y previene que los niveles de esta se incrementen

con rapidez.
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Ademads de las hormonas secretadas por el pancreas existen otras hormonas reguladoras del
metabolismo de glucosa, entre las que se encuentran las incretinas, que han llamado la
atenciéon en los ultimos afios por su capacidad de regular la secrecion de hormonas del
pancreas. Entre las méas estudiadas se encuentran el GIP (péptido insulinotrépico dependiente
de glucosa) y el GLP-1 (peptido tipo glucagon-1), dichas hormonas son secretadas por las
células L y K del intestino, respectivamente. Ambas incretinas estimulan la secrecién de
insulina por activacién de la proteinas G acopladas en presencia de altas concentraciones de
glucosa[11]. Otra de las hormonas reguladoras que se activan cuando existe un alto
requerimiento energético es la epinefrina que es liberada por las gldndulas suprarrenales, la
cual previene la hipoglucemia causada por el alto consumo de glucosa en el musculo en
situaciones de estrés. El metabolismo de la glucosa es un proceso altamente controlado en el

que las alteraciones desencadenan enfermedades como la DM2[12,13].

Historia natural de la DM2

La DM2 es un desorden progresivo, que aparece una vez que las células beta pancreaticas
pierden la capacidad de contender a la resistencia a la insulina (RI). Los autores sugieren que
los cambios en el metabolismo de la glucosa anteceden al diagnéstico de DM2 varias décadas y
que la RI es una de las primeras alteraciones en ocurrir, la mayoria de las veces en presencia
de obesidad[14,15]. Otro de los procesos que se alteran durante la DM2 es el efecto de las
incretinas, el cual en estado normal se calcula que es responsable del 70% de la respuesta
postpandrial de la liberacion de la insulina, sin embargo en los individuos con diabetes este se
encuentra disminuido. En muchos de los pacientes con diabetes, inclusive en aquellos con un
adecuado control se presentan complicaciones, dentro de las que se encuentran: la retinopatia
diabética, dafio renal, problemas vasculares por la aterosclerosis, accidente cerebrovascular,
neuropatia y pie diabético. Estas complicaciones estan relacionadas con los productos finales
de glicacién, que se producen cuando las proteinas se encuentran en presencia altas
concentraciones de glucosa y estos productos pueden activar procesos inflamatorios que son
el inicio de varias de las complicaciones que se presentan en la DM2 [14]. Segin datos del
INEGI en México el 14% de los descensos totales en el 2013 fueron atribuibles a las
complicaciones de la diabetes y s6lo un cuarto de los pacientes con diabetes se encuentran en

buen control por lo que en afios futuros el porcentaje de defunciones podria incrementar[16].
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Factores de riesgo de la DM2

Sin duda la DM2 es una enfermedad altamente heterogénea y compleja, en la que su
aparicién depende de la interaccién de multiples factores de riesgo. El desenlace de estos
factores tiene como resultado cambios metabdlicos que estimulan la gluconeogénesis y
glucogendlisis hepatica, la aparicién de resistencia a la insulina y disminucién de la secreciéon

de la insulina[5,6,17].

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA) categoriza a los factores de riesgo como
factores modificables y no modificables[18]. Dentro de los factores no modificables se
encuentra la edad, se ha observado un incremento de la prevalencia conforme incrementa la
edad, teniendo un maximo en el grupo de 60 a 69 afios en México[19]. Otro de los factores de
riesgo no modificables es etnicidad, en estudios epidemiolégicos se han demostrado que los
individuos afroamericanos, amerindios, nativos de las islas del Pacifico y los estadounidenses
de origen asiatico, presentan un riesgo incrementado en comparacion a individuos de origen

diferente [20].

Se ha establecido que la DM2 tiene un componente familiar importante y se estima que en
los individuos con ambos padres diabéticos tienen una heredabilidad del 70%, la
heredabilidad es la proporcién de la varianza propia de una enfermedad en una poblacién que
es atribuible a las diferencias en los genotipos. Por otro lado, la concordancia para DM2 en
gemelos monocigotos es aproximadamente 70% y en gemelos dicigotos se encuentra entre el
20% al 30% [21,22]. Se ha establecido que los factores ambientales a los cuales se estan
expuestas las familias en las que se realiz6 estos estudios pueden modificar los valores de
concordancia y heredabilidad, ademds de que muchos de estos factores (genéticos y
ambientales) alin no estdn bien caracterizados, por lo que existe una heredabilidad faltante,
que se define como la cantidad de la heredabilidad de las enfermedades que no se explica por

las variaciones genéticas individuales [23].

Por otro lado, dentro de los factores modificables se incluye a la falta de actividad fisica. Se
tiene conocimiento que durante y posterior a la actividad fisica se incrementa la captacién de
glucosa por el musculo esquelético, acompafiado de un aumento en el recambio de glucégeno,
todo esto contribuye al adecuado control de peso corporal. En cambio actividades sedentarias

confieren un incremento al riesgo a desarrollo de DM2[24].
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Otro de los factores modificables es la dieta, este factor juega un papel trascendente en el
desarrollo de DM2, en estudios observacionales se ha logrado identificar que los alimentos
bajos en fibra y altos en grasa saturada confieren mayor riesgo para el desarrollo de DM2. En
cambio grasas insaturadas podrian prevenir la apariciéon de diabetes[25-27]. Sin embargo los
resultados de estudios sobre dietas son controversiales, una de las explicaciones que los
autores sugieren para explicar las inconsistencias es la calidad de los datos recolectados, ya
que siempre va a depender de la habilidad del individuo encuestado para recordar la cantidad
y periodicidad de los consumos. Ademas de la cantidad de la dieta, el impacto de la
urbanizacién en la vida diaria ha promovido el estableciendo de nuevos usos y costumbres
occidentales, incluyendo a la dieta alimentos con alto indice glucémico. Es asi como estos

nuevos habitos impactan directamente en la salud del individuo[27,28].

Muchos de los factores de riesgo estan relacionados directamente con la obesidad, misma
que juega un papel primordial en la resistencia a la insulina y se encuentra relacionada con
alteracion del metabolismo de acidos grasos. Existe una cantidad importante de estudios
donde se demuestra que la obesidad estd implicada en el desarrollo de DM2 y como la
disminucion de peso impacta de manera sustancial en el riesgo a desarrollar esta enfermedad.
En particular los estudios longitudinales como “Nurses Health Study”, demostraron que existe
un incremento en paralelo entre el riesgo de desarrollo de DM2 y el indice de masa corporal

(IMC) [29-32].

La participacion de la obesidad en la DM2

La obesidad al igual que la diabetes se han convertido en un problema de salud mundial.
La organizacién mundial de salud calcula que el 39% de los adultos se encuentran en
sobrepeso u obesidad[33]. En México tanto la obesidad como la DM2 experimentado un
incremento en los ultimos afios, lo cual ha impactado directamente en los costos de atencion
de la poblacién[19,34]. Ambos son factores de riesgo independientes para el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares, el cual puede verse disminuido a partir de un buen control

del peso, por lo que se ha catalogado como una meta para el tratamiento de la diabetes[18].

El depédsito y mantenimiento de la grasa corporal se encuentran regulados por efectos
paracrinos y autécrinos de las “moléculas de adiposidad”, estas moléculas transmiten
informacién acerca del estatus de la grasa corporal desde la periferia hacia el hipotalamo en el

cerebro que controla la homeostasis energética. Muchas de estas sefales se originan en el
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tejido adiposo (por ejemplo leptina e interleucina 6) y tienen como blanco otros érganos
relevantes en el metabolismo de la glucosa como el higado, musculo y cerebro [35-37].
Durante la obesidad el tejido adiposo pasa por un estado de hipertrofia e hiperplasia con
remodelacién de la matriz extracelular de los adipocitos, fen6meno que genera inflamacién
crénica de bajo grado que, junto con otros mecanismos como la alteracion de la produccién de

adipocinas, impactan en la RI[17,38].

Mecanismos de resistencia a la insulina asociados a la obesidad

La comorbilidad entre obesidad y diabetes estd ampliamente demostrada, sin embargo los
mecanismos que conducen a la diabetes en presencia de obesidad no estan bien dilucidados.
Existen varios mecanismos propuestos para explicar la resistencia a la insulina en presencia

de obesidad.

Adipocinas y la RI

La obesidad estd asociada con alteraciones en los niveles circulantes de moléculas
secretadas por la adipocitos, mismas que pueden modular la sefializacién de la insulina. Por
ejemplo durante la obesidad la secrecién de la proteina transportadora de retinol tipo 4
(RBP4) se ve incrementada, este aumento induce resistencia a la insulina a través de la
reduccion de la sefializacion de fosfoinositol 3-quinasa en musculo y estimula la expresién de

las enzimas que participan en la gluconeogénesis en higado[39].

Otra de las moléculas que es ampliamente estudiada por su relacién con el control de la
energia es la leptina. Los receptores para leptina estdn presentes en 6rganos relevantes para
el metabolismo de glucosa como: pancreas, musculo esquelético, higado y tejido adiposo[36].
Se ha reportado que leptina puede inhibir la sintesis de la insulina en el pancreas, por medio
de la proteina supresora de la sefializacién por citocinas-3 (SOCS-3) que inhibe la
transcripcion de la proinsulina[13]. Los estudios en los otros tejidos diferentes al pancreas
son controversiales, se ha reportado que la leptina pudiera alterar los niveles de fosforilacion
del sustrato de los receptores de insulina IRS1 e IRS2 en musculo e higado, alterando la

activacion de PI3K [40].

Por el contrario existen otras moléculas que disminuyen durante la obesidad, por ejemplo
la adiponectina que estimulan la sensibilidad a la insulina. La deficiencia de este gen en un

modelo animal sometido una dieta alta en glucosa incrementa la resistencia a la insulina y los
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niveles de acidos grasos en suero. En musculo se tiene evidencia que la adiponectina estimula

la oxidacién de acidos grasos via proteina cinasa activada por AMP[41].

Procesos inflamatorios y RI

La inflamacién crénica de bajo grado que ocurre durante la obesidad se ha considerado
como parte fundamental de la resistencia a la insulina. Entre las moléculas secretadas por los
macréfagos presentes en el tejido adiposo obeso se encuentran: el factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa), interleucina-6 (IL-6) y la proteina C reactiva, estas moléculas participan en
multiples vias a las que se les ha atribuido la relacién entre resistencia a la insulina y, al igual

que los acidos grasos, los procesos inflamatorios alteran la fosforilacién de los IRSs[13,42].

Acumulacién ectépica de lipidos y la RI

En la mayoria de los pacientes con obesidad los niveles de 4cidos grasos se encuentran
elevados, esta alteracion se relaciona con la expansion del tejido adiposo. Se propone que la
relacién de los dcidos grasos y la resistencia a la insulina se debe a que los acidos grasos y sus
metabolitos, como la acil coenzima A, ceramidas y el diacilglicerol, sefializan la activacién de
cinasas como la proteina cinasa K (PKC), cinasa del extremo N-terminal de c-Jun (JNK) e
inhibidores de NF-kB; estas cinasas disminuyen la sensibilidad de la insulina mediante la
inhibicion de la fosforilacion de los IRS y de esta manera la insulina no lleva a cabo el efecto en

el 6rgano blanco[43].

Los pacientes con obesidad y alto riesgo cadiovascular no sélo presentan niveles
sanguineos altos también presentan acumulacién de grasa en musculo esquelético, higado,
inclusive en pancreas; caracteristica que ocasiona estrés oxidativo relacionado a la
disminuciéon de la oxidacién mitocondrial y la sintesis de ATP[32]. El decremento de la
actividad y numero de mitocondrias se ha relacionado con un incremento en la cantidad de

especies reactivas de oxigeno, este ambiente estimula la actividad de JNK y IKK-beta[44].

Otra de las consecuencias de la acumulacién ectépica de lipidos y que también activa a
JNK e IKK-beta es la aparicién de estrés del reticulo endoplamadstico , que activa la respuesta a
proteinas desplegadas, como la enzima que requiere inositol 1 (IRE1), la quinasa pancreatica
del reticulo endoplamastico (PERK) y activador del factor de transcripcién 6 (ATF6), y la
proteina ligadora 1 de la caja X (XBP1)[13].
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Los mecanismos de resistencia a la insulina son complejos y pareciera que esta condicién
es el elemento primordial para el desarrollo de DM2, sin embargo aunque la mayoria de los
obesos tienen resistencia a la insulina no todos desarrollan DM2. Es asi que la obesidad juega
un papel primordial en el desarrollo de DM2, sin embargo el impacto de un excesivo IMC no es
el mismo en todos los individuos, por lo que en las ultimas décadas se ha hecho un esfuerzo
para conocer otros factores, que incluyen a las variantes tanto genéticas como epigenéticas,

relacionados al riesgo para DM2[23,45].

Aspectos genéticos

Desde hace un par de décadas con el uso de los estudios de gen candidato y de ligamiento
se identificaron genes de susceptibilidad para diabetes como: la calpaina 10 (CAPN10), el
factor de transcripcion 7 tipo 2 (TCF7L2) y IRS1-2, el factor nuclear de hepatocitos 1 alfa
(HNF1A), canal de potasio de rectificacion interna de la subfamilia ] miembro 11 (KCNj11),
entre otros [46]. Ademas, en los ultimos 8 afios el numero de variantes de riesgo ha
incrementado gracias al uso de tecnologias de andlisis amplio del genoma y secuenciacién de
genoma completo. A la fecha se han reportado mas de 90 loci que cuya relacién con DM2 se ha
confirmado en diferentes poblaciones, incluyendo los previamente descritos por gene

candidato y estudios de ligamiento[47].

Afios atras, los estudios genémicos incluian principalmente poblacién de origen caucasico,
actualmente se ha hecho un gran esfuerzo para incluir otro tipo de poblaciones como la
mexicana. Es asi que ahora se tiene reporte de variantes que se encuentran en alta frecuencia
en poblacién mexicana y baja en otra poblaciones, un ejemplo de esto es el haplotipo de riesgo
del transportador de solutos SLC16A11. El haplotipo estd formado por 5 variantes que se
encuentra fuertemente asociados con DM2[48]. Adema4s, se han encontrado otras variantes en

genes que previamente se han descrito que participan en la enfermedad como IGF2[49].

Adn con estos grandes esfuerzos las variables conocidas s6lo explican una parte de la
heradibilidad. Se ha estimado que para la obesidad utilizando 40 variantes validadas en
diferentes poblaciones sélo explicaria el 5% y para diabetes usando un ntimero similar de
variantes sélo se explica de 5 a un 10%, dependiendo del estudio [22,50]. Ademas, se ha
observado que las variantes comunes en poblaciones tienen un efecto modesto en la

enfermedad. Para explicar esta “herabilidad faltante” se ha propuesto que existen variables
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privadas que no se han descrito y que junto a otros mecanismos como los epigenéticos

podrian completar el total de la heredabilidad de la DM2[51].

Epigenética

La epigenética es el estudio de los mecanismos reversibles y heredables que determinan,
regulan y mantienen la estructura de la cromatina sin alterar la secuencia de DNA, entre los
que se encuentra la metilaciéon del DNA, modificaciéon de histonas, variantes de histonas,
posicionamiento de los nucleosomas y la arquitectura nuclear[52]. Estos procesos regulan la
expresion genética en las etapas del desarrollo y en los diferentes tipos celulares, los
mecanismos epigenéticos regulan la compactaciéon de la cromatina y el reclutamiento de

complejos activadores o represores.[53]

En 1942 Conrad Waddington acufi6 el termino epifenotipo para referirse a todos aquellos
cambios que sufria el organismo durante su desarrollo sin alterar su genotipo, fue asi que
surgié la idea de que otros mecanismos diferentes a la secuencia pudieran regular la
expresion. Fue hasta 1975, con los trabajos de Arthur Riggs sobre la inactivaciéon del
cromosoma X, cuando se propuso a la metilacién del DNA como un mecanismo de regulaciéon
de la expresion génica diferente a la secuencia[54]. En la actualidad la epigenética es un
campo de la ciencia que aporta nueva evidencia de las interacciones de los genes con

contaminantes, nutrimentos y actividad fisica [55].

Uno de los ejemplos mas relevantes sobre el efecto de la exposiciéon a un medio ambiente
desfavorable se present6 en los individuos que fueron concebidos durante la hambruna de
Holanda al final de la segunda guerra mundial. Las madres de estos individuos estuvieron bajo
una dieta hipocalérica (400-800 kcal), resultando en individuos con bajo peso al nacer y con
problemas metabdlicos en la edad adulta[56]. Posteriormente, Heijmans identific6 que en
estos individuos el estado de metilacion del gen IGFZ se encontraba alterado en relacion a sus
hermanos que no estuvieron expuestos a la hambruna. Esta hormona esta relacionada con el
crecimiento fetal y adiposidad por lo que podria explicar la relacién gen-ambiente por medio

de la alteracion de la metilaciéon[57] .
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Otro de los mecanismo epigenéticos que se ha relacionado con diabetes es la modificacién
de histonas, en las que se ha visto que existe un incremento de la metilacién de las histonas en
la regién del promotor de RELA (NFkB-p65), en células del epitelio vascular en un modelo in
vivo de hiperglicemia, donde se ha comprobado que la expresiéon de NFkB-p65 promueve las
complicaciones vasculares propias de la diabetes[58]. Ha sido complicado extrapolar, estos
hallazgos, en parte debido a la dificultad de obtener muestras de pacientes con diabetes de
tejidos relevantes para la diabetes, y debido a que la regulacién epigenética es tejido
especifica los hallazgos en sangre pocas veces reflejan el estado del tejido relevante para la

enfermedad.

Metilacion del DNA

Hasta la fecha la metilacién del DNA ha sido el mecanismo epigenético mejor descrito y las
evidencias recientes sugieren que tienen una participacién importante en el desarrollo de
enfermedades complejas como diabetes. La metilacion en los mamiferos ocurre
primordialmente en la posicién 5 de la citosina, en los dinucleotidos CpG, dando como
resultado la 5 metil-citosina[52]. La regulaciéon de la expresiéon por metilacidn, incluye el
reclutamiento de proteinas activadoras o represoras, la inhibicién de la unién de proteinas
como los factores de transcripciéon o el reclutamiento de los remodeladores de cromatina.
Durante la diferenciacién celular se desarrollan patrones Unicos de metilacion de DNA que
dan lugar a los diferentes tipos celulares, permitiendo la expresién genética de cada una de las

vias de los diferentes tejidos celulares [59].

La metilacion es catalizada por las enzimas DNA metiltransferasas (DNMTs) que
transfieren un grupo metilo de la S-adenosil metionina al carbono 5 de la citosina. En
mamiferos, existen tres DNMTs, las DNMTs 3a y 3b establecen nuevos patrones de metilacion
en un DNA no metilado (metilasas de novo), mientras que la DNMT1 se encarga de metilar la

hebra recién sintetizada durante la replicacién[60].

La funcién de la metilaciéon en un gen depende de la posicién del sitio CpG dentro de la
estructura del gen (promotor, intrénica, exénica). Con respecto a la metilaciéon en la region
promotora (la regiéon mas estudiada), se calcula que el 70% de los promotores presentan una
isla CpG, que es definida como una regién discreta de 300 a 1500 pares de bases constituida
por una alta concentracién de sitios CpG (al menos 60%)[61]. Se ha propuesto que las islas en

regiones promotoras tienen importancia funcional debido a su alta conservacién entre
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mamiferos. La metilacién en esta region se correlaciona con apagado/encendido constitutivo
del gen, promoviendo o impidiendo el reclutamiento de proteinas de unién a DNA metilado
que activa el reclutamiento de modificadoras de histonas y complejos remodeladores, por
ejemplo MeCP-1 reconoce regiones con sitios CpGs metilados, posiciondndose en la region e
impidiendo que factores de transcripcién o la Pol Il puedan unirse a la regién [62]. Se le
llama cuerpo del gen a la regiéon comprendida desde el final del primer ex6n hasta la region 3’
UTR y se ha observado que en esta region la metilacién esta presente en genes activos. Se ha
demostrado que la metilacién en esta zona inhibe el posicionamiento de proteinas lo cual no
permitiria el libre paso de la RNA polimerasa, impidiendo el inicio espurio de la transcripciéon

en el cuerpo del gen.

La metilaciéon también se ha relacionado con el empalme alternativo de RNA mensajero
(alternative splicing en inglés), ya que el sitio donador tiene un alto contenido de CpGs con
bajos niveles de metilacién, mientras que en el sitio aceptor presenta un estado inverso. La
metilaciéon forma parte de los mecanismos de inactivacién de regiones repetidas, que cuando
llegan a desmetilarse y expresarse, los elementos transponibles pueden causar mutaciones

por insercién o delecién[52,63,64].

La desmetilacion puede llevarse a cabo de manera activa o pasiva, esta ultima ocurre durante
la divisién celular, cuando la metiltransferasa de mantenimiento (DNMT1) no es funcional o
es inhibida y por lo tanto la nueva hebra se mantiene sin un grupo metilo, disminuyendo de
manera progresiva la metilacién. Por otro lado, la desmetilacion activa no es dependiente de
la replicacién en esta participan varias enzimas que llevan acabo la desmetilaciéon de la
citosina, ocurriendo después de una serie de modificaciones quimicas (desaminacién u
oxidacién), teniendo como resultado una base modificada que posteriormente es reconocida
por el sistema de reparaciéon por escision de base y es remplazada por una citosina
desmetilada. Los mecanismos precisos de la desmetilacion y las funciones de la
modificaciones del DNA se encuentran en debate [65]. Los procesos de desmetilacion

propuestos son resumidos en la Fig. 2.
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Figura 2 Procesos de desmetilacion.

Las DNA metiltranferasas mantienen las marcas de metilacion del DNA en el carbono 5 de la
citosina (5mC), estas marcas pueden perderse de manera pasiva durante la replicacion o de
manera activa por medio de procesos oxidativos. En los procesos activos de desmetilacion
interfieren proteinas de la familia TET (proteina de translocacion) que oxidan la 5mC a
intermediarios 5-hidroximetilcitocina (5hmC), 5 formilcitocina (5FC) y 5 carboximetilcitocina (5caC),
posteriormente la ADN-glicosilasa (TDG) genera un sitio sin base que es reparado por BER (Base
Excision Repair). Alternativamente la 5hmC es desaminada por AID/APOBEC y removida por TDG,
para posteriormente ser reparada por BER. Modificado de [66].

Metilacion del DNA y obesidad

Aungue son muchos los trabajos que asocian los cambios en la metilacién con la obesidad,
son pocos los estudios que relacionan estos cambios a nivel de genoma completo en tejidos como
en tejido adiposo o higado. En el tejido adiposo se han reportado genes que participan en vias
asociadas a la glucosa como /RS1, también se han reportado genes con variantes previamente
asociados a obesidad como FTO. Uno de los hallazgos epigenéticos en higado de pacientes obesos
es el incremento de las marcas de metilacion de envejecimiento en este tejido. Ademas, se han

encontrado que genes alterados a obesidad en otros tejidos también se encuentran presentes en

este tejido como /IRS1[67,68].

Por otro lado en uno de los estudios con mayor nimero de muestras de DNA extraido de sangre,

alrededor 4 mil muestras de la cohorte Framingham Heart Study, encontraron que 83 CpGs
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asociados al incremento de IMC, uno de estos sitios (cg11024682) también se asocia a enfermedad
arterial coronaria y a diferentes parametros de adiposidad. Ademads se han analizado los cambios
de metilacién asociados a las intervenciones como ejercicio, cirugia baridtrica y restriccidon
calérica, encontrando que genes que se asocian al incremento de peso o DM2 son

remodelados[69].

Metilacion del DNA y DM2

En estudios recientes se ha reportado que la alteracién de la metilacién del DNA pudiera
ser el vinculo entre muchos de los factores de riesgo para DM2 y la regulaciéon de los
genes[52]. Por ejemplo se sabe que con la edad se incrementa el riesgo de DM2 y como la
metilaciéon del DNA también cambia a lo largo de la vida, se propone que estan relacionados.
Bajo esta premisa Ronn y cols. analizaron la metilacién del gen COX7A1 (citocromo C oxidasa
subunidad VIIa) componente de la cadena respiratoria, que se sabe que presenta una
expresion disminuida en el musculo, en la diabetes y la vejez. Los hallazgos de este reporte
sefialan que durante edades avanzadas se presenta una mayor metilacién y menor expresién,
y se propuso que estas alteraciones disminuyen la actividad de la mitocondria y la captacién
de la glucosa en el musculo. Sin embargo, son pocos los estudios en los que se han utilizado

6rganos metabodlicamente relevantes para la diabetes en estudios longitudinales[70].

En los estudios comparativos de metilacién que contrastan pacientes con y sin diabetes, se
han documentan genes de los que previamente se ha mostrado su relevancia en la diabetes,
por ejemplo: el gen de la insulina (INS), IRS1, Leptina (LEP), FTO, PPARG, TCF7L2 y KCNQ1
[71-73]. Por otra parte, en varios tejidos donde se ha reportado un estado alterado de
metilacién en pacientes con diabetes, por ejemplo en pancreas, donde se encontré que genes
que participan en la diferenciaciéon del 6rgano estan hipermetilados. En tejido adiposo y
musculo de gemelos monocigotos discordantes para DM2, se han mostrado alteraciones en
genes relevantes para la DM2 como KCNQ1, IRS1 y PPARGC1a[74]. En fechas recientes, en
higado se encontraron alteraciones en la metilacién de genes que participan en la lipdlisis.
Adema3s, en nuevas relaciones entre genes y la salud metabdélica como sucede con NCORZ, se
ha visto que el ejercicio incrementa la metilaciéon de este gen y disminuye su expresiéon en
tejido adiposo [75]. Es asi que se propone que entender los procesos de regulacién de la
expresion por mecanismos epigenéticos, como la metilaciéon, ayudardn a entender las
alteraciones que conllevan a diabetes en presencia de obesidad en tejidos altamente

relevantes para la enfermedad.
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Justificacion

Actualmente la prevalencia de la obesidad y DM2 muestran un incremento en paralelo a
nivel mundial, posiciondndolas como problemas de salud publica. Debido a que la
comorbilidad entre estas dos enfermedades estd ampliamente demostrada es necesario

dilucidar los factores que conducen a la DM2 en pacientes con obesidad, ya que estas

enfermedades pueden aparecer conjuntas o de forma aislada.

Aunque existen factores comunes entre estas dos enfermedades aun se estan realizado
investigaciones para entender los mecanismos moleculares comunes en estas interacciones.
Una de las estrategias que se han utilizado en los ultimos afios ha sido los estudios de
asociacion genética. No obstante a los grandes esfuerzos en este campo s6lo una pequefia
parte de la etiologia de la DM2 y de la obesidad son explicados por factores genéticos.
Estudios recientes sugieren que alteraciones epigenéticas podrian desempefiar un papel
importante en la susceptibilidad y las complicaciones de las enfermedades metabdlicas. De
hecho se ha reportado que existen alteraciones en los patrones de metilacién de genes de

adiposidad que podrian estar involucrados en el desarrollo de la DM2 y obesidad.

Por lo que encontrar las alteraciones en los patrones de metilacién en el genoma de tejidos
relevantes para la DM2 durante la obesidad, ayudara entender los mecanismos epigenéticos

que subyacen en estas patologias.
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Hipotesis
Si la regulacién de la expresion por metilaciéon del DNA presenta una alteracién incrementada

en pacientes obesos con DM2, entonces es posible encontrar genes con metilacién diferencial

en tejidos blanco de la insulina entre obesos con y sin diabetes.

Objetivo general

Determinar si existe metilaciéon diferencial de DNA en tejidos de pacientes obesos,
relevantes para el metabolismo de la glucosa que se relacione con la etiopatogenesis de la

diabetes mellitus tipo 2.

Objetivos especificos

1. Identificar si existen patrones diferenciales de metilacién en tejido adiposo

(subcutaneo y visceral) y hepdtico de pacientes obesos con y sin DM2.

2. Identificar si existen patrones diferenciales de metilacién en sangre periférica de

pacientes obesos con y sin DM2.

3. Determinar si existe correlacién entre las alteraciones de los patrones de metilacion y

los patrones de expresion.

4. Identificar cuales son las vias de sefializacién cuya regulacién epigenética se

encuentra alterada en la DM2 obesidad.
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Material y Métodos

Estrategia experimental

Este es un estudio observacional transversal de tipo correlacional con un muestreo no
probabilistico a conveniencia, para cumplir con los objetivos se disefié la estrategia
experimental que se muestra en la Fig. 3. De manera general consisti6 en comparar la
metilaciéon del DNA y expresién de tejidos de pacientes obesos con diabetes (grupo de casos)
con los valores de obesos sin diabetes (grupo de controles) pareados por edad e indice de
masa corporal. Los tejidos analizados fueron la sangre total (ST), tejido hepatico (TH), tejido

adiposo subcutaneo (TAS) y tejido adiposo visceral (TAV).

Obesos
I I
No diabéticos Diabéticos
|Sangre DNAH 27K :j\?fztrtii:l;? 27K DNA | Sangre |
TA Visceral ' TA Visceral
| TA Subcutaneo ‘ I TA Subcutaneo

Higado i6 ead
Expresion | H-12 —| RNA S

NA —H-12
R H > diferencial

Figura 3. Estrategia experimental

Estrategia para el analisis de metilaciéon y expresion diferenciales, 27k se refiere al uso del
microarreglo 27k de [llumina y H-12 el microarreglo HumanHT-12 v4 ambos de Illumina
Reclutamiento de pacientes

Las muestras fueron obtenidas de individuos con obesidad I 6 Il sometidos a cirugia

bariatrica, atendidos en las Clinicas de Atencién Integral para la Obesidad y Enfermedades
Metabdlicas del Gobierno de la Ciudad de México (unidad Tldhuac y unidad Rubén Lefiero).
Los pacientes fueron seleccionados para la cirugia bariadtrica después de 6 meses de una
intervencién en estilo de vida para reducciéon de peso. Ademdas para un andlisis piloto se

incluyeron 3 muestras de TAS de pacientes con normopeso (NP) sin DM2 sometidos a
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liposuccién del Hospital Angeles del Pedregal. Cada individuo fue invitado a participar en el
estudio, después de firmar el consentimiento informado se le realiz6 una encuesta el dia
previo a la cirugia, el consentimiento informado y la hoja de recoleccién de datos se muestran

en la seccién de anexos. El proyecto fue avalado por los comité de ética correspondientes.

Criterios de inclusion

Se incluyeron pacientes mexicanos con diagndstico clinico de diabetes y obesidad grave o
pacientes con obesidad sin diabetes, de acuerdo a las siguientes definiciones operacionales:
* Diabéticos: glucosa en ayuno =126mg/dL o Hb1Ac 2 6.5%.
* No diabéticos: glucosa en ayuno <100 mg/dL y Hb1Ac < 6.5%.
* (Con obesidad grave: IMC 235 Kg/m?

* Pacientes con normo peso: IMC 220 y <25 Kg/m?

Criterios de no inclusion.

Que cursen con obesidad o diabetes causada por algiin sindrome genético o disfuncién

endocrinolégica reportada en su expediente médico, o que no deseen participar en el estudio.

Recolecciéon y almacenamiento de las muestras

Las muestras de la sangre fueron recolectadas una hora antes de la cirugia de una vena
del brazo en dos tubo con EDTA (para extraccién de DNA y RNA ) y en tubo sin anticoagulante
(para andlisis bioquimicos). Las muestras de tejido adiposo e higado se obtuvieron al
comienzo de la cirugia con bisturi arménico en todos los casos de la siguiente manera: la grasa
visceral se obtuvo del epiplén mayor en el centro de la curvatura mayor del estémago. La
biopsia hepatica se obtuvo en el extremo distal del 16bulo hepético izquierdo, justo por
encima del bazo. Para preservar la integridad de los acidos nucleicos, las muestras de higado y
tejido adiposo fueron colectadas en RNAlater®, en tubos identificados con un ndmero nico
por paciente para ser congelados a -70 2C. Todas las muestras fueron obtenidas por personal

calificado, con todos los requisitos de bioseguridad, con el uso de material estéril nuevo.

El almacenamiento, extraccién de acidos nucleicos, andlisis de expresién y metilacién se
realiz6 en el laboratorio de Inmunogendémica y enfermedades complejas del Instituto Nacional
de Medicina Gendémica (INMEGEN), las muestras de tejido y de sueros sanguineos se

encuentran a resguardo a -702C.
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Estudios bioquimicos
Se realizaron determinaciones bioquimicas en suero (glucosa, insulina, colesterol total,
triglicéridos y HDL) y el %Hb1Ac del tubo con EDTA como aditivo, estos estudios fueron

realizados en el Centro Medico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social .

Extraccion de acidos nucleicos

Extraccion de DNA

La extraccion del DNA a partir de SP, se realiz6 con el kit Gentra y para el tejido adiposo
e higado se utilizé el QIJAamp DNA Mini Kit. En ambos casos se utilizaron los protocolos

establecidos por el proveedor (QIAGEN).

Extraccion de RNA

La extracciéon de RNA a partir de SP y tejido hepdtico se realizé por el método de Trizol
(Life Technologies, INC). En el caso de los tejidos adiposos se utiliz6 el kit Rneasy Lipid Tissue
Midi Kit de Qiagen. El RNA obtenido se hidraté en agua libre de RNAsas. La cuantificacion de
los 4cidos nucleicos se realizé en un NanoDrop® ND-1000 v 3.5.2. (NanoDrop Technologies

Inc.)

Integridad de acidos nucleicos

La integridad del DNA se comprobé por electroforesis de gel de agarosa al 1%. Por otro
lado la integridad el RNA se analizd mediante la tecnologia electroforesis digital en un
Bioanalizador 2100 (Agilent) que permite control de calidad y cuantificacién de RNA. La
calidad es estimada en unidades RIN (RNA Integrity Number), en una escalade 1 a 10, 1 indica

totalmente degradado y 10 integro. Se incluyeron muestras con un RIN superior a 8.

Valoracion de la metilacion del DNA

El DNA gendémico fue convertido con bisulfito mediante el kit EZ DNA methylation
(Zymo Research), los perfiles de metilacién fueron cuantificados mediante el chip [llumina
Infinium Human Methylation27 Beadchip de Illumina (27K). El arreglo contiene 27,578 loci
CpG cubriendo 14,000 genes humanos a una resolucién de un nucleétido. Los CpGs en
cromosomas X y Y fueron eliminados para este estudios. El procesamiento de los chips y el

analisis de datos se llevé a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. La adquisicion y
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procesamiento de imagenes se llevo en un lector lllumina iScan de Illumina. Los datos sin
procesamiento se extrajeron usando el software Bead Studio v3.0. Los valores de metilacién
para cada locus CpG se expresan como un valor beta, representando una continua medicién

de 0 (completamente desmetilado) a 1 (completamente metilado).

Obtencion del transcriptoma

Para identificar los perfiles de expresion se utiliz6 el microarreglo HumanHT-12 v4
Expression BeadChip, este arreglo contiene 47 mil sondas que analiza el transcriptoma
completo anotado en el 2009. Las muestras se procesaron siguiendo el protocolo estandar del

fabricante (Illumina).

Pre-procesamiento de los datos genémicos y analisis estadisticos
Las comparaciones de medias se realizaron mediante pruebas que se ajustan a datos no
paramétricos (U de Mann-Whitney). Todos los andlisis estadisticos y graficas fueron

realizadas en ambiente R CRAN Project.

El pre-procesamiento de los datos gendmicos se realiz6 con las bibliotecas de
Bioconductor y se realizaron los siguientes pasos para comprobar la calidad de los

microarreglos de metilacién y expresion :

1) Correccién de ruido de fondo de la fluorescencia para eliminar las sefiales no
especificas.

2) Normalizacién entre los valores de fluorescencia de los distintos microarreglos para
eliminar diferencias técnicas (no debidas a factores biol6gicos). En ambos casos se
normaliz6 con el algoritmo de promedio robusto de multiarreglos (RMA por sus siglas
en inglés). Este es un método rapido y eficiente que permite analizar maultiples
microarreglos asumiendo la misma distribucioén.

3) En particular, para los datos de metilacién obtenidos a partir del DNA de sangre
periférica, se utilizé correcciéon por lote, con el algoritmo Combat (Combating Batch
Effects When Combining Batches of Gene Expression Microarray Data)[76]. En estas
muestras se utilizé este algoritmo para corregir el error sistemdatico que pudiera
existir debido a que estos microarreglos se realizaron en dos corridas diferentes.

Aunque este algoritmo fue creado para microarreglos de expresién en la actualidad es
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ampliamente usado para metilacion. Ademas para sangre se realizé ajuste por
heterogeneidad celular[63] .

4) Por ultimo se estimaron los niveles de expresion y metilacién, calculando la media de
la fluorescencia de las distintas repeticiones de las sondas que se encuentran en el

microarreglo.

Analisis diferencial genémico
Para identificar las sondas en las que existe alguna alteracién en la metilacién o expresion,
se contrastaron los perfiles de expresién y de metilaciéon de los grupos de obesos con DM2 y

obesos no diabéticos.

Estos contrastes fueron analizados por el paquete Limma, el cual estd disefiado para
trabajar en el programa R obtenido de Bioconductor (http://www.R-project.org.). Limma es
una herramienta validada para el andlisis masivo de diversos microarreglos, trabaja de forma
eficiente con un ndmero considerable de muestras, asimismo integra funciones de pre-
procesamiento y analisis estadistico frecuentista y bayesiano[77]. Limma modela la expresion
génica a través de modelos lineales generales y evalda el contraste deseado entre dos o mas
grupos. En general, realiza una prueba de diferencia de medias con ajuste para maultiples
comparaciones. Estas pruebas han sido ajustadas para lidiar con alto nivel de ruido y
varianzas en experimentos con pocas muestras e incluyen en el analisis aproximaciones

bayesianas.

Analisis de enriquecimiento genémico

Ademas de conocer los genes que se encuentran diferencialmente alterados, también se
identificaron en que vias en las que participan dichos genes, para lo cual se utiliz6 la estrategia
de enriquecimiento gen6émico. Esta estrategia consiste basicamente en contrastar los genes
diferenciales con bases de datos de vias metabdlicas, procesos biologicos o enfermedades. Por
medio de algoritmos de agrupamiento se identifican patrones con significancia estadistica.
Para este trabajo los andlisis de andlisis de procesos bioloégicos se realizaron en la

herramienta DAVID V6.7, en el modulo de proceso biolégico con una significancia p<0.05 [78].
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Analisis de agrupamiento del panorama epigenético

Para entender la correlacién entre los patrones de metilacién y los patrones de expresion,
primeramente se disefio la siguiente estrategia: se obtuvo la mediana para cada sitio CpG y
sonda de expresidn, esto se realiz6 primero en el grupo control en cada uno de los tejidos.
Posteriormente, se relacionaron las bases de metilacién y expresién, para obtener una
perspectiva grafica de la relacién metilacién-expresion, utilizando el nombre del gene como
dato en comun. Posteriormente, con la biblioteca MCLUST (Gaussian Mixture Modelling for
Model-Based Clustering, Classification, and Density Estimation), se llevé a cabo un andlisis de
agrupamiento de datos, basado en la densidad de los mismo en la grafica de metilacién vs
expresion. Esto nos permite hacer una clasificaciéon de los genes basados en sus niveles de
metilaciéon y expresiéon. La herramienta MCLUST nos permite obtener el nimero de grupos
mas probable (k), utilizando en el criterio de informacién bayesiana (BIC), que se forma por el
agrupamiento de datos, que en este caso fue k=6. De esta forma se identificé el grupo al que
pertenece cada gene (en la relacion metilacién-expresion), en el grupo control (obesos sin
DM2, OND). La clasificacién obtenida en el grupo control se us6 como base para el andlisis de
datos en el grupo casos (obsesos con diabetes, OBD), y de esta manera conocer los genes que
se desvian del comportamiento que presenta el grupo control [79,80]. Esta estrategia
bioinformatica fue disefiada para identificar genes que al disminuir su valor de metilaciéon

aumentaban su expresion.

Correlacién de las alteraciones en metilacion y expresion

Ademas, para evaluar la correlacién entre la alteracion de la metilacién del DNA y la
expresion génica diferencial, seguimos una estrategia publicada previamente por Noushmehr
en el 2010[81], que consiste en graficar los valores de p de los cambios en metilaciéon vs
expresion. Al graficar estos valores se asigna un signo, segin sea el sentido del cambio
(positivo para sobreexpresion o hipermetilacion y negativo para subexpresién o
hipometilacién). En el presente trabajo se resaltan las sondas que se mostraron
significativamente alteradas en la expresién de manera negativa y significativamente
hipermetiladas, y en las sondas que estaban significativamente sobreexpresadas y

significativamente hipometiladas.
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Resultados

Se formé un banco de tejidos en el laboratorio de Inmunogenémica y Enfermedades
Metabolicas del INMEGEN, del cual se eligieron los pacientes que cumplieran con las
caracteristicas requeridas para el estudio. Los dos grupos de pacientes fueron pareados por
IMC, género y edad. Las caracteristicas clinicas de los individuos analizados se muestran en la
Tabla 1. Los individuos de ambos grupos presentaron parametros bioquimicos similares, con
excepciéon de los relacionados a indices glucémicos (glucosa, %HblAc y HOMA-B,
significativamente diferentes entre los grupos). Ademads, los individuos con diabetes y
obesidad mostraron valores altos en colesterol y triglicéridos aunque no alcanzaron la
significancia estadistica. A partir de ST, TAS, TAV y TH, se aisl6 el DNA, se cuantifico y se
verificé que contara con la calidad necesaria para ser analizado por microarreglos. Después de
la conversién por bisulfito, los perfiles de metilacién se realizaron con el microarreglo 27K de
[llumina. Los valores beta se calcularon a partir de los datos filtrados por calidad, después de

ser normalizados.

Tabla 1. Datos antropométricos de individuos con obesidad, sin diabetes y con
diabetes.
Individuos diabéticos con Valor p

Parametro Individuos no

diabéticos con obesidad
obesidad

n (Mujer/hombre) 16/7 16/7 -
Edad (afios) 40.96 + 6.19 41.75 +9.93 0.71
IMC (Kg/m?2) 42.95 +6.06 41.19 +5.51 0.39
Presi6on sanguinea 75.6 £7.28 72.67 £9.38 0.48
diastélica (mmHg)

Presion sanguinea sistélica 124.7 +15.11 120.33 £ 15.63 0.68
(mmHg)

Colesterol total (mg/dL) 170.11 + 33.73 205.11 £ 51.58 0.18
Triglicéridos (mg/dL) 148.28 £ 62.6 193.44 £ 98.61 0.14
Colesterol-HDL (mg/dL) 33.37+£11.28 37.03+11.37 0.33
Glucosa en ayuno (mg/dL) 84.35 + 8.68 123.1 + 28.52 2.63x10-07
%Hb1Ac 5.35+0.19 6.93 + 0.94 1.03x10-06
Insulina UI 12.99 + 6.59 18.23 £ 19.01 0.38
HOMA %B 155.92 £ 61.21 83.06 + 39.54 2.37x10-95

32



Después de excluir a los sitios CpG que se encuentran en cromosomas sexuales, como control
de calidad se evalu6 primeramente la concordancia entre los patrones globales de metilaciéon
en 26,486 sitios CpG de los cuatro tejidos. Se obtuvo la matriz de correlaciéon de Pearson con el

total de las sondas y se realiz6 un agrupamiento jerarquico en las muestras (Fig. 4).

Correlacion de Pearson

L ———

09 0.94 0.98 1

Figura 4. Agrupamiento de los datos de metilacion de los tejidos de pacientes con obesidad.
El mapa de calor representa el coeficiente de correlacion de Pearson del estado de metilacion de los

sitios CpG autosémicos entre diferentes tejidos de todos los individuos. La barra de colores superior
indica el tipo de tejido. La escala de color verde indica el valor de la correlaciéon de Pearson.
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Los patrones de metilacién mostraron una mayor correlacién entre las muestras del mismo
tejido de diferentes pacientes que entre las diferentes muestras de tejido del mismo paciente.
Podemos observar que todos los tejidos se agrupan de acuerdo al tipo de tejido. Al comparar
la metilacién con el total de sitios analizados, no observamos un agrupamiento que nos
permitiera diferenciar los individuos con diabetes de los que no la presentan. Ademas, al
contrastar los valores promedio de cada uno de los sitios entre los distintos tejidos, se
encontré que los diferentes depdsitos de grasa (TAS y TAV) mostraron la més alta correlacion
(0.99) entre ellos en los valores de metilacién, mientras que la correlacién mas baja fue entre

el ST y TH (0.97) (Fig. 5).
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Figura 5. Comparacion de la metilacion promedio de los tejidos.

Los recuadros de la diagonal central muestran la distribucion de los valores promedios para cada
uno de los tejidos. Los recuadros superiores muestran la r de Pearson global para la comparaciéon
entre tejidos. El panel inferior muestra la graficas de puntos de la dispersién de las comparaciones.
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Metilaciéon del DNA diferencial entre individuos con obesos con y sin diabetes

Para identificar las alteraciones en la metilacion en pacientes diabéticos obesos, se
compararon los perfiles de metilacién del DNA de TAV, TAS, TH y ST, entre los individuos OBD
y los OND. Se encontraron diferencias significativas entre los dos grupos, aunque estas son
sutiles (muchas de ellas cercanas al 1%). En la Fig. 6 se muestra la distribucién de los cambios

en los diferentes tejidos, siendo el TAV el tejido con mayor nidmero de cambios.

ST TAS

(0]
© (0]
© @ e © n
ca ¥ c (98
+ <
go 6 &
) o 8 O o _L
015 005 005 015
015 005  0.05 0.15
Delta Beta Delta Beta
o ()
o ©
0 [7)]
208 288
caw 5 Q
go o 8 © o
O 1 1 T T T
015 005 005 015 015 005 005 0.15
Delta Beta Delta Beta

Figura 6. Distribucién de los cambios significativos.

En las graficas de barras se muestra la distribucién del total de los sitios CpGs que resultaron con
una p<0.05 en los cuatro tejidos. El valor beta es la diferencia de la metilacion promedio del los
pacientes obesos con diabetes y los pacientes obesos sin diabetes.

El andlisis de agrupamiento jerarquico con los primeros 500 sitios CpG (ordenados por
significancia) identific6 2 grupos principales en los cuatro tejidos que corresponde a los
grupos OBD y OND. En el TAV y TH todas las muestras de OD se agruparon juntas, en el TAS
una muestra de OD agrupa con muestras OND, mientras que en ST mas de una muestra de OD
se intercalaron entre el grupo OND (Fig. 7A).
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A continuacién se realiz6 un filtro para determinar sitios CpG diferencialmente metilados
(CDMs), que se definieron como aquellos que alcanzaron al menos el 5% (corte estandar en la
diferencias de la metilacién) en la diferencia de la metilaciéon (A) entre los grupos de OND y
OBD, para cada uno de los tejidos y un cambio significativo con valor p <0.05. Todos los
tejidos mostraron CDMs, sin embargo, TAV muestra el mayor nimero de CDMs (340
positivos=78 y negativos=262), seguido de TH (185, positivos =57 y negativos=128), TAS (68,
positivos=29 y negativos=39 ) y ST (12, positivos=9 y negativos=12 ) (Fig. 7B). La lista
completa de los CDMs se muestran en las Tablas 2-5 para cada uno de los tejidos. Dicha lista
incluye genes con CDMs relacionados con DM2 o la obesidad, tales como: IRS1, LEP, ADIPOQ
en TAS, LCAT, FOXA-2, KCNQ1 y GCKR en TAV, PKD4, HNF4A, y PON1 en TH.
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Figura 7. Perfiles de metilacion diferencial en individuos obesos con diabetes.

A) Mapas de calor de los primeros 500 sitios CpG diferencialmente metilados. La barra superior
indica el estado medico de los individuos obesos, en azul se muestran los individuos sin diabetes y de
amarillo los individuos con diabetes. B) Grafica de las comparaciones entre OBD y OND en los
diferentes tejidos, los puntos azules indican los CDMs.
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Figura 8. Comparacion de los diferentes CDMs en los tejidos.

A) Diagrama de Venn de los sitios hipermetilados en los OBD. B) Diagrama de Venn de los sitios
diferencialmente metilados negativamente. C) Sitios con correlacién con sangre y otros tejidos: ALOX12
(cg03760483), PSMD5 (cg09419670) y SLC9A2 (cg20050113).

Interesantemente algunos CDMs alterados se presentan en mds de un tejido, en ST y TAS:
PSDM5, PARMR1 y SUMO3, entre ST y el TAV: SLC9A2, el ST y TH: ALOX12, entre TAS y TAV:
MTHFD2, CCDC185 y SUMF1, ademas entre TAV y TH: FUCA1, C40fF33, PRAPP1, SNX4,
TMEM109 Y ZNF597, mientras que TAS y TH solo mostré MIAZ (Fig. 8B). ALOX12, PSMD5 y
SLC9A2 mostraron una correlacién significativa entre el ST y otros tejidos. Este resultado
proporciona genes con el potencial de ser empleados como biomarcadores para DM2 en las

muestra de ST (Fig 8C).

Para conocer los procesos biolégicos en los que participan los genes donde se encontraron
CDMs, se realiz6 un andlisis de enriquecimiento de genes, las vias identificadas
significativamente se muestran en las Tablas 6-8. En donde encontramos vias como
regulacién del metabolismo de lipidos, regulaciéon del metabolismo de glucosa y respuesta a

estimulo de glucosa en TAS, regulacién de apoptosis y ciclo celular en TAV, homeostasis y
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ciclo celular en TH. La ST no mostr6 ningiin enriquecimiento significativo, probablemente por

la reducida cantidad de sitios CpG.

Con el objetivo de conocer la aportacién de la obesidad a los cambios en la metilacién se
realiz6 un andlisis preliminar de metilacién diferencial en TAS en dos contrastes: OBD vs NP y
OND vs NP. La Fig. 9A muestra los individuos OBD presentan un mayor nimero de CDMs
(n=405) en comparacién con los obtenidos en OND (n=193), al comparar los sitios ambos
grupos presentan practicamente las mismas alteraciones Fig. 9B. Algunos de los sitios que
muestran los mayores cambios se les ha relacionado previamente a diabetes, por ejemplo
GSK3B, PI3KCA y EIF4E. En la Fig. 9C se muestran algunos genes que mostraron metilacion
diferencial en ambos contrastes y se resalta que los pacientes OBD presentan un mayor grado

de alteracion.
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Figura 9 Metilacién diferencial en TAS de pacientes OND, OBD y NP.
A) Gréfica de las comparaciones de la metilacion entre OBD vs NP (figura superior) y OND vs NP
(figura inferior). B) Diagrama de Venn de los sitios diferencialmente metilados compartidos entre los

dos contrastes en TAS. C) Valor de metilaciéon en genes con metilacion diferencial en los grupos
analizados.
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Expresioén genética diferencial

La metilaciéon forma parte de los procesos de regulacién de expresién genética, para
conocer cémo las alteraciones en la metilaciéon pueden repercutir en la expresién se realiz6é un
analisis de expresidn global con microarreglos. Los resultados mostraron cambios sutiles en la

expresion en los obesos con diabetes en los 4 tejidos.

Utilizando las primeras 500 sondas diferencialmente expresadas (ordenadas de acuerdo a su
significancia), se realizé el agrupamiento jerarquico que se muestra en la Fig. 10A. Se muestra
que los TH y TAV lograron agrupar a los individuos de acuerdo a su estatus de la enfermedad,
mientras que en TAS se muestra una tendencia a la formacién de los grupos, con varias

muestras intercaladas y en ST no hay un patrén de agrupamiento.

Por otra parte, se observo que Unicamente 36 sondas presentaron un cambio mayor a un |log
fold-change| >1 en los tejidos de diabéticos obesos, distribuidos de la siguiente manera: 17 en
ST, 6 en TAS, 9 en TAV y 4 en TH. Empleando un andlisis con un punto de corte de (|log fold-
change|>0.8), identificamos 43 sondas. Estos resultados se presentan en la tablas 9-12 (Fig.
10B). En la lista se incluye genes que se les ha relacionado previamente con la fisiopatologia
de la diabetes o enfermedades metabélicas, por ejemplo: ACSL6, AMFR, PCLB1, SOCS-1, UTSZ y
USF1 en sangre; AMFR, CCL20, EDN1, LIPG, PTX3, SLAMF1y TNC en TAS ; ALOX15, G3BP2, FOSB
y WISP2 en TAV and HLA-DRB1 and PLA2GZ2A en TH. La sonda para el gene AMFR se encontr6
sobre expresada en ST, TAS y TAV, ademas la expresion encontrada en ST para el gene AMFR

correlaciona de manera significativa con la expresiéon en TAS (r=0.71, p=0.01).
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Figura 10. Expresion diferencial en los tejidos analizados.

A) Mapa de calor de los primeros 500 transcritos diferencialmente expresados entre OBD y ODN la
barras de color en la parte superior del mapa de calor indican pacientes sin diabetes en amarillo y
pacientes sin diabetes en azul. B) Graficas de volcan de la comparacién de la proporcion de cambio
(logFC) y la significancia expresada como el logaritmo de base 2 del valor p. La linea punteada
horizontal indica un valor de p=0.05, las lineas verticales indican |1]| y |0.8| del logFC. Los punto que
con expresion diferencial son resaltados en azul.

Correlacion de alteraciones en metilacion y expresion genética

Con el objetivo de identificar las posibles repercusiones de la alteracién en la metilacién
sobre la expresion genética, se siguieron dos abordajes: primeramente se buscé la correlacion
global de metilacién con la expresion, para asi conocer el panorama de la relacién metilacién-
expresion. En la figura 11 se observa un ejemplo que los panoramas generales en TAS, de
manera global. Se puede observar que no existe diferencias en el comportamiento global de la
relacion metilacién-expresion, en los individuos obesos con diabetes comparados con
aquellos que no tienen diabetes. La conservacién de la distribucién de estos panoramas

epigenéticos se conserva en los otros tejidos.
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Cantidad de datos

Figura 11. Panoramas globales de expresion y metilacion.

Grafica de densidad bidimensional de la comparacién metilacién (rango de valores beta de
0 a 1) y en expresion genética (rango de valor de florescencia absoluta de 5.5 a 15). La
escala de color indica la densidad de valores (de azul a rojo). A. Grafica de metilacidon y
expresion en TAS de individuos con obesidad. B. Grafica en individuos con obesidad y con
diabetes.
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Cuando se localizan los CDMs en una grafica de comparacién de la expresion genética y
metilacién de DNA, se puede observar que se encuentran en regiones limitada a valores beta
mayores a 0.1 y menores de 0.8, en todos los tejidos (Fig. 12A). Para identificar si existen
cambios en el comportamiento de genes individuales, en el panorama de metilacion-
expresion, se sigui6 la estrategia de agrupamiento disefiada para este estudio y descrita en la

seccion de métodos.

Los resultados de agrupamiento de los datos, muestran que los grupos que se forman
tienen concordancia con categorias bien definidas en expresién y metilacién. Por una parte, se
pueden distinguir un limite entre los grupos que corresponden a genes expresados y genes
apagados, a pesar de que los genes activos se distribuyen en un rango amplio segin los
niveles de expresién (expresién baja y alta, Fig. 12B). Por otra parte, los datos de metilaciéon
mostraron que en TAV, TAS y ST existen tres regiones de metilaciéon (metilacién baja,
intermedia en color naranja y alta de color rojo) y dos grupos con alta expresiéon con
metilacién baja (tonos claro de color verde). En el caso del TH el grupo de metilacion alta y
expresion bajas (grupo rojo) y uno de los dos grupos de expresiéon alta no se lograron

identificar por el algoritmo de agrupamiento.

Una vez establecido el agrupamiento de los genes en el panorama epigenético, en el grupo
control, contrastamos si este agrupamiento se conserva en los individuos con diabetes. Se
puede observar que globalmente, el agrupamiento se conserva en todos los tejidos, aunque se
presentan cambios sutiles en los agrupamientos (Fig. 12C). Por ejemplo, en TAV se presento la

mayor alteracion en el gen TPJ2 (del inglés tight junction protein 2, r=-0.5, Fig. 12D).
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Figura 12. Graficas de la comparacién del agrupamiento de datos en obesos diabéticos y no

diabéticos.

A. Graficas de la comparaciéon de expresion y metilacion de DNA sin clasificar, los puntos negros
representan los sitios CpG con el valor de expresion correspondiente al gen donde se encuentran. Los
puntos resaltados en rojo en este panel representan CDMs en el tejido. B. Clasificacion de los valores en
los obesos sin diabetes, cada uno de los grupos clasificados en el tejido es representado por diferentes
colores. C. Agrupamiento de los valores en los individuos con diabetes y obesidad utilizando la
clasificacion de los obesos sin diabetes. D. Analisis en TAV con énfasis en el gene TJP2 donde se
muestra una correlacion de Pearson de -0.5 entre la expresion y la metilacion en pacientes obesos. Los
puntos con borde azul muestran el promedio del valor en obesos los puntos verdes con borde negro

muestran los valores de pacientes obesos diabéticos.
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Por otra parte, se utilizé una estrategia publicada por Noushmehr en el 2010[81], para
identificar los genes que significativamente se encontraron alterados en expresién y
metilacién, donde se filtraron aquellos sitios que presentaran un valor p menor a 0.05 para las
comparacion de OND y OBD, en los cuatro tejidos, graficando los valores de la significancia de
los cambios en metilacién y expresion. Los sitios que cumplieron este requisito se muestran
en la Fig.13. Varios de estos genes fueron previamente identificados como CDMs en este
trabajo: PSMD5 in ST; DST, MGAT4C, LEP, and ZNF3 en TAS; BRDT, PSG6, SLITRK1, AUH,
CRISPLD1 y PIB5PA en TAV, y SYT7, LTBR, CATSPER2, LPAL2, NCALD, ZDHHC11, LGTN, OXT y
PRSS21 en TH. La listas completas por tejido de los genes que cumplen con el filtro menor a
0.05 son mostradas en las Tablas 13-16. El analisis de enriquecimiento de estos genes,
siguiendo la estrategia descrita en los métodos, mostr6 que las vias relacionadas a regulacion
positiva de la funcién molecular en ST, organizaciéon mitocondrial en TAS, osificacién en TAV y
secreciéon en TH se encentran alteradas. Las listas de enriquecimiento se muestran en la Tabla
17. Ademas, identificamos genes que se les ha atribuido un papel en fisiologia de la
enfermedad por ejemplo en inflamacién encontramos genes como CCLZ27 y PSMD5 en ST;
TNFS11, CYP2]2 y ALOX15 en TAVy en LTRB en TH, y en relacion a la resistencia a la insulina o
diabetes: LEPy SCT en TAS; IGF2 en TAV; NRG4, PLA2G2A en TH.
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Figura 13. Comparacion de las alteraciones en la expresion y metilacion.

Grafica radial de puntos de la comparaciéon de la metilaciéon del DNA y la expresion génica
significativas. Las lineas discontinuas indican un valor p de 0.05. Los puntos rojos indican
genes que estan significativamente regulados a la baja (RegBaja) e hipermetilados (HiperMet).
Los puntos verdes indican genes que estdn significativamente regulados al alza (RegAlta) e
hipometilados (HipoMet). Los CDMs identificados en el presente trabajo se destacan con un
contorno negro y un tono mas claro.
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Discusion

La obesidad y la diabetes son enfermedades complejas, con un origen multifactorial. Se
han propuesto varios mecanismos para explicar la vinculacién entre DM2 y obesidad, entre
los que destacan la inflamacién crénica del tejido adiposo y la induccién de estrés en reticulo
endoplasmico [13,84]. Las evidencias actuales sefialan que los mecanismos epigenéticos
pueden tener una papel relevante en las enfermedades metabédlicas, como la diabetes y
obesidad, ademas que la epigenética estd aportado nuevo conocimiento para entender la
interaccién gene-ambiente, por lo que entender este proceso es fundamental para la dilucidar
el riesgo incrementado a padecer diabetes en individuos con obesidad. En este estudio
analizamos las alteraciones en la metilaciéon del DNA en sangre, higado y tejidos adiposo de
pacientes obsesos con diabetes comprado con un grupo de pacientes con obesidad sin

diabetes, ademas documentamos la implicacion de estas alteraciones sobre la expresidn.

Al analizar la correlacién de los perfiles globales de metilacién del DNA, las muestras se
agrupan por tipo de tejido, y no por individuo o por la presencia de DM2 (Fig. 4). Esto
refuerza la idea de que las huellas epigenéticas son claves en la diferenciacién celular y en el
establecimiento de fenotipos especializados[85]. La correlacién mas alta entre los perfiles de
metilacién del DNA se present6 en tejidos adiposo subcutaneo y visceral, indicando el alto
nivel de similitud funcional entre ellos. Ademas, se muestra que los cambios epigenéticos en
DM2 no son alteraciones globales y permite agrupar por el tipo celular y no por la enfermedad
(Fig. 4), a diferencia de lo que ocurre en otras enfermedades como cancer, esto robustece la
idea de que en enfermedades metabdlicas las alteraciones se presentan en genes particulares

y no en todo el epigenéma [86].

Por otra parte, una vez analizada la metilacién diferencial observamos que los primeros
500 CpGs significativamente alterados en LT y los tejidos adiposos, son suficientes para
distinguir los perfiles de metilaciéon de los grupos con diabetes de los controles. Resultados
similares se han reportado en pancreas, donde las alteraciones epigenéticas hace una clara
discriminaciéon de los pacientes con DM2[87]. Esta distincién también se ha reportado
durante la resistencia la insulina en el tejido adiposo visceral [88]. El tejido adiposo visceral
mostré el nimero mas grande de CDMs, asi como los mayores niveles de cambio (Delta beta)
de todos los tejidos analizados. Las menores alteraciones se encontraron en sangre, seflalando

la limitada utilidad de este tipo muestra en los estudios epigenéticos, como algunos autores
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han puesto de manifiesto previamente [89]. El niimero limitado de CpGs en sangre se
mantiene, inclusive después de la correcciéon por heterogeneidad celular probablemente por
la participacién secundaria en las alteraciones metabdlicas de la sangre periférica. Ademas, se
observé que, una mayor proporcién de cambios hacia hipometilacién, lo que previamente ha
reportado[90,91]. Algunos, autores han propuesto que alteraciones en el metabolismo del
acido folico en los individuos con diabetes pudieran estar relacionados con la reduccién en los

niveles de metilaciéon en el DNA [92].

En este trabajo se identificaron nuevas alteraciones epigenéticas en genes que
anteriormente se han relacionado con DM2 o sus complicaciones como: LCAT y FOXA-2 ambos
alterados en TAV. LCAT es una enzima clave para el metabolismo de HDL que su disminucién
correlaciona negativamente con los niveles de %Hb1Ac. Por otro lado FOXA-2 participa en la
diferenciacién del adipocito por medio de la induccién de genes importantes para este
proceso como GLUT-4, ademds se han encontrado variantes genéticas asociadas al riesgo en
el gen y su expresion se asocia a la diferenciacién de células beta pancreaticas [93-96]
también en TH: FGF21 y PKD4, que se han relacionado con la homeostasis de la glucosa
hepatica, funcionando como sensores del estado energético y participando en vias lipogénicas
por medio de la regulacién de miembros de la familia PPAR (gamma y alfa) [97-99]. Ademas,
es importante resaltar que varios de los CDMs identificados estan localizados en genes
previamente reportados con metilacion alterada del DNA en diabetes, como IRS1, LEP, KCNQ1,
PON1 y ADIPOQ [72,100,101]. Este resultado sugiere que ciertas marcas epigenéticas estan
presentes sin importar la etnicidad, ya que la mayoria de los estudios epigenémicos han sido
realizados en poblacién caucasica y este trabajo representaria una de las primeras evidencias

para poblaciones latinoamericanas.

A pesar de que en su mayoria los CDMs que encontramos son especificos para cada tejido,
inclusive entre los tejidos adiposos, varios CDMs fueron compartidos entre los tejidos, sobre
todo entre el TAV y TH. Entre estos genes con los CDMs compartidos, encontramos a SNX4,
proteina que participa en el trafico intercelular, se ha repostado que interactia con los
receptores de insulina y leptina[102]; ALOX12 que se ha propuesto como vinculo entre la
DM2, obesidad e inflamacidn, se han reportado que los metabolitos de esta lipooxigenasa de
acido araquidoénico tiene un papel relevante durante la diabetes y sus complicaciones en los
diferentes tejidos como pancreas, rinén y tejido adiposo. En este udltimo tejido se ha

demostrado que metabolitos de las lipooxigenasas forman parte de los ligandos de PPAR-
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gamma pieza fundamental en la adipogénesis [103]; ademas de MIAZ, que se ha planteado
como marcador de dafio y regulador del metabolismo del colesterol en el higado, regulando el
trafico de proteinas en reticulo endoplasmatico, este resultado pudiera estar relacionado a la
dislipidemia presente en el grupo de los diabético de este estudio que presentan valores

promedio superiores [104].

Interesantemente, los valores en unos pocos de estos genes muestran una correlacion
significativa entre el valor de metilacién entre los tejidos y la sangre, en los genes ALOX12,
PSMD5 y SLC9A2 (NHEZ2). La expresion y actividad de NHE2, que codifica para un
intercambiador apical de Na*/H*con localizacién membranal, se ven disminuidas durante un
estado inflamatorio esto podria relacionarse al estado general de inflamacién de la obesidad y
diabetes. Los sitios CpG con correlaciéon podrian ser de utilidad como biomarcadores para
conocer el estado de metilacion de dichos érganos a partir de una muestra de sangre
periférica. Una de las propuestas que se manejan para explicar esta alteracién en espejo entre
tejidos, es que las células son expuestas al mismo ambiente adverso que altera la metilacion
del DNA en los diferentes tejidos, aunque estas marcas sélo tiene un efecto en los tejidos
donde le gen se encuentra activo y tiene una participaciéon en las funciones del
mismo[105,106]. En este estudio logramos identificar algunas marcas de este tipo y, dada su
relevancia, se necesitan profundizar mas en su estudio, para delimitar las regiones y los sitios

CpG que en la sangre puedan reflejan el estado de metilacién del DNA en otros tejidos.

En este trabajo se realiz6 un estudio preliminar comparando el estado de metilacién de
TAS en individuos normopeso e individuos OBD y OND. El mayor niimero de cambios fue
mostrado en los pacientes con diabetes y obesidad, es de resaltar que los cambios en los
pacientes OBD incluyen casi la totalidad de los cambios encontrados en los pacientes OND.
Kirchner en el 2016 comparé estos mismos contrastes de pacientes en higado y encontré que
aproximadamente la mitad de las diferencias se compartian entre los dos contrastes [91], esto
aunque en otro tejido fortalece la idea de que los cambios en la metilacién por la obesidad
pudieran ser un paso previo en la alteracién de las metilaciéon de la DM2. Varios de los genes
hipermetilados previamente se encuentran reportados asociados al metabolismo de glucosa 6
diferenciaciéon del tejido adiposo como PI3KCA y GSK3B, como se muestra en la Fig. 9C
[107,108].

Los resultados de la comparacién con los pacientes NP nos sugieren que los cambios en la

metilacién asociados a la obesidad son un paso progresivo hacia la diabetes como
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previamente se ha sugerido [68], una limitante del estudio es el bajo numero de TAS en NP y
la falta de los otros tejidos por lo que estos resultados en este contraste deben ser tomados
con cautela. De igual manera, para comprender de una forma mas completa el papel de los
cambios epigenéticos sobre el metabolismo y el desarrollo de la diabetes en pacientes obesos
serdn necesarios estudios funcionales para conocer el posible impacto fisiolégico de las

alteraciones epigenéticas encontradas en este estudio.

Son pocos los datos publicados donde analizan la expresion alterada en tejidos relevantes
para la resistencia a la insulina de pacientes con DM2. Una de las principales vias que se han
encontrado alteradas a nivel de expresion genética son los procesos inflamatorios, en este
trabajo también encontramos alteraciones en genes relacionados a estos procesos, en todos
los tejidos analizados, SOCS1 en ST; CCL20y SLAMF1 en TAS; ALOX15 en TAV y PLA2G2A en
TH. Es asi que, este trabajo aporta mayor evidencia de que la inflamacién crénica y sistémica
parece ser una caracteristica de la diabetes, como otros han sugerido previamente
[92,109,110]. Otras vias importantes, como adipogénesis, puede estar también alterada, ya
que encontramos genes que participan en este proceso en TAS (AMFR) y en TAV (AMFR,
ALOX15 y FOSB). De hecho, la sobreexpresién de AMFR se encontré en 3 tejidos (ST, TAS y
TAV) y se encontr6 una correlacién entre los valores de expresién de TAS y ST, por lo que es
un biomarcador factible de expresién, para el estado metabdlico del tejido adiposo
subcutdneo. En ratones “knockout” para el receptor AMFR, se ha visto que estan protegidos de
las alteraciones, en el metabolismo de lipidos y resistencia a la insulina, inducidas por una
dieta obesogénica, la inhibicién in vitro AMFR mostré que disminuia la expresion del factor de
transcripcion C/EBP-alfa que junto con PPAR-gamma son pieza fundamental de la

diferenciacion del adipocito [111].

La consecuencia directa de las alteraciones en metilacién del DNA, es que pueden conducir
a desregulacion en la transcripcion y, a la fecha, no existe un catalogo de sitios CpG donde la
alteracion en la metilacién induzca una desregulacién de la expresion en cada gen, en cada
tejido en particular, ademas que es un campo con gran interés. En este trabajo, primeramente
se describi6 el comportamiento general de la relacién metilacién-expresién (Fig. 11). Se
observd que los mayores cambios en la metilacion ocurren en regiones con metilacion
intermedia, esto podria estar indicando que los sitios con valores extremos en la metilacion
(cercanas a 0 6 1) estan protegidos de la alteracién (Fig. 12A) por lo nos podria sugerir que los

niveles extremos estan protegidos de cambios.
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Al realizar el andlisis de agrupamiento nosotros describimos, por primera vez, una
estrategia bioinformatica que permite identificar de manera estadistica los grupos a los que
pertenece cada gene en relaciéon a los niveles de metilaciéon (hipometilado, metilacion
intermedia o hipermetilado) y de expresién (sobreexpresado o subexpresado) (Figura 12B).
Previamente se han establecido puntos de corte arbitrarios, para delimitar los grupos a los
que pertenecen los genes segin sus niveles de metilacién o expresion [112,113], por lo que la
nueva estrategia que se propone en este trabajo eliminaria el sesgo, al usar grupos formados
por densidad de datos, cuyos limites se establecen por el propio comportamiento de los

mismos.

El definir los patrones generales de metilacion ha ayudado a entender posibles
interacciones con otras marcas epigenéticas, por ejemplo con las modificaciones de las
histonas, lo que podria relacionarse con la organizacién de la cromatina. En la regién de genes
hipometilados, se encontraron varios tipo de comportamientos en relacién a su expresioén, ya
que encontramos genes altamente expresados y otros apagados o de baja expresion, lo que
refleja que un estado de desmetilacién, es una condicién necesaria pero no es suficiente para
que un gene se exprese, ademas de que entre los genes desmetilados se encuentran genes que
son activables bajos ciertas condiciones celulares y no pueden apagarse de manera

constitutiva.

De manera general, observamos que la estructura de los grupos en los datos de los
pacientes con DM2 (Fig. 12C) se conserva al comparar la estructura encontrada en los obesos
sin diabetes (Fig.12B). Los cambios que se presentan cambios en todos los tejidos de los
pacientes con DM2, que si bien suceden en niveles moderados, se observan en varios genes
con relevancia en la DM2, lo que apoya la hipétesis que durante las enfermedades complejas,

participan multiples genes que contribuyen con en el fenotipo final.

Bajo la estrategia de identificar genes cuyo cambio los alejara de sus grupos respectivos,
se identificaron genes entre los que se encuentra T/P2 en TAV. La inhibicién de la expresion
de este gene, también conocido como Z0-2, se ha asociado a una incremento en la funcién de
GSK3-beta, por medio de disminucién de la fosforilacién de la cinasa, en otro estudio se
comprobd que la inhibicién selectiva de GSK3-beta disminuye la resistencia a la insulina en
musculo[82,83]. En este trabajo T/P2 se encontr6 hipermetilado y apagado durante la DM2 lo
que podria estar incrementando la funcién de GSK3-beta y asociarse a la RI de los individuos

con DM2. Esta estrategia bioinformatica de agrupamiento de genes se ha comenzado a
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emplear en un modelo de cancer, donde se ha logrado identificar un nimero mayor de

cambios con correlaciones funcionales importantes (datos no publicados).

Por otra parte, al correlacionar los cambios significativos en metilaciéon y expresion se
identificaron varios genes que participan en adipogénesis, inflamacién y resistencia a la
insulina. Estas vias han sido estudiadas y propuestas como vinculos entre obesidad y la DM2.
Dentro de estos genes nosotros encontramos genes como LEP, KCNQ1 y IGF2. También
encontramos uno de los genes mas reportados con alteracién en metilacién, KCNQ1 [75,114-
117]. Es importante resaltar que al estar analizando pacientes obesos las diferencias
epigenéticas podrian sefialar alteraciones fisiol6gicas propias de la diabetes en presencia de la
obesidad, por lo que son necesarios mas estudios en individuos en pacientes con normopeso

con presencia y ausencia de diabetes.

Otro grupo de genes que identificamos como alterados fueron aquellos que participan
en el almacenamiento de grasa. Se ha propuesto que una caracteristica de individuos con alto
riesgo a enfermedades metabdlicas es la acumulacion ectépica de grasa independiente del
IMC [118]. En fechas recientes, se report6 que en el higado de pacientes diabéticos existe una
alteracion en metilacién del DNA en genes que participan en lipogénesis [91]. De los genes
que encontramos alterados en metilacién del DNA y expresion génica se encuentran ALOX15,
OPRM1, NRG4 y SCT. Estos genes tienen un demostrado papel en el mantenimiento del tejido
adiposo, pero no hay informes previos a este donde se reporte la alteracién epigenética de

estos genes en DM2.

Ademas nosotros también documentamos genes que participan en la inflamacién como SOCS1
en ST; CCL20 y SLAMF1 en TAS; ACP5, FOS'y JUN en TAV; y PLA2G2A en TH, proceso que ha
sido ampliamente relacionado con la RI. Lo que nos haria suponer que los obesos que
desarrollan diabetes no lograron contener con la inflamacién crénica y que posiblemente los
genes que encontramos como alterados podrian estar programados desde etapas anteriores,

aunque faltarian estudios longitudinales para corroborar esta hipoétesis.

Al comparar las dos estrategias seguidas para encontrar los genes alterados en metilaciéon
y expresiéon encontramos que en ambas estrategias podemos identificar genes con
participaciéon en la DM2, la estrategia de Noushmehry cols. se enfoca principalmente en la
identificacion de los sitios con alteracién significativa, y nuestra estrategia se enfoca en el

grado del cambio. Ademas con la estrategia de agrupamiento podemos identificar genes que
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pudieran estar participando en la DM2 y no han sido tan ampliamente estudiados (TJP2 y
PSMDS5), caso contrario de la estrategia de Noushmehry donde encontramos genes altamente
reportados como IGF2, KCNQ1 y LEP. Es asi que la herramienta bioinformatica disefiada en
este estudio podrd a encontrar nuevas asociaciones de cambios epigenéticos en las

enfermedades.
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Conclusiones

El presente trabajo aporta un catalogo de genes afectados con metilacién DNA alterada en
sangre, higado y tejido adiposo (subcutdneo y visceral). Nuestros resultados demuestran que
la metilacién alterada del DNA puede impactar directamente en la transcripcién, alterando
consecuentemente varias vias relacionadas con los procesos metabdlicos involucrados en la
etiopatogénesis DM2. Este trabajo presenta nuevas evidencias de que la alteraciéon de la
metilacién del DNA es un mecanismo que afecta estos procesos en individuos con obesidad
que desarrollan DM2. Es asi que los datos disponibles sugieren que la metilacién alterada de
los genes implicados en el metabolismo celular podria ser una parte crucial de los
mecanismos detrds de la comorbilidad de las enfermedades metabdlicas. Se necesitan mas
estudios para integrar los datos genéticos y epigenéticos disponibles para mejorar nuestra
comprension de la interaccién entre los mecanismos genéticos y ambientales en relacién con

el desarrollo de rasgos complejos, como DM2.
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Perspectivas

1.

Validar los posibles biomarcadores encontrados en sangre que reflejan alteracién en
los tejidos en una muestra independiente de individuos, utilizando otro tipo de
tecnologia puntual como la secuenciacion de siguiente generacién acoplada a
conversion por bisulfito.

Comprobar si la alteracion en la metilacidon y expresion tiene una repercusién a nivel
funcional, por medio del cambio de los niveles de metilacidon con la edicién genética
como CRISPR/Cas9 y asi comprobar si las alteraciones en metilacidn tiene un reflejo a
nivel de vias metabdlicas .

Debido a que los cambios epigenéticos son reversibles es interesante pensar que
estas alteraciones son reversibles por lo que es necesario un estudio donde se

compruebe esta remodelacién.
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Anexos

Autorizacion de los comités de investigacion

surDEN s

EL COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION DEL
INSTITUTO NACIONAL DE MEDICINA GENOMICA

Con fundamento en lo dispuesto por los articulos 41 Bis, 98 y 100 de la Ley General de Salud; 14 fraccién VII, 98-112
del Reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacién para la Salud; 37 del Estatuto Orgdnico del
INMEGEN y de conformidad a su proplo Manual de Funcionamiento, emite el presente dictamen:
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Carta de consentimiento informado

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

, [ [ ] [ | | |
México D. F.,aI Dz | Nes | Afo ]

A quien corresponda:

Yo declaro libre y voluntariamente que acepto participar en el estudic de
“Identificacion de biomarcadores de susceptibilidad y gravedad para diabetes mellitus tipo 2 y obesidad, mediante la caracterizacion de
perfiles de expresion, epigendmicos. y meiabolémicos®, que se realiza en esta institucion y cuyos objetivos consisten en: caracterizar los
mecanismos moleculares comunes y especificos de la DM2 y la obesidad, para asi identificar aquellos biomarcadores que propician o
protegen a su desarrollo.

Estoy consciente de que los procedimientes, pruebas y tratamientos para lograr los objetivos mencionados consisten en que:

1. Enla toma de 3 mL sangre venosa del brazo la cual , los riesgos son la posible paricion de un hematoma.
2. Durante la cirugia se tomara 1 gr de tejido adiposo visceral la cual , 1 gr de tejido adiposo subcuaneo la
cual y 0.5 gramos de higado la cual , mismos que seran tomados por el cirujano.

También se que entre los posibles riesgos y efectos para mi persona pueden estar:
1. La posibilidad de presentarse sangrados mismos seran atendidos por los cirujanes en el momento de la cirugia

Entiendo que del presente estudio no se derivaran beneficios directos, debido a que los resultados obtenidos serdn manejados siempre como grupo de
pacientes. Unicamente en el caso de que se encontrara alguna alteracion que éticamente requiriera informarse o que la ciencia médica descubra con esta
investigacion se le contactara al participante para informarie.

Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme de esta investigacion en el momento que yo asi lo desee. También que puedo solicitar informacién
adicional acerca de los riesgos y beneficios de mi participacién en este estudio.

Entiendo que miinformacién personal serd manejada con las reservas que establece la normatividad vigente en materia de proteccién de datos
personales.

Asi mismo, cualquier trastomo temporalmente relacionado con esta investigacion podré consultario con Dr. Carlos Zerrweck Lopez Av. La Turba 655,Col.
Villa Centro Americana y del Caribe Tldhuac, C.P. 13278 Distrito Federal ,quien comunicard el evento a la Direccién de Educacién e Investigacién de la
SSDF, en donde se decidird la necesidad de convocar al investigador principal y al Cuerpe Colegiado competente para su resolucién.

En caso de que decidiera retirarme, |a atencién que como paciente recibo en esta institucion no se veré afectada.

Nombre.

Firma:

{En caso necesario, datos del padre, tutor o representante legal)

Domicilio. | Teléfono
Nombre y firma del testigo. Firma:
Domicilio. [ Teléfono
Nombre y firma del testigo. Firma.
Domicilio. | Teléfono
Nombre y firma del Investigador responsable. Firma.
Domicilio. | Teléfono

c. ¢. p. Paciente o familiar
c. ¢. p. Investigador (conservar en el expediente de la investigacion).
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Hoja de recoleccién de datos

< & HOJA DE RECOLECCION DE DATOS (OD-01)
"""“.“‘: IGM? ':' PROYECTO DE INVESTIGACION OBESIDAD Y DIABETES
Instituto de referencia : Clinica de Obesidad Fecha: / / (dd/mm/aa/ )
Tipo de muestra: Sangre periférica, Tejido adiposo subcutdneo y Visceral Cédigo de muestra:
1:Datos Generales del paciente
Nombre del Paciente : Sexo: M) FO Fecha de nacimiento:
Edag:
Lugar de nacimiento:
Domicilio :
Teléfono: l Edo. Civil:
2: Lugar de nacimiento de Famillares 3: Antropometria 4: Antecedentes personales
Pad
adre Peso(Kg) -
Madre Talla(em) |No. Cigarros por cla ecas
N IMC de Inicio :
Abuelo
C. Cintura (cm) Aicoholismo
Abuela NO. COpas por semana.
" fC Caders (cm) Edad de Iniio.
m..::' ndice Cintura/cadera Fx antic. pomrTre
Abuels Presion Diastole mujeres)
| Materna Presidn Sistole Tipo:
Cirugla(s)
5: Seccion de datos para pacientes diabéticos |Cualles):
Diabético: SI O No O Diagndstico previo: ) No O
Tipo de diabetes: |Edad al Dx: |Glucemia promedio en el ultimo afo: Pancreatitis
Hemoglobina Glucosilada:
Tx actual: Fdrmaco y Dosis: CAM& quémics
NO O T
st O
Usa Insulina: NOO IO Hospitalizaciones relacionadas con diabetes : l‘"w corsbral vesculer
Peso habitual: antes y NOCO) SIO) Especificar: |Enfermedad vascatar
después ___ del Dx [Kg). " " ‘
Complicaciones sI |NO |Edad al Dx |Tratamiento Problemas tiroideos
|Especifique:
Neuropatia
Retinopatia JACaNtosis nigricans
Pie diabético » —
Nefropatia
Hipertensién arterial Diabetes
Dislipidemias ¢ na otra enfermedad?
(Especifique) Cual:
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6. Evaluacion de la actividad fisica
Ejercicio:NOO) SIO Tipo:
Veces por semana: Tiempo que duran la rutina:
7. Antecedentes Familiares
Obeso Cardogata laodeie et .
Vive Causa de E::d Tieo Diabetes MTA - EvC
muene
s |no muete 1o Inve |8 v s [w s |w s [wls |w s |[w
Padre
Madre [
Abuelo [
Patermo
Abwela l
Paterna
Aburlo |
Materng
Abuela l
Materna
Hermanos l
(numero)
Mijos [
Otros l
Algan familiar participa en el estudio : NO(O) stO
Nombre del familiar Parentesco
Observaciones :
Nombre y firma del entrevistador:
Glucosa Colesterol
. Hbalc Triglicéridos
Resultados de Laboratorio (diabéticos)
Insulina HDL
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Abstract

Background: Obesity is a well-recognized risk factor for insulin resistance and type 2 diabetes (T2D), although the
precise mechanisms underlying the relationship remain unknown. In this study we identified alterations of DNA
methylation influencing T2D pathogenesis, in subcutaneous and visceral adipose tissues, liver, and blood from individuals
with obesity.

Methods: The study included individuals with obesity, with and without T2D. From these patients, we obtained samples
of liver tissue (n = 16), visceral and subcutaneous adipose tissues (n = 30), and peripheral blood (n = 38). We analyzed DNA
methylation using lllumina Infinium Human Methylation arrays, and gene expression profiles using HumanHT-12
Expression BeadChip Arrays.

Results: Analysis of DNA methylation profiles revealed several loci with differential methylation between individuals

with and without T2D, in all tissues. Aberrant DNA methylation was mainly found in the liver and visceral adipose
tissue. Gene ontology analysis of genes with altered DNA methylation revealed enriched terms related to glucose
metabolism, lipid metabolism, cell cycle regulation, and response to wounding. An inverse correlation between altered
methylation and gene expression in the four tissues was found in a subset of genes, which were related to insulin

resistance, adipogenesis, fat storage, and inflammation.

Conclusions: Our present findings provide additional evidence that aberrant DNA methylation may be a relevant
mechanism involved in T2D pathogenesis among individuals with obesity.

Keywords: Type 2 diabetes, DNA methylation, Gene expression, Adipose tissue, and liver tissue

Background

Recent decades have seen an accelerated increase of the
worldwide prevalence of overweight and obesity [1]. At
this time, the leading causes of adult mortality are co--
morbid conditions associated with obesity, such as car-
diovascular diseases, T2D, and cancer [2]. Excessive fat
accumulation induces metabolic derangements, of which
insulin resistance is the most prominent, often leading
to T2D [3]. The close link between obesity and altered

* Correspondence: lorozco@inmegen.gob.mx

"Inmunogenomics and Metabolic Disease Laboratory, Instituto Nacional de
Medicina Gendmica, SS México City, Mexico

Full list of author information is available at the end of the article

insulin signaling is mediated by several mechanisms, in-
cluding ectopic lipid accumulation, low-grade inflamma-
tion, and altered adipokine production [4]. Involvement
of insulin resistance in the progression to diabetes is
specific in each tissue. In the adipocyte, the production
of fatty acids increases, which together with the rise of
circulating fatty acids, hepatic glucose release and activa-
tion of the immune system synergize the deterioration of
pancreatic beta cells [4, 5]. The high levels of circulating
fatty acids can result in insulin resistance in skeletal
muscle and liver.

However, although epidemiological and pathophysio-
logical studies demonstrate that T2D and obesity are
highly interrelated, the severity of insulin resistance

© The Author(s). 2018 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
() BioMed Centra| International License (http//creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to
the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(http//creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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varies considerably among individuals with obesity, in
fact many of them do not progress to the diabetic state
[6]. Both obesity and T2D are associated with many
polymorphisms, but they share only a few susceptibility
loci [7]. Despite enormous progress, we still lack suffi-
cient understanding of the precise molecular mecha-
nisms underlying T2D pathophysiology, particularly
regarding mechanisms involving metabolic pathways in
insulin target tissues [8].

Recent evidence suggests that tissue-specific transcrip-
tional gene regulation by epigenetic factors plays a role
in the development of insulin resistance and diabetes
among individuals with obesity [9-12]. DNA methyla-
tion, one of the key epigenetic factors, is involved in the
modulation of gene expression, mainly through the
modulation of DNA-protein interactions [13, 14]. DNA
methylation could provide a link between environmental
influences, genetic factors and the development of de-
fects in insulin signaling [15]. Increasing evidence in sev-
eral populations, have assessed DNA methylation
alterations in various tissues of T2D patients. It has been
found altered methylation in genes related to beta cell
survival in pancreas [16], in several TD2 related genes in
subcutaneous adipose tissue [17, 18] and in genes related
to glycolytic and lipogenic pathways in liver tissue [19].
To our knowledge, there are few reports of methylation
alterations in visceral adipose tissue, although in insulin
resistant obese patients the findings highlight genes re-
lated to immune response and cell adhesion process
[20]. Here, we reported evidences for altered DNA
methylation in visceral and subcutaneous adipose tis-
sues, liver and blood from individuals with both obesity
and T2D and the effects of these alterations in gene ex-
pression patterns.

Methods

Subjects and samples

Patients with a body mass index (BMI) of 35 kg/m? were
recruited from the Surgery Integral Clinics for Obesity
and Metabolic Diseases at Tldhuac, Ruben Lefiero and
Angeles del Pedregal Hospitals in Mexico City. All the
patients were clinically evaluated before and during the
surgery and no patients with important liver diseases were
detected (such as NASH, fibrosis or cirrhosis). If any evi-
dences of macroscopic pathological findings were found,
no sample was taken for the study. Participants were
classified as controls (non-diabetic individuals with obes-
ity, NDO) or as cases (diabetic individuals with obesity,
DO). All T2D patients fulfilled the American Diabetes
Association criteria for diagnosis [21]. None of the pa-
tients received insulin therapy, although 15 of 23 DO and
5 of 23 NDO were under metformin treatment. Individ-
uals with substance abuse (alcohol, tobacco or drugs) were
also excluded from the study.

Page 2 of 8

Cases and controls were matched according to gender,
age, and BMI. Table 1 showed the characteristics of the
patients at the time of surgery. All tissues were obtained
during bariatric surgery procedures. Tissues were ob-
tained from a group of 46 participants of which 23 were
DO and 23 NDO. From these patients we obtained 30
visceral and subcutaneous adipose tissue samples and 16
liver biopsies. Blood samples were drawn from 38 pa-
tients. The samples were preserved in RNAlater
(SIGMA-ALDRICH, St. Louis MO, USA) at -70 °C
until nucleic acid extraction.

DNA extraction and quality control

DNA was extracted from whole blood samples using the
GentraPuregene Blood Kit (Qiagen, Valencia CA, USA)
and from solid tissues using the QIAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Valencia CA, USA). DNA extractions were
performed following the manufacturer’s instructions.

RNA extraction

Total RNA was extracted from whole blood and liver tis-
sue using Trizol reagent (Life Technologies, Inc.,
Rockville, MD, USA). RNA was extracted from adipose
tissues using the RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen,
Valencia CA, USA). RNA extractions were performed
following the manufacturer’s instructions. RNA integrity
was assayed using the Agilent 2100 Bioanalyzer system,
following the manufacturer’s instructions. Only samples
with an RNA integrity number (RIN) above 8 were ana-
lyzed using microarrays.

Table 1 Anthropometric data of non-diabetic individuals with
obesity and diabetic individuals with obesity

Data Non-diabetic Diabetic individuals  p-value
individuals with  with obesity
obesity
n (woman/man)  16/7 16/7 -
Age 4096+6.19 41754993 071
BMI 4295+ 6.06 41194551 039
DBP 756+7.28 7267 £938 048
SBP 1247 +15.11 12033 £ 1563 068
Total cholesterol  170.11 £33.73 205.11+51.58 0.18
Triglycerides 14828+ 626 19344 + 9861 0.14
HDL-cholesterol ~ 3337+11.28 3703+1137 033
Fasting glucose ~ 84.35+ 868 123.1 42852 263x 107
%HB1AC 535+0.19 693 +094 103x107%
INS 1299+ 6.59 1823+ 1901 038
HOMA %8B 1559246121 830643954 237x107%

Data are expressed as average value + SD. Age in years; BMI: body mass index
(kg/mz); Fasting glucose, Total cholesterol, HDL-cholesterol and Triglycerides, in
mg/dl; INS: insulin, pU/ml; DBP: diastolic blood pressure in mmHg; SBP: systolic
blood pressure in mmHg; HOMA: homeostatic model assessment, beta cell
function (%B), Statistical analysis was performed by Mann-Whitney U test
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Genome-wide methylation assay

We used the HumanMethylation27 BeadChip (Illumina,
Inc., San Diego, CA, USA), which covered 27,578 CpG
sites (CpGs) around 14,495 genes throughout the gen-
ome. Cases and controls were randomly located among
the BeadChips. Arrays were processed following the
Mlumina Infinium Methylation assay protocol, and were
scanned in an Illumina iScan. The array results were visu-
alized using Illumina GenomeStudio software (V2011.1).
We only included samples which passed quality control
(QC) of internal control probes. CpGs in sex chromo-
somes were excluded, and the subsequent quality-filtered
analyses included 26,486 CpGs. The methylation value
was calculated as Beta, ranging from 0 (unmethylated) to
1 (completely methylated). The Beta value represents the
ratio of the methylated probe intensity and the sum of
methylated and unmethylated probe intensities.

Genome-wide gene expression analysis

We amplified the extracted RNA (750 ng) into biotinyl-
ated cRNA using the Illumina TotalPrep RNA Amplifi-
cation Kit (Life Technologies, Foster City, CA, USA).
Samples were analyzed using Illumina HumanHT-12 v4
Expression BeadChips (Illumina, Inc,, San Diego, CA,
USA), which target more than 47,000 probes. Arrays
were processed following the standard Illumina protocol.
We used GenomeStudio software to verify quality stan-
dards for hybridization, labeling, staining, background
signal, and basal level of housekeeping gene expression
for each chip.

Statistical analysis

Computation and statistical analyses were performed
using the R, version 3.1 (http://www.r-project.org). The
Lumi package was used to normalize the raw intensities
of DNA methylation and gene expression arrays (robust
spline normalization) [22]. Then, Beta as well as log,
transformed gene expression values were computed and
Linear Models for Microarray Data (Limma) from Bio-
conductor were implemented in order to compare be-
tween DO and NDO phenotypes [23]. A differentially
methylated CpG site (DMCs) was defined as one that
reached at least a 5% of difference (Delta-Beta) in abso-
lute mean methylation, with an unadjusted p value of <
0.05. The cell-type heterogeneity adjustment for blood
sample was performed using the ChAMP package, this
include RefbaseEWAS method that uses a reference-
database of DNA methylation from whole blood to de-
tect cell proportion and correct the cell heterogeneity on
the data [24]. Expression probes with a |log fold-change|
of >0.8 and p <0.05, were considered to show altered
gene expression. To assess the correlation between alter-
ation of DNA methylation and differential gene expres-
sion, we followed the strategy previously published by
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Noushmehr (2010) [25], which involves assigning the dir-
ection of the change (positive or negative) from delta Beta
or log fold-change to the significance of change (p value),
and then graphing it as log;o was followed. We focused on
probes that were significantly down-regulated and signifi-
cantly hypermethylated, and on probes that were signifi-
cantly up-regulated and significantly hypomethylated.

Pathway analyses

To obtain enriched Gene Ontology (Biological Process),
were used all gene lists from Additional file 1: Tables S1-S4,
Tables S8-S11, and Tables S12-S15. Pathway analysis was
performed wusing the Database for Annotation,
Visualization, and Integrated Discovery (DAVID 6.8), only
terms with adjusted p-value < 0.05 are listed [26].

Results

Samples

Samples were obtained from the NDO (n =23) and DO
(n=23) individuals, gender-, age-, and BMI-matched. As
shown in Table 1, fasting glucose, %HbAlc, and HOMA-B
were altered among DO patients. DO shown higher average
values of total cholesterol and triglycerides, although these
did not significantly differ between both groups.

Global DNA methylation

We analyzed Global DNA methylation in liver tissue (LT),
visceral adipose tissue (VAT), subcutaneous adipose tissue
(SAT) and whole blood (WB). Global methylation patterns
were highly correlated with other samples of the same
tissue type from different individuals, independent of their
T2D status. In fact, DNA methylation patterns were highly
conserved among all analyzed tissue samples (Additional
file 1: Figure S1). Comparison of the average methylation
levels among tissue types revealed the highest correlation
between SAT and VAT samples (0.99) and the lowest
correlation between LT and WB samples (0.94)
(Additional file 1: Figure S2).

Differential DNA methylation between DO and NDO
patients
WB, SAT, VAT, and LT samples showed differential
DNA methylation profiles between DO and NDO indi-
viduals. We identified two main clusters in the four
analyzed tissues, by applying hierarchical clustering ana-
lysis based on the top 500 differentially methylated CpG
sites between DO and NDO, regardless of the value of
delta beta. However, both groups were fully discrimi-
nated only in VAT and LT analysis. In SAT analysis, one
DO individual was included with the NDO subjects; and
in WB analysis, several DO individuals were included in
the NDO control group (Fig. 1a).

We selected the DMCs in each tissue for deeper ana-
lysis. We observed the highest amount of DMCs in VAT
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(340 DMCs, including 78 positive and 262 negative) and
LT (185 DMCs, including 57 positive, and 128 negative),
followed by SAT (68 DMCs, including 29 positive and
39 negative) and WB (21 DMCs, including 9 positive
and 12 negative) (Fig. 1b). Several of the observed
DMCs were located in genes related to T2D or obes-
ity, such as ALOXI2, PAMRI, and GNAS in WB;
IRS1, LEP, and ADIPOQ in SAT; LCAT, FOXA2,
KCNQI, and GCKR in VAT; and PKD4, HNF4A,
XBPI, and PONI in LT.

Interestingly, comparison between the DO and NDO
groups showed that several DMCs were shared among tis-
sues. DMCs located in CCDC185, MTHFD2, and SUMFI1
overlapped between SAT and VAT; DMCs located in
FUCAI, C4orf33, PRAPI, SNX4, TMEMI109, and ZNF597
overlapped between VAT and LT; and DMCs in MIA2 over-
lapped between SAT and LT. Moreover, WB also showed
the DMCs in PSMD5, PAMRI, and SUMO3 found in SAT,
DMCs in SLC9A2 found in VAT; and DMCs in ALOXI12
found in LT. DMCs in PSMDS, SLC9A2, and ALOX12
showed a significant correlation between WB and the other
tissues (Additional file 1: Figure S3). Additional file 1:
Tables S1-S4, show the complete list of DMCs.

We performed gene ontology enrichment analysis
using the genes with DMCs. The identified significant
gene ontology terms in SAT were mainly related to lipid
and carbohydrate metabolism and insulin response;
those in VAT were mainly related to cell death,
apoptosis, and cell cycle; and those in LT were mainly
related to wound healing, coagulation, and cell growth
(Additional file 1: Tables S5-S7). We found no signifi-
cantly enriched gene ontology terms in WB.

Effects of altered DNA methylation on gene expression

To understand the biological effects of altered methyla-
tion, we analyzed gene expression using HumanHT-12
v4 Expression BeadChips. Comparison between the DO
and NDO groups revealed subtle differential gene ex-
pression in all analyzed tissues (Additional file 1: Tables
$8-S11 and Figure S4). To determine whether the DNA
methylation differences between DO and NDO led to
functional effects in transcription, we investigated the
correlation of DNA methylation with gene expression
data, using a previously reported strategy [15]. Starburst
plots in Fig. 2 show the genes that displayed an inverse
correlation between altered DNA methylation and
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altered expression. Additional file 1: Tables S12-S15
show the complete list of these genes and the Additional
file 1: Table S16 shows the GO enrichment analysis.
Noteworthy, genes with the highest altered DNA methy-
lation (>|5%|) and altered expression included DST,
MGAT4C, LEP and ZNF3 in SAT; BRDT, Cl4orfl05,
EDNRB, HMPI19, PSG6 and SNX4 in VAT; and SY77,
LTBR, CATSPER2, LPAL2, NCALD, ZDHHCI1, LGIN,
OXT and PRSS21 in LT. Most of these genes have not
been previously related with T2D.

Discussion

Multiple studies have highlighted the importance of gen-
etic factors in the etiology of metabolic diseases; how-
ever, only a small fraction of susceptibility genes are
identified and few of them are reportedly shared among
these diseases. Emerging evidence supports the role of
epigenetic mechanisms as a crucial interface between
genetic and environmental influences [11]. Some studies
suggest that altered DNA methylation may be critical in
the development of obesity and T2D [12, 27, 28-30].
However, tissue specific mechanisms involved in obesity
and T2D are still unclear. To deepen our understanding

of the epigenomic mechanisms underlying T2D develop-
ment, here we analyzed the methylation and transcrip-
tion profiles in blood, liver, and subcutaneous and
visceral adipose tissue samples from individuals with
obesity, with and without T2D.

Comparison of DNA methylation profiles revealed a
high correlation among tissue of the same type
(Additional file 1: Figure S1), independent of T2D status,
showing an epigenetic footprint for each tissue type,
supporting the evidence that the developmental origin
and tissue environment are the primary determinants of
global DNA methylation patterns [31]. According whit
this conception, our comparison of DNA methylation
profiles among different tissues showed the strongest
correlation between subcutaneous and visceral adipose
tissues (Additional file 1: Figure S2), reflecting the high
functional similarity between them. A high correlation
between genome wide-DNA methylation of these tissues
was previously reported [32]. When we stratified by dia-
betic status, DNA methylation profiles revealed signifi-
cant differences in all analyzed tissues. Adjustment for
cell-type heterogeneity was performed only in blood
sample, since most of the broadly applied methods to
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correct for cellular heterogeneity are based on methyla-
tion datasets from blood. A limitation is the lack of a re-
liable method for adjusting the variation in cellular
composition in fat and liver tissues. Another limitation
could be the relatively reduced number of sample which
could impact in the statistical power for identification of
altered methylation sites associated to T2D.

In agreement with previous findings, the most of the
altered DNA methylation sites showed hypomethylation
[16, 18-20]. Altered DNA methylation was mainly ob-
served in LT and in VAT, which enable clustering by
T2D status, as previously described [19, 20]. The lack of
available data for the accurate diagnosis and staging of
NAFLD/NASH involves a risk of stratification within the
groups, although in this study we do not identified CpGs
reported as altered in the progression of NAFLD/NASH
[33, 34]. SAT also showed differential methylation be-
tween the DO and NDO groups, although one of DO
cases was included among the controls, otherwise, methy-
lation analysis of WB did not cluster patients according to
T2D status. These findings, highlight the relevance of
insulin target tissues in T2D physiopathology and contri-
buting to the evidence of the importance of the epigenetic
role in the pathophysiology of these diseases [16].

As expected, several of the identified DMCs involved
genes previously reported with altered methylation pro-
files in T2D such as ADIPOQ, IRS1, and LEP in SAT and
KCNQI in VAT [35]. Remarkably, we found DMCs lo-
cated in the genes LCAT and FOXA2 in VAT, and PON1
and FGF21 in LT, which have been genetically associated
with metabolic traits, however, there are not enough
evidences of their altered methylation in these entities
[36—38]. Some of these genes have been involved in lipid
metabolism pathways, and although the DO showed
higher cholesterol and triglycerides serum levels, there
were not significant differences between both groups,
hence it is possible that their epigenetic regulation could
be involved in the interplay between the alteration of
lipid metabolism and the development of T2D [39, 40].

Although in this study the majority of DMCs were tis-
sue specific, some of them were shared among tissues,
perhaps representing common pathway in insulin-target
tissues and strengthening the previous suggestion that
adverse factors may similarly impact DNA methylation
in different tissues [12]. Interestingly, the altered methy-
lation of ALOXI2 (LT), PSMD5 (SAT), and SLC9A2
(VAT) was significantly correlated between internal tis-
sues and blood, suggesting that particular DMCs could
be useful biomarkers. Further studies are needed to deli-
mitate the regions and CpG sites in blood that mirror
DNA methylation in other tissues. In this study 15/23
DO patients and 5/23 NDO patients were under metfor-
min treatment. The effect of metformin on DNA methy-
lation is still unclear and as far as we know, the unique
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report on DNA methylation in diabetic patients treated
with metformin showed hypomethylation of SLC22A1,
SLC22A3 and SLC47A1 in liver, however, we found none
of these genes altered in our patients [41].

On the other hand, tissue-specific alterations in gene
expression have been reported in T2D [42—-44], although
there are few reports involving the epigenomic regula-
tion on gene expression. Interestingly, all tissues of T2D
patients showed altered expression of genes involved in
the inflammation response—such as SOCSI in WB;
CCL20 and SLAMFI in SAT; ACPS, FOS, and JUN in
VAT; and PLA2G2A in LT, showing the relevance of the
systemic chronic inflammation in obesity and T2D [45].
We also found altered expression of genes involved in
adipogenesis (AMFR, ACPS, and FOSB) [46-48], a
process that is also widely reported in both diseases [49].

For better understanding of the role of epigenetic dys-
regulation in T2D, we integrated the methylation and
expression data. We found a direct impact of the altered
DNA methylation on expression of a subset of genes.
The pathways enriched with these genes included several
involved in T2D pathogenesis, such as adipogenesis,
regulation of apoptosis, mitochondrion organization,
oxygen transport, immune response and insulin resist-
ance. In addition, we found DNA methylation and
expression altered in genes having important roles in fat
storage and that had not previously been reported to
show epigenetic alteration in TD2—including SCT in
WB and SAT, OPRM1 in SAT, IRX3 in VAT, and NRG4
in LT. Our findings are in line with previous reports that
have pointed to epigenetic altered glycolytic and lipo-
genic pathways in T2D patients [19].

Conclusions

In summary, here we provide a catalog of genes affected
by altered methylation in liver, visceral and adipose tissues,
and peripheral blood samples from patients with obesity
and T2D. Our present results demonstrate tissue-specific
epigenetic alterations in individuals with obesity and T2D,
and highlight the roles of liver and adipose tissue in meta-
bolic disease development. Altered DNA methylation may
directly impact transcription, consequently altering several
pathways related to metabolic processes involved in T2D
etiopathogenesis. Here we present new evidence that al-
tered DNA methylation is a mechanism that affects these
processes in individuals with obesity developing T2D.
Overall, the available data suggest that altered methylation
of genes involved in cell metabolism could be a crucial
part of the mechanisms behind the comorbidity of meta-
bolic diseases. Further studies are needed to integrate the
available genetic and epigenetic data to improve our
understanding of the intriguing interplay between genetic
and environmental mechanisms in relation to the develop-
ment of complex traits, like T2D.
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Anexo de tablas

Tabla 2. Lista de CDMs presentes en ST en la comparacion de los grupos DO y OND

Simbolo ‘ Cromosoma ‘ Isla CpG ‘ Beta DO ‘ Beta OB ‘ Delta Beta ‘ Valor p
cg13105904 | KHNYN 14 TRUE 0.22 0.12 0.1 0.009
cg09419670 | PSMD5* 9 TRUE 0.37 0.28 0.09 0.008
cg21717724 | PSMD5 9 TRUE 0.78 0.7 0.08 0.049
cg03760483 | ALOX12 17 TRUE 0.52 0.45 0.07 0.003
cg21053323 | SUMO3 21 TRUE 0.33 0.26 0.06 0.001
cg06873352 | STRADA 17 TRUE 0.24 0.18 0.06 0.010
cg19728382 STC2 5 TRUE 0.58 0.53 0.05 0.009
¢cg19592945 | P2RXL1 22 FALSE 0.48 0.43 0.05 0.033
cgl14642338 | PAMRI1 11 FALSE 0.56 0.51 0.05 0.044
cg20050113 | SLC9A2 2 TRUE 0.55 0.6 -0.05 0.048
cg06906435 | C14o0rf177 14 FALSE 0.53 0.59 -0.05 0.039
¢cg02588309 TTC33 5 TRUE 0.34 0.39 -0.05 0.010
€g22686523 | FLJ25006 17 FALSE 0.6 0.66 -0.06 0.048
cg13982505 | KCNJ13* 2 FALSE 0.69 0.75 -0.06 0.019
¢cg13033054 | LINCO0846 21 FALSE 0.57 0.64 -0.06 0.026
cg23439277 PLCE1* 10 FALSE 0.63 0.69 -0.06 0.009
cg25853078 | OPCML* 11 FALSE 0.47 0.54 -0.06 0.003
cg13383491 | GPR85* 7 FALSE 0.47 0.55 -0.08 0.001
cg06771126 HOP* 4 FALSE 0.3 0.38 -0.08 0.012
cg25997474 | ADHI1C* 4 FALSE 0.58 0.66 -0.08 0.007
cg03606258 GNAS 20 TRUE 0.5 0.6 -0.1 0.038

* Genes con diferencias significas después de ajuste por heterogeneidad celular
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Tabla 3. Lista de CDMs presentes en TAS en la comparacion de los grupos de OD y
OND

CpG Simbolo Cromosoma ‘ Isla CpG Beta DO Beta OB ‘ Delta Beta ‘ Valor p ‘
cgl7687883 | MTHFD2 2 TRUE 0.2 0.07 0.14 0.011
cg09405083 WBP1L 10 FALSE 0.31 0.19 0.12 0.024
cg09419670 | PSMD5 9 TRUE 0.27 0.19 0.08 0.024
cg14144305 ALX4 11 TRUE 0.34 0.26 0.08 0.007
cg04317399 HOXA4 7 TRUE 0.34 0.27 0.08 0.018
cg14642338 | PAMRI1 11 FALSE 0.47 0.4 0.07 0.006
cg00983520 CPT1B 22 TRUE 0.24 0.17 0.07 0.008
¢g10190509 CCL16 17 FALSE 0.7 0.63 0.07 0.029
¢g19393006 TSC1 9 FALSE 0.49 0.42 0.07 0.005
cg00186701 TSPYL5 8 TRUE 0.43 0.36 0.07 0.026
cg09025324 SART2 6 TRUE 0.2 0.14 0.06 0.03
cg08321346 | ANKMY1 2 TRUE 0.21 0.14 0.06 0.034
cg25316898 | C18orf21 18 TRUE 0.17 0.1 0.06 0.047
cg00648883 | EEF1DP3 13 FALSE 0.36 0.3 0.06 0.028
cg17903316 | LOXHD1 18 FALSE 0.36 0.3 0.06 0.047
€g26154999 | FAM124B 2 TRUE 0.36 0.31 0.06 0.038
€g10098888 IRS1 2 TRUE 0.17 0.11 0.06 0.017
cg01193293 | SIGLEC7 19 FALSE 0.52 0.46 0.06 0.05
€g22062068 | HNRNPG-T 11 TRUE 0.55 0.5 0.06 0.043
cg12782180 LEP 7 TRUE 0.3 0.25 0.06 0.008
€cg21053323 | SUMO3 21 TRUE 0.19 0.13 0.06 0.042
¢g00929606 ZNF3 7 TRUE 0.31 0.26 0.05 0.023
€g21019522 | SLC22A18 11 FALSE 0.3 0.24 0.05 0.017
cg24664957 | VPS37B 12 TRUE 0.51 0.46 0.05 0.003
cg11405695 | ATAD3C 1 FALSE 0.53 0.48 0.05 0.028
cg06476606 IFIT2 10 FALSE 0.15 0.09 0.05 0.017
cg03160637 DDB1 11 TRUE 0.15 0.1 0.05 0.031
€g22222251 | WBSCR19 7 FALSE 0.67 0.62 0.05 0.008
cg14679202 | L3MBTL2 22 TRUE 0.39 0.34 0.05 0.027
cg03811411 SGCD 5 FALSE 0.65 0.7 -0.05 0.018
cg16504670 DEF8 16 TRUE 0.77 0.82 -0.05 0.009
cg05654163 | SLC39A2 14 FALSE 0.62 0.67 -0.05 0.011
cg03190825 | CYP4F11 19 FALSE 0.43 0.48 -0.05 0.023
cg21011830 | RPLISA 19 TRUE 0.06 0.11 -0.05 0.011
cg04452713 DST 6 TRUE 0.26 0.31 -0.05 0.003




cg06563300 | SLC17A8 12 FALSE 0.21 0.26 -0.05 0.018
cg07039113 | S100A9 1 FALSE 0.73 0.78 -0.05 0.004
cg14290291 | MZT2B 2 FALSE 0.43 0.48 -0.05 0.001
cg06112415| CGREF1 2 TRUE 0.37 0.42 -0.05 <0.001
€g24603941 MIA2 14 FALSE 0.68 0.74 -0.05 0.003
€g13980719 TNP1 2 FALSE 0.5 0.55 -0.05 0.022
cg24041453 | CCDC11 18 TRUE 0.13 0.19 -0.05 0.024
cg01031251 | RPS6KA1 1 TRUE 0.57 0.62 -0.05 0.004
cg05333568 | CCDC185 1 TRUE 0.28 0.34 -0.05 0.043
cg04893119 PI15 8 FALSE 0.57 0.63 -0.05 0.031
cg03573747 | ADIPOQ 3 FALSE 0.73 0.78 -0.06 0.006
cg00626466 GNS 12 TRUE 0.54 0.59 -0.06 0.022
cg05885720 EMP1 12 FALSE 0.63 0.69 -0.06 0.007
cg20781967 NINJ2 12 FALSE 0.34 0.4 -0.06 0.032
€g24833277 | FAMS83A 8 TRUE 0.64 0.7 -0.06 0.041
cg21048669 | CLEC3A 16 FALSE 0.48 0.53 -0.06 0.026
€g27525902 FGF7 15 FALSE 0.52 0.58 -0.06 0.028
€g21550483 | CLECI10A 17 FALSE 0.39 0.44 -0.06 0.043
€g19592945 | P2RXL1 22 FALSE 0.34 0.4 -0.06 0.047
cg18847227 | SUMF1 3 TRUE 0.42 0.48 -0.06 0.006
€g21686987 CTRB1 16 FALSE 0.75 0.81 -0.06 <0.001
cg03793778 | LGALS7 19 FALSE 0.57 0.63 -0.06 0.044
cg18344063 | MGAT4C 12 FALSE 0.57 0.64 -0.06 0.047
€g21832243 TTC3 21 FALSE 0.3 0.36 -0.06 0.038
cg00673191 | DOPEY2 21 FALSE 0.3 0.36 -0.06 0.038
cg15302379 | KAZALD1 10 TRUE 0.56 0.62 -0.07 0.001
€g21126707 MYF5 12 TRUE 0.5 0.57 -0.07 0.001
cg05293216 | FANCG 9 TRUE 0.6 0.67 -0.07 0.01

€g26185508 CDCP2 1 TRUE 0.41 0.48 -0.07 0.025
cg07221454 | MS4A10 11 FALSE 0.62 0.69 -0.07 0.041
cg15149938 | C220rf34 22 FALSE 0.64 0.71 -0.07 0.007
cg02276665 | CTNNA1 5 TRUE 0.39 0.47 -0.09 <0.001
cg02288165 SN 20 FALSE 0.33 0.42 -0.09 0.006
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Tabla 4. Lista de CDMs presentes en TAV en la comparacion de los grupos de OD y
OND.

CpG Simbolo del gen | Cromosoma Isla CpG ‘ Beta DO ‘ Beta OB Delta Beta ‘ Valor p ‘
cg17687883 MTHFD2 2 TRUE 0.21 0.06 0.16 0.009
cg02964385 STK38 6 FALSE 0.58 0.42 0.16 0.036
cg15235832 ACTR2 2 TRUE 0.27 0.14 0.13 0.002
cgl7872476 VTI1A 10 FALSE 0.40 0.28 0.12 0.001
€g22438810 LCN2 9 FALSE 0.66 0.54 0.11 0.023
cg01734338 KCNQ1 11 TRUE 0.74 0.63 0.11 0.001
cg04570669 APIN 4 FALSE 0.56 0.46 0.11 <0.001
cgl11237738 LINCO1587 4 FALSE 0.70 0.59 0.10 0.008
cgl4074641 ABCC12 16 FALSE 0.39 0.30 0.09 0.003
cg01120761 CLEC4C 12 FALSE 0.77 0.68 0.09 0.040
cg02719634 SLC22A18AS 11 FALSE 0.84 0.75 0.09 0.032
€g20622019 ADA 20 TRUE 0.37 0.28 0.09 0.039
€g21755709 PDXK 21 TRUE 0.71 0.62 0.09 0.004
cg14732540 BRDT 1 TRUE 0.86 0.77 0.09 0.008
cg13906813 HLA-DPA1 6 FALSE 0.57 0.48 0.09 0.029
cg21781546 ZNF142 2 FALSE 0.70 0.63 0.08 <0.001
€g27212977 DEFA6 8 FALSE 0.81 0.73 0.08 <0.001
cgl12218747 SETD4 21 TRUE 0.68 0.61 0.08 0.007
cg17994910 CCDC30 1 FALSE 0.49 0.41 0.08 0.013
cgl7758148 IMY 5 FALSE 0.42 0.34 0.08 0.036
cg04601137 ADAMTSLS 19 FALSE 0.40 0.32 0.08 0.021
cg17496921 TSPAN16 19 FALSE 0.31 0.24 0.07 0.035
cg11376198 AFAR3 1 TRUE 0.22 0.14 0.07 0.030
cg21784940 REPIN1 7 FALSE 0.43 0.35 0.07 0.001
€g25112853 HSC20 22 FALSE 0.57 0.50 0.07 0.030
cg15792367 KLK11 19 FALSE 0.58 0.50 0.07 0.021
cg13525683 TIAF1 17 TRUE 0.73 0.66 0.07 0.010
cg13044136 AES 19 TRUE 0.16 0.09 0.07 0.011
cg11147886 NFAT5 16 FALSE 0.73 0.66 0.07 0.046
€g24612198 CD3E 11 FALSE 0.58 0.51 0.07 <0.001
cg18236297 CYSLTR2 13 FALSE 0.53 0.46 0.07 0.035
cg09325101 OSTbeta 15 FALSE 0.25 0.18 0.07 0.048
cg01817393 GNAS 20 TRUE 0.28 0.22 0.07 0.013

cg11584936 BNIPL 1 FALSE 0.67 0.60 0.07 0.045




cg08666623 | ST6GALNAC2 17 FALSE 0.22 0.15 0.07 0.028
€g21644628 HEATR3 16 FALSE 0.63 0.56 0.07 0.009
cg19468534 NUSAP1 15 FALSE 0.55 0.49 0.07 <0.001
cg19103704 FCGBP 19 FALSE 0.46 0.39 0.07 0.024
€g27044702 TPSAB1 16 FALSE 0.70 0.64 0.07 0.042
cg00943909 GNAS 20 TRUE 0.51 0.44 0.07 0.029
cg04008843 TTR 18 FALSE 0.51 0.45 0.06 0.006
cg11151665 PSG6 19 FALSE 0.81 0.75 0.06 <0.001
€g19740969 CXCL9 4 FALSE 0.74 0.68 0.06 0.007
cg15862544 EGFL4 19 FALSE 0.83 0.77 0.06 0.021
cg23154064 FAMZ208A 3 FALSE 0.59 0.53 0.06 0.001
€g19279346 LILRB2 19 FALSE 0.68 0.62 0.06 0.005
cg09559551 RSC1A1 1 FALSE 0.78 0.72 0.06 0.024
cg02212280 MMP1 11 FALSE 0.80 0.74 0.06 <0.001
€g20812929 DHRS4L2 14 TRUE 0.31 0.25 0.06 0.022
cg08046471 CXCL11 4 FALSE 0.72 0.66 0.06 0.025
cg27016609 STON1 2 FALSE 0.49 0.44 0.06 0.001
€g26981881 DEC1 9 FALSE 0.73 0.67 0.06 0.039
cg09873510 NLN 5 FALSE 0.67 0.62 0.06 0.015
€g13982505 KCNJ13 2 FALSE 0.71 0.66 0.06 0.003
€g25803423 Cl4orf119 14 TRUE 0.15 0.09 0.06 0.028
cg27383744 BRCA1 17 TRUE 0.84 0.79 0.06 0.001
€g27661264 GNAS 20 TRUE 0.28 0.22 0.05 0.030
cg08972170 Ells1 7 TRUE 0.73 0.67 0.05 0.036
cg06776256 GPRC5A 12 TRUE 0.33 0.28 0.05 0.044
cg11003133 AIM2 1 FALSE 0.86 0.81 0.05 0.032
cg17606194 SYCE1 10 TRUE 0.47 0.41 0.05 0.037
cg14837082 HRH1 3 FALSE 0.65 0.60 0.05 0.015
€g11251498 INDOL1 8 FALSE 0.21 0.16 0.05 0.002
€g20895028 CDH26 20 FALSE 0.79 0.74 0.05 <0.001
cg16879115 APOBEC1 12 FALSE 0.70 0.65 0.05 0.021
cg25743584 TIAF1 17 FALSE 0.69 0.64 0.05 0.001
cg09964921 KCNE1 21 FALSE 0.78 0.73 0.05 0.002
€g22726338 AKNAD1 1 FALSE 0.68 0.62 0.05 0.011
€g27090087 TINAG 6 FALSE 0.51 0.45 0.05 0.032
cg17896229 PROKR2 20 TRUE 0.61 0.56 0.05 0.005
€g25372103 DLL1 6 TRUE 0.28 0.23 0.05 0.003
cg02131853 TMEM156 4 FALSE 0.70 0.65 0.05 <0.001
€g25420952 AMBP 9 FALSE 0.79 0.74 0.05 0.049
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€g25650811 CCDC129 7 TRUE 0.59 0.54 0.05 0.008
cg20891917 IFRD1 7 FALSE 0.86 0.81 0.05 0.001
cg15344028 ICOS 2 FALSE 0.74 0.69 0.05 0.031
€g23580000 ADCY7 16 TRUE 0.87 0.82 0.05 0.040
cg00182461 PPIL3 2 TRUE 0.14 0.09 0.05 0.004
cg15674997 GRM6 5 TRUE 0.35 0.40 -0.05 0.001
cg10316764 TAOK2 16 TRUE 0.35 0.40 -0.05 0.038
cg12958778 TBC1D14 4 TRUE 0.47 0.52 -0.05 0.033
cg06637774 P2RY6 11 TRUE 0.24 0.29 -0.05 0.025
€g16601861 ALDH1A1 9 FALSE 0.34 0.39 -0.05 0.043
€g25509184 CFTR 7 TRUE 0.57 0.62 -0.05 0.024
cg00968931 MRPL54 19 FALSE 0.69 0.74 -0.05 0.025
€g17692403 R3HDML 20 FALSE 0.13 0.18 -0.05 0.006
cg00666746 SYDE1 19 TRUE 0.11 0.16 -0.05 0.001
€g10929387 ITIH4 3 FALSE 0.82 0.87 -0.05 0.017
cg09354267 ATG5 6 TRUE 0.28 0.34 -0.05 0.049
€g25938646 SLITRK1 13 TRUE 0.42 0.47 -0.05 0.023
cg00296685 GTF2H4 6 TRUE 0.44 0.49 -0.05 0.004
cg25356886 CRYGD 2 TRUE 0.42 0.47 -0.05 0.005
cg02337166 NR1D1 17 FALSE 0.10 0.15 -0.05 0.036
cg07880854 FBLN7 2 FALSE 0.17 0.22 -0.05 0.007
cg09893305 HAPLN1 5 FALSE 0.50 0.55 -0.05 0.040
€g27465566 TRIO 5 TRUE 0.30 0.35 -0.05 0.007
€g19903229 C140rf105 14 FALSE 0.57 0.62 -0.05 0.013
cg10537269 TIMM9 14 TRUE 0.20 0.25 -0.05 0.041
cg15343119 GALR1 18 TRUE 0.19 0.24 -0.05 0.004
cg08041019 ATXN2 12 TRUE 0.23 0.29 -0.05 0.005
cg10731149 CYBRD1 2 TRUE 0.59 0.64 -0.05 0.010
cg07657236 KCNH8 3 TRUE 0.18 0.24 -0.05 0.002
cg00567749 CSPG2 5 TRUE 0.34 0.40 -0.05 0.015
cg08445039 FKBP9 7 TRUE 0.13 0.18 -0.05 0.033
cg03464655 SLC38A11 2 TRUE 0.22 0.27 -0.05 0.026
cg10742801 PRAP1 10 FALSE 0.29 0.34 -0.05 0.007
cg02065387 GABRA1 5 FALSE 0.56 0.62 -0.05 0.047
€g22193702 PADI1 1 FALSE 0.82 0.87 -0.05 0.047
€g19188060 PSMD2 3 TRUE 0.13 0.19 -0.05 <0.001
cg09604428 PB1 3 FALSE 0.88 0.93 -0.05 0.025
cg02318535 PPM1E 17 TRUE 0.78 0.83 -0.05 0.048
cg09788239 PCQAP 22 TRUE 0.12 0.17 -0.05 0.003
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cg03743584 PRAP1 10 FALSE 0.18 0.23 -0.05 0.020
cg08223748 MEF2C 5 TRUE 0.25 0.30 -0.05 0.008
cg07536847 PAX7 1 TRUE 0.16 0.21 -0.05 0.006
cg16468910 SNX4 3 TRUE 0.27 0.33 -0.05 0.022
cg16046951 MKKS 20 TRUE 0.21 0.26 -0.05 0.025
cg16168311 APOA1BP 1 TRUE 0.10 0.15 -0.05 0.001
€g16608652 B3GALT2 1 FALSE 0.81 0.86 -0.05 0.038
cg08261177 ALDH16A1 19 TRUE 0.07 0.12 -0.05 0.010
cg15014458 LYPD3 19 FALSE 0.24 0.30 -0.05 0.037
cg18411898 RPRM 2 TRUE 0.38 0.43 -0.05 0.002
cg17509872 CNOT7 8 FALSE 0.28 0.34 -0.05 0.018
cg15109571 SUFU 10 TRUE 0.07 0.13 -0.05 0.001
cg02727285 RELB 19 TRUE 0.38 0.43 -0.05 0.035
€g26815021 SFRS2 17 TRUE 0.17 0.23 -0.05 <0.001
cg08207256 DNM2 19 TRUE 0.17 0.22 -0.05 0.003
€g11885098 EFNA2 19 TRUE 0.23 0.28 -0.05 0.009
€g24958765 RAB4B 19 TRUE 0.15 0.20 -0.05 0.009
cg00021527 TAF15 17 TRUE 0.09 0.15 -0.05 0.010
€g19948393 ANKRD33 12 TRUE 0.48 0.54 -0.05 0.030
cg08054038 PVRL2 19 TRUE 0.46 0.51 -0.05 0.003
€g22430790 FRMD6 14 TRUE 0.20 0.25 -0.06 0.001
€g09209002 SAS10 4 TRUE 0.09 0.14 -0.06 0.027
€g18001427 RWDD2B 21 TRUE 0.16 0.22 -0.06 0.032
cg16195804 C12orf65 12 TRUE 0.16 0.21 -0.06 0.008
cg06150803 TNFRSF19 13 FALSE 0.23 0.28 -0.06 0.004
cg17166812 NDUFS2 1 FALSE 0.24 0.29 -0.06 0.041
cg23061257 YIPF1 1 TRUE 0.25 0.31 -0.06 0.019
cg06543018 RBP1 3 TRUE 0.19 0.25 -0.06 0.017
cg15350194 FAM?70B 13 TRUE 0.28 0.34 -0.06 0.003
cg01190915 MT2A 16 TRUE 0.38 0.44 -0.06 0.036
cg02630888 FBXL5 4 TRUE 0.64 0.70 -0.06 0.034
cg20513206 C19orf47 19 TRUE 0.65 0.70 -0.06 0.048
€g12619509 DNASE1L2 16 TRUE 0.25 0.31 -0.06 <0.001
cg20867633 GOLTIA 1 TRUE 0.33 0.39 -0.06 0.002
€g20449692 CLDN11 3 TRUE 0.06 0.12 -0.06 0.002
€g23771929 FREQ 9 TRUE 0.19 0.25 -0.06 0.013
cg05154390 MRPS15 1 TRUE 0.17 0.23 -0.06 0.014
cg01333131 CDC42BPB 14 TRUE 0.13 0.19 -0.06 0.010
cg09164559 KIAA1279 10 TRUE 0.24 0.30 -0.06 0.047
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cg08361238 PTGFRN 1 TRUE 0.38 0.44 -0.06 0.037
€g24083641 MGC46496 4 TRUE 0.40 0.45 -0.06 0.013
cg02586730 EFEMP2 11 TRUE 0.38 0.44 -0.06 0.044
cg05856931 MSI2 17 TRUE 0.52 0.57 -0.06 0.003
cg07425555 FLJ23447 19 FALSE 0.27 0.33 -0.06 0.002
€g24450312 RASSF5 1 TRUE 0.16 0.22 -0.06 0.001
cg14892768 AXL 19 FALSE 0.16 0.21 -0.06 0.008
cg03942271 AUH 9 TRUE 0.26 0.32 -0.06 0.019
cg14191360 MET 7 TRUE 0.60 0.66 -0.06 0.047
cg03532005 PSPH 7 TRUE 0.24 0.30 -0.06 0.002
cg11503011 EBF 5 FALSE 0.16 0.22 -0.06 0.001
cg05179880 PDCD7 15 TRUE 0.22 0.28 -0.06 0.021
cg00066816 IL12B 5 TRUE 0.35 0.41 -0.06 0.029
cg04759439 CAST1 3 TRUE 0.19 0.25 -0.06 <0.001
cg04065065 PIGO 9 TRUE 0.20 0.26 -0.06 <0.001
cg11976166 TGFB2 1 TRUE 0.19 0.25 -0.06 0.001
cg08697665 RARRES1 3 TRUE 0.33 0.39 -0.06 0.011
€g22134325 NPAS4 11 TRUE 0.17 0.23 -0.06 0.012
cg08216808 ARPC2 2 FALSE 0.22 0.28 -0.06 0.009
cg14166009 HKR1 19 TRUE 0.18 0.23 -0.06 0.013
cg25482967 MRPS10 6 TRUE 0.31 0.36 -0.06 0.010
cg02214188 BDH2 4 FALSE 0.47 0.52 -0.06 0.004
cg16152813 FAM578B 16 FALSE 0.16 0.22 -0.06 0.001
cg11466908 AUH 9 TRUE 0.09 0.15 -0.06 <0.001
cg04371779 GPATCH2L 14 TRUE 0.09 0.15 -0.06 0.008
cg02401978 ZNF746 7 FALSE 0.53 0.58 -0.06 0.040
cg01457653 FBXL8 16 TRUE 0.09 0.14 -0.06 0.024
cg09310112 JMID2B 19 TRUE 0.09 0.15 -0.06 0.022
cg11418559 ZNF593 1 TRUE 0.27 0.33 -0.06 0.025
cg27069753 ELA3B 1 FALSE 0.51 0.57 -0.06 0.020
€g17593391 RRAGC 1 TRUE 0.26 0.32 -0.06 0.046
cg08749917 RTP1 3 FALSE 0.43 0.49 -0.06 0.029
cg07036530 GPR26 10 TRUE 0.29 0.35 -0.06 0.012
€g21151355 GJB3 1 FALSE 0.24 0.30 -0.06 0.008
cg17166338 TERT 5 TRUE 0.48 0.54 -0.06 0.026
€g19350340 ASPM 1 TRUE 0.32 0.38 -0.06 0.008
€g22986999 MRGPRF 11 TRUE 0.28 0.34 -0.06 0.042
€g27112247 TMED2 12 TRUE 0.53 0.59 -0.06 <0.001
cg01200177 POLR2D 2 TRUE 0.31 0.37 -0.06 0.011
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€g11052143 ALS2CR11 2 TRUE 0.18 0.25 -0.06 0.025
cg03682712 LOXL1 15 TRUE 0.10 0.16 -0.06 0.016
cg20119051 R3HDM1 2 TRUE 0.48 0.54 -0.06 0.001
cg10927536 SRRD 22 TRUE 0.35 0.41 -0.06 0.019
cg04845628 MINA 3 TRUE 0.63 0.69 -0.06 0.001
cg05194726 NRIP2 12 FALSE 0.11 0.17 -0.06 0.017
€g11412582 HERC2 15 TRUE 0.12 0.18 -0.06 0.024
€g23769143 TIMP4 3 FALSE 0.18 0.25 -0.06 0.032
€g12256080 ABT1 6 TRUE 0.09 0.15 -0.06 0.004
cg11730100 FEN1 11 TRUE 0.23 0.29 -0.06 0.002
€g25225238 GRM3 7 FALSE 0.33 0.39 -0.06 0.039
€g12324629 ULK2 17 TRUE 0.37 0.44 -0.06 0.029
cg04532952 CA4 17 TRUE 0.14 0.20 -0.06 0.002
€g15557833 MFSD8 4 TRUE 0.25 0.32 -0.06 <0.001
cg07884019 HMP19 5 FALSE 0.28 0.34 -0.06 0.047
cg11177693 ZNF513 2 TRUE 0.56 0.62 -0.06 0.020
€g21759080 STX5A 11 TRUE 0.13 0.19 -0.06 0.021
€g24674220 GMEB2 20 FALSE 0.71 0.77 -0.06 0.045
cg03098721 TTLL7 1 TRUE 0.58 0.64 -0.06 0.024
€g25982743 TIMP4 3 TRUE 0.14 0.21 -0.06 0.001
€g20856064 PH-4 3 TRUE 0.17 0.23 -0.06 <0.001
€g24792360 FUCA1 1 TRUE 0.41 0.48 -0.06 0.038
cg03513163 PCDHB1 5 TRUE 0.29 0.35 -0.06 0.032
cg05587474 MOV10 1 TRUE 0.38 0.45 -0.06 <0.001
cg17327630 ZNF212 7 TRUE 0.17 0.23 -0.07 0.007
cg00647741 ZNF274 19 FALSE 0.43 0.49 -0.07 0.043
€g11536940 PGCP 8 TRUE 0.25 0.32 -0.07 0.038
cg17865752 CCNT2 2 TRUE 0.30 0.36 -0.07 0.019
€g19974223 ANKRD33 12 TRUE 0.60 0.66 -0.07 0.013
€g21493666 PPME1 11 TRUE 0.20 0.26 -0.07 0.005
cg05303448 AACS 12 TRUE 0.22 0.29 -0.07 0.001
€g10994379 CAPSL 5 FALSE 0.37 0.44 -0.07 0.050
cg00571634 WDR58B 3 TRUE 0.41 0.48 -0.07 0.003
cg14920846 NAV1 1 TRUE 0.42 0.48 -0.07 0.025
cg08707819 RCOR1 14 TRUE 0.35 0.42 -0.07 0.001
€g24362726 C4orf33 4 FALSE 0.64 0.71 -0.07 0.048
€g26431343 HSPC117 22 FALSE 0.48 0.55 -0.07 0.005
€g11908570 KIAA0040 1 TRUE 0.24 0.31 -0.07 0.001
€g22972055 UNC84A 7 TRUE 0.68 0.75 -0.07 0.019
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cg17783509 PHOX2B 4 FALSE 0.30 0.37 -0.07 0.009
cg23547429 SLC43A3 11 FALSE 0.20 0.26 -0.07 <0.001
cg14435807 LOXL1 15 TRUE 0.13 0.20 -0.07 0.002
cg05257610 NDUFAF7 2 FALSE 0.57 0.64 -0.07 0.039
cg01860753 RASSF5 1 TRUE 0.22 0.29 -0.07 0.012
cgl2271671 FGL2 7 FALSE 0.29 0.35 -0.07 0.016
cg07129274 HISTIH2AL 6 TRUE 0.27 0.34 -0.07 0.012
cg02860543 IGF2BP3 7 TRUE 0.42 0.49 -0.07 0.043
cg25345738 PWP1 12 FALSE 0.16 0.22 -0.07 0.018
cg01718365 AOF2 1 TRUE 0.24 0.31 -0.07 0.008
cg01288089 CXCL10 4 FALSE 0.25 0.32 -0.07 <0.001
cg02147791 SAP18 13 TRUE 0.22 0.29 -0.07 0.035
cg09404633 LMOD1 1 TRUE 0.21 0.28 -0.07 0.001
cg15868302 FOXD2 1 TRUE 0.42 0.49 -0.07 0.018
cg09047884 TTLL1 22 TRUE 0.58 0.65 -0.07 0.001
cg02849695 ccDC19 1 TRUE 0.24 0.31 -0.07 0.001
cg07693270 RPL39L 3 TRUE 0.41 0.48 -0.07 <0.001
cg03160508 RHOD 11 TRUE 0.18 0.25 -0.07 0.015
€g18632102 CNOT8 5 TRUE 0.37 0.44 -0.07 0.020
cg20426860 FLI20422 19 TRUE 0.18 0.25 -0.07 0.006
€g24088408 E2F1 20 TRUE 0.53 0.61 -0.07 0.027
€g21422208 RFT1 3 TRUE 0.28 0.35 -0.07 0.011
€g19453250 STATIP1 18 FALSE 0.31 0.38 -0.07 0.007
cg18847227 SUMF1 3 TRUE 0.39 0.47 -0.07 0.015
€g27239157 MCF2L2 3 TRUE 0.41 0.48 -0.07 <0.001
€g15815843 MFAP5 12 FALSE 0.72 0.79 -0.07 0.017
cg20773127 ENPEP 4 TRUE 0.41 0.48 -0.07 0.037
cg03876622 CSDA 12 TRUE 0.21 0.29 -0.07 0.017
cg14036856 MGC52423 1 FALSE 0.62 0.69 -0.07 0.025
cg17387870 CHFR 12 TRUE 0.24 0.31 -0.07 0.017
cg11672225 RNF185 22 TRUE 0.20 0.27 -0.07 0.006
cg01337047 DSG1 18 FALSE 0.46 0.53 -0.07 0.048
cg08713365 C200rf98 20 TRUE 0.08 0.16 -0.07 0.017
cg14711201 SKP2 5 TRUE 0.14 0.21 -0.07 0.001
cg07460665 CALCOCO2 17 TRUE 0.16 0.23 -0.07 0.002
cg19759064 PHKG1 7 FALSE 0.29 0.36 -0.07 0.046
cg11816577 YWHAE 17 TRUE 0.15 0.23 -0.07 0.047
cg18977436 FGF14 13 FALSE 0.32 0.39 -0.08 0.006
€g26924825 LCAT 16 FALSE 0.54 0.62 -0.08 0.039
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cg15881727 ZBED4 22 TRUE 0.11 0.18 -0.08 0.001
cg00674922 SATB1 3 TRUE 0.39 0.46 -0.08 0.005
cg05624932 CRISPLD1 8 TRUE 0.35 0.42 -0.08 0.031
cg17378989 ERCC1 19 TRUE 0.32 0.40 -0.08 0.020
€g27394046 XRN2 20 TRUE 0.51 0.59 -0.08 0.027
cg05333568 CCDC185 1 TRUE 0.26 0.34 -0.08 0.019
cgl6121444 NME7 1 TRUE 0.16 0.23 -0.08 0.025
cg01919208 LAMB2 3 TRUE 0.16 0.24 -0.08 0.009
€g20055101 ZNF206 16 FALSE 0.33 0.41 -0.08 0.041
cg10217449 GNPDA2 4 TRUE 0.45 0.53 -0.08 0.018
cg18964732 TMCO1 1 TRUE 0.16 0.24 -0.08 0.002
€g21993406 CENPH 5 FALSE 0.32 0.40 -0.08 0.039
cg01446393 FAM107A 3 FALSE 0.58 0.66 -0.08 0.045
€g26284390 NFKBIZ 3 TRUE 0.25 0.33 -0.08 0.026
€g13549845 GRID2 4 TRUE 0.48 0.56 -0.08 0.011
cg00984602 SRF 6 TRUE 0.20 0.28 -0.08 0.001
€g26486702 UsP21 1 TRUE 0.23 0.31 -0.08 0.022
cg05420896 DCC 18 TRUE 0.29 0.37 -0.08 0.007
cg10841258 CTTNBP2NL 1 TRUE 0.23 0.31 -0.08 0.037
€g12148581 RPL14 3 TRUE 0.41 0.49 -0.08 0.028
cg18053607 PIB5PA 22 FALSE 0.22 0.30 -0.08 0.045
cg12435611 BRIP1 17 TRUE 0.28 0.36 -0.08 0.014
€g19972619 mMyc 8 TRUE 0.08 0.16 -0.08 0.005
cg24333473 ZNF597 16 TRUE 0.23 0.31 -0.08 0.032
cg05681757 FGD4 12 FALSE 0.34 0.43 -0.09 0.001
cg16858125 ELOVL1 1 TRUE 0.45 0.54 -0.09 0.018
cg21374864 TOR1A 9 TRUE 0.30 0.39 -0.09 0.012
cg06363129 SOSTDC1 7 FALSE 0.34 0.42 -0.09 0.001
cg03813905 NDUFB9 8 TRUE 0.28 0.37 -0.09 0.011
cg01185080 ZNF710 15 TRUE 0.25 0.34 -0.09 0.005
€g25162921 MTAP 9 TRUE 0.24 0.33 -0.09 0.004
€g23904249 MGC2574 11 TRUE 0.59 0.68 -0.09 0.001
cg08005849 HGF 7 FALSE 0.38 0.47 -0.09 0.005
cg12477119 CRKRS 17 TRUE 0.30 0.39 -0.09 0.003
cg04561804 TLOC1 3 FALSE 0.30 0.39 -0.09 0.025
cg09494546 SLC16A4 1 FALSE 0.58 0.67 -0.09 0.017
€g24115040 DLX5 7 TRUE 0.42 0.51 -0.09 0.021
cg16706631 HIST1H4E 6 TRUE 0.29 0.38 -0.09 0.038
cg06609049 THOP1 19 TRUE 0.36 0.45 -0.09 0.016
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cg08586737 GCC1 7 TRUE 0.30 0.39 -0.09 0.038
€g27546682 STK40 1 TRUE 0.29 0.38 -0.09 0.004
€g15298323 ACAT2 6 TRUE 0.62 0.71 -0.09 0.001
cg01745657 PLCXD2 3 TRUE 0.28 0.37 -0.09 0.005
cg04975920 TSPAN1 1 FALSE 0.47 0.56 -0.09 0.047
€g20050113 SLC9A2 2 TRUE 0.35 0.44 -0.09 0.016
cg03787486 ADH5 4 TRUE 0.24 0.34 -0.09 <0.001
cg01985396 DAAM2 6 FALSE 0.26 0.35 -0.10 <0.001
cg15780361 ALS2CR11 2 TRUE 0.33 0.43 -0.10 0.006
€g22496254 HCAP-G 4 FALSE 0.56 0.65 -0.10 0.035
€g23242898 DCC 18 TRUE 0.57 0.67 -0.10 0.011
cg06493080 HOXB7 17 TRUE 0.35 0.45 -0.10 0.038
cg10735607 TMEM109 11 TRUE 0.53 0.63 -0.10 0.048
cg19573166 SLC22A17 14 FALSE 0.47 0.57 -0.10 0.035
€g27413025 CYP20A1 2 TRUE 0.28 0.38 -0.10 <0.001
cg24745738 EDNRB 13 TRUE 0.22 0.32 -0.10 0.001
€g10003443 FOXA2 20 TRUE 0.36 0.46 -0.10 0.010
cg07455279 NDUFA3 19 TRUE 0.21 0.31 -0.10 0.046
€g27202708 CCDC185 1 TRUE 0.27 0.38 -0.11 0.001
cg03882305 TRIM50C 7 TRUE 0.38 0.49 -0.11 0.003
cg26777475 PCOLCE 7 FALSE 0.44 0.55 -0.11 0.048
cg04689061 PKIA 8 TRUE 0.31 0.42 -0.11 0.025
cg03454353 ZFP37 9 TRUE 0.45 0.56 -0.11 <0.001
€g20229788 GCKR 2 FALSE 0.37 0.49 -0.11 0.005
€g23970338 TSFM 12 TRUE 0.13 0.25 -0.12 0.010
€g21168622 ZNF350 19 TRUE 0.24 0.36 -0.12 0.032
€g22502502 TRIM38 6 FALSE 0.28 0.40 -0.12 0.002
cg08965324 LTA4H 12 TRUE 0.32 0.45 -0.13 0.032
cg20587336 ARMC1 8 TRUE 0.35 0.49 -0.14 0.006
cg07713361 APOL1 22 FALSE 0.41 0.55 -0.14 0.003
€g12992720 EDG4 19 TRUE 0.25 0.39 -0.14 0.001
€g25125453 SPTLC3 20 FALSE 0.44 0.58 -0.15 0.002
cg08942800 CRISP2 6 TRUE 0.36 0.52 -0.17 0.017
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Tabla 5. Lista de CDMs presentes en TH en la comparacion de los grupos de OD y
OND.

CpG Simbolo del gen | Cromosoma | Isla CpG Beta DO ‘ Beta OB ‘ Delta Beta ‘ Valor p ‘

€g10296238 SPATCIL 21 TRUE 0.59 0.47 0.12 0.029
cg18145505 GREM1 15 TRUE 0.35 0.23 0.12 0.013
€g23002761 FBLIM1 1 TRUE 0.31 0.19 0.11 0.026
cg10746737 HLA-DRB5 6 FALSE 0.71 0.61 0.11 0.018
cg09794131 HYDIN 16 TRUE 0.34 0.23 0.11 0.030
cg07747299 SPATCIL 21 TRUE 0.56 0.46 0.10 0.040
cg06851207 FLJ10781 19 TRUE 0.72 0.62 0.09 0.028
cg06361108 CCNF 16 TRUE 0.21 0.13 0.09 0.009
€g25902889 FSD1 19 FALSE 0.62 0.53 0.09 0.009
cg17483510 GNB4 3 TRUE 0.45 0.36 0.08 0.011
€g26764244 GNG12 1 TRUE 0.28 0.20 0.08 0.034
cg16670497 GSTM2 1 TRUE 0.44 0.36 0.08 0.024
cg17179881 BIK 22 TRUE 0.62 0.54 0.08 0.017
€g12699145 T™C7 16 TRUE 0.29 0.21 0.08 0.009
cg07404485 PON1 7 FALSE 0.38 0.31 0.08 0.002
cg06268694 CELSR1 22 TRUE 0.30 0.23 0.07 0.026
€g26577529 KRT6E 12 FALSE 0.73 0.65 0.07 0.016
cg04557383 MTI1H 16 TRUE 0.43 0.35 0.07 0.005
€g19297232 SMPD3 16 TRUE 0.59 0.52 0.07 0.029
€g22039287 RIT2 18 FALSE 0.61 0.53 0.07 0.006
€g22609784 MSX1 4 TRUE 0.55 0.48 0.07 0.001
cg07640473 SEMA3F 3 TRUE 0.51 0.44 0.07 0.029
cg10447080 FILIP1 6 FALSE 0.37 0.30 0.07 0.012
cg18055394 EPHA3 3 TRUE 0.34 0.27 0.07 0.041
cg03283421 CuzD1 10 FALSE 0.72 0.65 0.07 0.034
cg08137040 ZNF800 7 TRUE 0.35 0.28 0.07 0.003
cg15534366 CDH4 20 FALSE 0.52 0.46 0.07 0.012
cg00563926 TGFBR3 1 TRUE 0.27 0.21 0.06 0.047
€g26525091 MADCAM1 19 TRUE 0.24 0.18 0.06 0.004
cg00949442 ABCA3 16 TRUE 0.24 0.18 0.06 0.002
cg06147863 SPI1 11 FALSE 0.67 0.61 0.06 0.001
cg07914866 IRAK3 12 TRUE 0.33 0.27 0.06 0.010
cg13391638 FLJ13576 7 TRUE 0.41 0.35 0.06 0.028
€g21974239 MAPK12 22 TRUE 0.22 0.16 0.06 0.007
cg00489401 FLT4 5 TRUE 0.20 0.14 0.06 0.021




cg15778232 PHB2 12 FALSE 0.63 0.57 0.06 0.019
cg13975369 TSGA14 7 TRUE 0.32 0.26 0.06 0.010
€g14620221 OR8B8 11 FALSE 0.80 0.74 0.06 0.018
cg08946332 ALOX12 17 TRUE 0.87 0.81 0.06 0.016
cg27038439 MSX1 4 TRUE 0.75 0.70 0.06 0.044
€g12499211 SH2D2A 1 TRUE 0.44 0.38 0.06 0.049
cg24789869 DDX11 12 TRUE 0.12 0.07 0.06 0.001
€g26069745 HOXA2 7 TRUE 0.25 0.19 0.06 0.021
cg27063525 NUS1 6 TRUE 0.17 0.11 0.06 0.049
cg03760483 ALOX12 17 TRUE 0.43 0.37 0.06 0.043
€g18815943 FOXE3 1 TRUE 0.13 0.07 0.06 0.001
cg07637239 KCNK18 10 FALSE 0.52 0.46 0.06 0.018
cg09328024 DYRK3 1 TRUE 0.28 0.22 0.06 0.022
cg00043004 NOXO1 16 TRUE 0.16 0.11 0.06 0.006
cg18501026 DOCK3 3 TRUE 0.23 0.17 0.06 0.002
cg19777470 CRABP1 15 TRUE 0.25 0.20 0.06 0.013
cg13707560 NMES 5 TRUE 0.42 0.37 0.05 0.026
cg09606564 MFAP4 17 FALSE 0.34 0.29 0.05 0.036
€g19428417 RRAD 16 TRUE 0.52 0.47 0.05 0.025
cg09238677 C3AR1 12 FALSE 0.47 0.41 0.05 0.047
cg00328227 Clorf59 1 TRUE 0.53 0.48 0.05 0.048
€g16352283 FAM46B 1 TRUE 0.52 0.47 0.05 0.031
€g21096915 MGC16291 10 TRUE 0.17 0.22 -0.05 0.013
€g19149785 KLK8 19 TRUE 0.65 0.70 -0.05 0.044
€g16330965 SNAPC5 15 TRUE 0.23 0.28 -0.05 0.012
cg06690548 SLC7A11 4 TRUE 0.73 0.78 -0.05 0.005
cg13817266 HSPA6 1 TRUE 0.35 0.40 -0.05 0.047
cg02104644 SYr7 11 TRUE 0.11 0.16 -0.05 0.046
cg10735607 TMEM109 11 TRUE 0.48 0.53 -0.05 0.013
€g15619125 MAMDC4 9 FALSE 0.44 0.49 -0.05 0.037
cg00754253 HRASLS5 11 FALSE 0.33 0.38 -0.05 0.035
€g13823701 TNXB 6 FALSE 0.27 0.33 -0.05 0.049
€g26125600 PF4V1 4 FALSE 0.38 0.43 -0.05 0.003
€g26205432 PLN 6 FALSE 0.56 0.61 -0.05 0.032
cg15784615 LTBR 12 FALSE 0.22 0.27 -0.05 0.013
cg14861570 MMD 17 FALSE 0.26 0.32 -0.05 0.001
cg09547190 C9orf89 9 TRUE 0.38 0.44 -0.05 0.009
€g23685580 CATSPER2 15 TRUE 0.81 0.87 -0.05 0.027
€g18940763 XBP1 22 TRUE 0.13 0.19 -0.05 0.013
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cg05341115 HYAL4 7 FALSE 0.67 0.72 -0.05 0.001
cg14532519 TCF20 22 FALSE 0.58 0.63 -0.05 0.019
€g24603941 MIA2 14 FALSE 0.51 0.57 -0.05 0.023
€g12815142 SPAG7 17 TRUE 0.30 0.36 -0.05 0.037
cg04991214 PFDN2 1 FALSE 0.50 0.56 -0.05 0.050
cg14882700 OTOP1 4 TRUE 0.20 0.26 -0.05 0.037
cg06948408 TMEM125 1 TRUE 0.18 0.23 -0.05 0.017
cg18184219 CEP170 1 FALSE 0.73 0.79 -0.05 0.031
cg02741177 PROL1 4 FALSE 0.65 0.70 -0.05 0.005
cg03964111 LR8 7 FALSE 0.17 0.22 -0.05 0.003
cgl17122311 127 16 FALSE 0.46 0.51 -0.05 0.040
cg10742801 PRAP1 10 FALSE 0.29 0.34 -0.05 0.006
cg01035422 PLIN 15 FALSE 0.70 0.76 -0.05 0.018
cg01895214 LOC654342 2 TRUE 0.49 0.54 -0.05 0.001
cg01040850 MR1 1 FALSE 0.53 0.59 -0.05 0.046
cg14851685 CYP4F22 19 FALSE 0.60 0.65 -0.05 0.036
cg05507459 NXNL2 9 TRUE 0.29 0.34 -0.05 0.001
cg00135393 FGG 4 FALSE 0.31 0.37 -0.05 0.036
€g25017250 APOC4 19 TRUE 0.28 0.34 -0.05 0.038
cg13431205 RB1 13 TRUE 0.51 0.57 -0.05 0.039
cg10574499 UNQ2446 16 FALSE 0.28 0.34 -0.06 0.037
cg02655623 HSA277841 17 FALSE 0.61 0.67 -0.06 0.003
cg03894103 PREPL 2 FALSE 0.70 0.76 -0.06 0.033
cg07514381 LRRC2 3 FALSE 0.69 0.75 -0.06 0.042
cg14477619 NPCIL1 7 FALSE 0.41 0.47 -0.06 0.013
cg04106785 CDK5R1 17 TRUE 0.32 0.37 -0.06 0.010
€g17229388 MGC35169 13 TRUE 0.70 0.76 -0.06 0.022
cg13849691 ACSL5 10 TRUE 0.78 0.84 -0.06 0.050
cg06048973 ACTC 15 FALSE 0.50 0.55 -0.06 0.044
cg08137716 TTLL6 17 FALSE 0.71 0.76 -0.06 0.022
€g24652919 WDR58 16 FALSE 0.64 0.69 -0.06 0.039
€g20199333 F2 11 FALSE 0.48 0.54 -0.06 0.016
€g24898863 S100A8 1 FALSE 0.23 0.29 -0.06 0.002
€g20099806 CCDC47 17 FALSE 0.25 0.31 -0.06 0.004
€g18294158 ORC5L 7 FALSE 0.66 0.72 -0.06 0.007
€g15398520 LPAL2 6 FALSE 0.35 0.41 -0.06 0.027
€g25677709 NDST1 5 FALSE 0.50 0.56 -0.06 0.016
€g24269657 F7 13 FALSE 0.41 0.46 -0.06 0.006
cg00466492 CTXN1 19 TRUE 0.76 0.81 -0.06 0.025
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cg01484156 NCALD 8 FALSE 0.34 0.40 -0.06 <0.001
€g20584011 ZDHHC11 5 TRUE 0.72 0.78 -0.06 0.002
cg16153267 RB1 13 TRUE 0.56 0.61 -0.06 0.008
€g22337624 DHX38 16 FALSE 0.27 0.33 -0.06 0.003
cg06850526 MGC15523 17 TRUE 0.27 0.33 -0.06 0.039
€g18901980 KRT25A 17 FALSE 0.68 0.74 -0.06 0.003
€g16639185 LGTN 1 TRUE 0.33 0.39 -0.06 0.031
€g10303487 DPYS 8 TRUE 0.07 0.13 -0.06 0.033
cg00579402 FUT6 19 FALSE 0.52 0.58 -0.06 0.034
cg04837071 NOXA1 9 TRUE 0.53 0.59 -0.06 0.033
€g12694870 HPD 12 FALSE 0.38 0.44 -0.06 0.027
cg07233761 ESM1 5 TRUE 0.27 0.33 -0.06 0.031
€g22171829 PDK4 7 TRUE 0.12 0.18 -0.06 0.037
€g15201291 CYpP2C8 10 FALSE 0.53 0.60 -0.06 0.014
cg05985767 ANPEP 15 TRUE 0.36 0.42 -0.06 0.008
cg07163603 HLA-A 6 FALSE 0.34 0.40 -0.06 0.032
€g24920358 PPIE 1 TRUE 0.32 0.38 -0.06 0.046
cg03835296 SLC17A1 6 FALSE 0.32 0.38 -0.07 0.014
cg12542604 ANKSI1A 6 TRUE 0.14 0.20 -0.07 0.020
cg07745725 PSG3 19 FALSE 0.55 0.62 -0.07 0.008
cg02523400 SERPIND1 22 FALSE 0.34 0.40 -0.07 0.048
€g24792360 FUCA1 1 TRUE 0.34 0.41 -0.07 0.011
€g27420123 FSHB 11 FALSE 0.34 0.41 -0.07 0.007
€g23834593 HNF4A 20 FALSE 0.37 0.44 -0.07 0.029
cg10414946 MS4A2 11 FALSE 0.47 0.54 -0.07 0.020
cg07150830 NOS2A 17 FALSE 0.52 0.59 -0.07 0.020
€g25514304 PSEN2 1 FALSE 0.42 0.49 -0.07 0.041
cg15783800 HAK 18 TRUE 0.36 0.43 -0.07 0.007
€g27440834 SNX4 3 FALSE 0.56 0.63 -0.07 0.038
cg02735486 ANK2 4 TRUE 0.46 0.53 -0.07 0.030
€g15149645 P8 16 FALSE 0.17 0.24 -0.07 0.003
cg13614083 KCNAB2 1 TRUE 0.51 0.58 -0.07 0.032
€g12003230 LINCO0313 21 FALSE 0.48 0.55 -0.07 0.017
cg02399455 SRI 7 FALSE 0.54 0.61 -0.07 0.025
cg15357639 0GG1 3 TRUE 0.78 0.85 -0.07 0.013
cg07109801 NDUFAF3 3 TRUE 0.50 0.57 -0.07 0.018
cg19464944 FCGRIA 1 FALSE 0.31 0.39 -0.07 0.038
€g20615832 PF4V1 4 TRUE 0.28 0.35 -0.07 0.022
€g23322523 TRIM55 8 FALSE 0.26 0.33 -0.07 0.013
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cg05976325 LOC284912 22 FALSE 0.51 0.58 -0.07 0.038
cg13520715 LINCO0479 21 FALSE 0.70 0.77 -0.07 0.022
€g25657700 SNRPN 15 TRUE 0.54 0.62 -0.07 0.026
cg04994456 RNF186 1 FALSE 0.40 0.48 -0.08 0.010
€g19554294 VNIR2 19 FALSE 0.51 0.58 -0.08 0.010
cg18429742 ZDHHC11 5 TRUE 0.64 0.72 -0.08 0.016
cg13705284 ACOX2 3 FALSE 0.19 0.27 -0.08 0.012
cg13726463 COX6A2 16 TRUE 0.51 0.58 -0.08 0.004
€g26955850 OXT 20 TRUE 0.37 0.45 -0.08 0.050
cg04662594 EPB49 8 FALSE 0.32 0.40 -0.08 0.002
cg20131968 CCDC47 17 FALSE 0.33 0.42 -0.08 0.020
cg03743584 PRAP1 10 FALSE 0.19 0.27 -0.08 0.003
cg06784466 FPRL2 19 FALSE 0.39 0.48 -0.08 0.008
€g11108890 VAMP5 2 TRUE 0.10 0.18 -0.08 0.040
€g26631477 GPR125 4 TRUE 0.19 0.27 -0.08 <0.001
cg02142461 LYAR 4 FALSE 0.72 0.80 -0.08 0.013
cg03533858 MORN1 1 FALSE 0.43 0.51 -0.08 0.029
cg08510456 BSN 3 TRUE 0.39 0.47 -0.08 0.039
cg06194808 MGC9712 7 FALSE 0.48 0.57 -0.09 0.008
€g25598083 ACOT2 14 FALSE 0.48 0.57 -0.09 0.025
cg07251788 CLTCL1 22 TRUE 0.42 0.51 -0.09 0.028
cg18678121 SEC61A2 10 TRUE 0.50 0.60 -0.09 0.011
cg03733371 LIPH 3 FALSE 0.44 0.54 -0.10 0.047
cg02192965 SLC3A1 2 FALSE 0.60 0.70 -0.10 0.023
€g24333473 ZNF597 16 TRUE 0.37 0.47 -0.10 0.042
cg17264470 FGF21 19 FALSE 0.76 0.87 -0.11 0.016
€g22730830 PRSS21 16 TRUE 0.57 0.68 -0.11 0.003
€g24362726 C4orf33 4 FALSE 0.31 0.42 -0.11 0.039
cg01600189 FLJ20444 9 TRUE 0.18 0.30 -0.11 0.005
cg24092914 VHL 3 TRUE 0.46 0.58 -0.12 0.021
€g26267561 OXT 20 TRUE 0.68 0.84 -0.15 0.001
cg20655558 DNAJB7 22 FALSE 0.56 0.72 -0.16 0.035
€g23349790 IGSF21 1 TRUE 0.12 0.30 -0.18 <0.001
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Tabla 6. Términos enriquecidos en TAS en el analisis ontolégico de genes de los

procesos biolégicos.

Termino GO

Nivel de
enriquecimiento

Valor p

Regulation of cellular ketone

. 22.1 0.001 LEP, CPT1B, IRS1, ADIPOQ
metabolic process
Regulation of carbohydrate 44.9 0.002 LEP, IRS1, ADIPOQ
biosynthetic process
Muscle organ development 7.5 0.004 CPT1B, TSC1, MYF5, SGCD, ALX4
Regulation of lipid metabolic 11.2 0.005 LEP, CPT1B, IRS1, ADIPOQ
process
Regulation of glucose metabolic 27 0.005 LEP, IRS1, ADIPOQ
process
Fatty acid catabolic process 26.2 0.006 LEP, CPT1B, ADIPOQ
Regulation of cellular 24.8 0.006 LEP, IRS1, ADIPOQ
carbohydrate metabolic process
Regulation of carbohydrate 24.2 0.006 LEP, IRS1, ADIPOQ
metabolic process
Regulation of fatty acid metabolic 19.3 0.010 CPT1B, IRS1, ADIPOQ
process
Embryonic skeletal system 16.6 0.013 HOXA4, MYF5, ALX4
morphogenesis
LE ZALD1
Skeletal system development 4.9 0.017 HOXA4, CLEC3A, KAZALD1, MYES,
ALX4
Development of prlmérY female 13.7 0.019 LEP, FGF7, FANCG
sexual characteristics
. TSC1, MYF5, SIGLEC7, LGALS7,
Cell adhesion 3.1 0.020 NINJ2, CTNNAL, DST
. . . TSC1, MYF5, SIGLEC7, LGALS7,
Biological adhesion 3.1 0.020 NINJ2, CTNNAL DST
Cellular lipid catabolic process 12.4 0.023 LEP, CPT1B, ADIPOQ
Regulation of gluconeogenesis 78.7 0.025 LEP, ADIPOQ
Negative regula.wtlon of response to 9.4 0.038 LEP, IRS1, ADIPOQ
stimulus
Response to insulin stimulus 9.4 0.038 LEP, TSC1, IRS1
Phosphatidylcholine biosynthetic 449 0.043 CPT1B, FGF7
process
Organic acid catabolic process 8.5 0.046 LEP, CPT1B, ADIPOQ
Carboxylic acid catabolic process 8.5 0.046 LEP, CPT1B, ADIPOQ
Skeletal system morphogenesis 8.4 0.047 HOXA4, MYF5, ALX4
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Tabla 7. Términos enriquecidos en TAV en el analisis ontoldgico de genes de los

procesos biolégicos.

NG
Termino GO ‘ umero Valor p Genes ‘
de genes
DCC, MEF2C, ADA, TGFB2, EDNRB, ATG5, PAX7, GRID2, TNFRSF19,
Regulation of apoptosis 26 0.003 | MYC, TERT, ERCC1, FGD4, CD3E, SKP2, TRIO, HGF, CSDA, YWHAE,
BRCA1, JIMY, KCNH8, IL12B, TIAF1, PDCD7, DNM2
erulation of orosrammed cell DCC, MEF2C, ADA, TGFB2, EDNRB, ATG5, PAX7, GRID2, TNFRSF19,
degth prog 26 0.003 | MYC, TERT, ERCC1, FGD4, CD3E, SKP2, TRIO, HGF, CSDA, YWHAE,
BRCA1, JIMY, KCNH8, IL12B, TIAF1, PDCD7, DNM2
DCC, MEF2C, ADA, TGFB2, EDNRB, ATG5, PAX7, GRID2, TNFRSF19,
Regulation of cell death 26 0.003 | MYC, TERT, ERCC1, FGD4, CD3E, SKP2, TRIO, HGF, CSDA, YWHAE,
BRCA1, JIMY, KCNH8, IL12B, TIAF1, PDCD7, DNM2
Negative regulation of lyase 5 0.014 EDNRB, GRM3, ADCY7, GALR1, GRM6
activity
Negative regulation of adenylate 5 0.014 EDNRB, GRM3, ADCY7, GALR1, GRM6
cyclase activity
Negative regulation of cyclase 5 0.014 EDNRB, GRM3, ADCY7, GALR1, GRM6G
activity
Negative regulation of neuron 4 0.018 PHOX2B, FOXA2, DLL1, ASPM
differentiation
Nerative rerulation of anontosic 3 0015 MEF2C, SKP2, HGF, CSDA, ADA, EDNRB, ATG5, PAX7, KCNHS,
& g pop : TIAF1, MYC, ERCCL, TERT
DNA catabolic process 5 0.019 GTF2H4, DNASE1L2, MYC, XRN2, ERCC1
Negative regulation of 3 0.00 MEF2C, SKP2, HGF, CSDA, ADA, EDNRB, ATGS5, PAX7, KCNHS,
programmed cell death ’ TIAF1, MYC, ERCC1, TERT
, , MEF2C, SKP2, HGF, CSDA, ADA, EDNRB, ATG5, PAX7, KCNHS,
Negative regulation of cell death 13 0.021 TIAFL MYC, ERCCL, TERT
z:tgisi':;t"’” of adenylate cyclase 6 0.024 EDNRB, GRM3, ADCY7, GALR, GRM6, GNAS
ferulation of cell cvcle 0 0027 E2F1, CCNT2, SKP2, RPRM, BRIP1, NUSAP1, HERC2, CHFR, PKIA,
& Y : MYC, BRCAL, TGFB2
Regulation of cyclase activity 6 0.027 EDNRB, GRM3, ADCY7, GALR1, GRM6, GNAS
Regulation of camp biosynthetic 6 0.029 EDNRB, GRM3, ADCY7, GALR, GRM6, GNAS
process
Regulation of lyase activity 6 0.029 EDNRB, GRM3, ADCY7, GALR1, GRM6, GNAS
Eref:;iz"’” of camp metabolic 6 0.032 EDNRB, GRM3, ADCY7, GALR, GRM6, GNAS
bositive rerulation of anontosis iy 0033 DCC, CD3E, SKP2, TRIO, YWHAE, BRCA1, TGFB2, MY, TNFRSF19,
& pop : IL12B, MYC, PDCD7, DNM2, FGD4
Hepatocyt‘e gro.wth factor 5 0.034 MET, HGF
receptor signaling pathway
Positive regulation of iy 0.035 DCC, CD3E, SKP2, TRIO, YWHAE, BRCA1, TGFB2, MY, TNFRSF19,
programmed cell death ’ IL12B, MYC, PDCD7, DNM2, FGD4
bositive rerulation of cell death iy 0.036 DCC, CD3E, SKP2, TRIO, YWHAE, BRCA1, TGFB2, MY, TNFRSF19,
g : IL12B, MYC, PDCD7, DNM2, FGD4
!_ymphocyte activation during 3 0.037 RELB, IL12B, ADA
Immune response
E2F1, MEF2C, DCC, TAOK2, FGF14, TRIO, YWHAE, BRCAL, RRAGC,
Cell death 20 0.039 TGFB2, ATXN2, BNIPL, RASSF5, APOL1, ATGS5, TNFRSF19, TIAFL,
MYC, PDCD7, FGD4
Regulation of nucleotide 6 0.04 EDNRB, GRM3, ADCY7, GALR1, GRM6, GNAS
biosynthetic process
Regulation of cyclic nucleotide 6 0.04 EDNRB, GRM3, ADCY7, GALR, GRM6, GNAS

biosynthetic process
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E2F1, MEF2C, DCC, TAOK2, FGF14, TRIO, YWHAE, BRCA1, RRAGC,

Death 20 0.042 TGFB2, ATXN2, BNIPL, RASSF5, APOL1, ATG5, TNFRSF19, TIAF1,
MYC, PDCD7, FGD4
Regulation of cyclic nucleotide 6 0.044 EDNRB, GRM3, ADCY7, GALR1, GRM6, GNAS
metabolic process
. . DCC, PHOX2B, EDNRB, TAOK2, MET, ENPEP, IL12B, SRF, YWHAE,
Cell migration 10 0.047
TGFB2
Second-messenger-mediated EDNRB, P2RY6, HRH1, ADCY7, GALR1, GRM6, HIST1H4E, GNAS,
. . 9 0.048
signaling FEN1
Regulation of nucleotide 6 0.049 EDNRB, GRM3, ADCY7, GALR1, GRM6, GNAS
metabolic process
Regulation of survival gene 3 0.049 MEF2C, SKP2, MYC

product expression

Tabla 8. Términos enriquecidos en TH en el andlisis ontol6gico de genes de los procesos

biol6gicos.
Termino GO ‘ Nimero de Valor p Genes
genes
Resnonse fo woundin 13 0.002 C3AR1, KLK8, SI00A8, NDSTL, IL27, F7, SYT7, EPHA3, FGG,
P g : HNF4A, F2, MS4A2, SERPIND1

Regulation of cell growth 7 0.006 HNF4A, SEMA3F, RB1, ESM1, GREM1, CDH4, ALOX12
Regulation of body fluid levels 6 0.007 FGG, HNF4A, OXT, F2, SERPIND1, F7
Regulation of cell size 7 0.008 HNF4A, SEMA3F, TGFBR3, RB1, GREM1, CDH4, ALOX12
Ziiu'at"’n of cellular component 8 0.008 HNF4A, SEMA3F, TGFBR3, RB1, EPB49, GREM1, CDH4, ALOX12
Blood coagulation 5 0.011 FGG, HNF4A, F2, SERPIND1, F7
Coagulation 5 0.011 FGG, HNF4A, F2, SERPIND1, F7
Homeostatic brocess iy 0011 | SRI C3ARL OXT, CCDC47, RBL, EPHA3, HNF4A, APOC4, PLN, F2,

P : NPC1L1, TGFBR3, DYRK3, MT1H
Hemostasis 5 0.013 FGG, HNF4A, F2, SERPIND1, F7
Regulation of homeostatic 5 0.016 KLKS, OXT, F2, SPI1, MS4A2
process
Di-, tri-valent inorganic cation 7 0.016 SRI, C3AR1, OXT, PLN, F2, CCDCA47, MT1H
homeostasis
Superoxide metabolic process 3 0.019 NOXO1, NOXA1, ALOX12
Wound healing 6 0.023 FGG, HNF4A, F2, SERPIND1, F7, SYT7
Regulation of nervous system 6 0.024 HOXA2, CDK5R1, KLK8, SEMA3F, OXT, CDH4
development
Regulation of cell morphogenesis 5 0.025 KLK8, SEMA3F, TGFBR3, FBLIM1, CDH4
Regulation of neuron 5 0.027 HOXA2, CDK5R1, KLKS, SEMA3F, CDH4
differentiation
Regulation of cell morphogenesis 4 0.028 KLK8, SEMA3F, TGFBR3, CDH4
involved in differentiation

1 LN, F2, NPC1L1, CCD
Chemical homeostasis 0 0.030 SRI, C3AR1, HNF4A, APOC4, OXT, PLN, F2, NPCIL1, CCDC47,
MT1H

Regulation of cell development 6 0.031 HOXA2, CDK5R1, KLK8, SEMA3F, TGFBR3, CDH4
Negative regulation of cellular 5 0.033 IRAK3, KLK8, SEMA3F, TGFBR3, EPB49

component organization
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Calcium ion transport 5 0.033 SRI, CATSPER2, PLN, F2, PSEN2
R(?sponse to prostaglandin 5 0.034

stimulus

Rgsponse to prostaglandin E 5 0.034

stimulus

Muscle organ development 6 0.034 SRI, MSX1, MAPK12, PLN, VAMP5, TGFBR3
Cation homeostasis 7 0.035 SRI, C3AR1, OXT, PLN, F2, CCDC47, MT1H
Negative regulation of cell 4 0.044 HNF4A, SEMA3F, RB1, GREM1
growth

Cellular di-, tri-valent inorganic 6 0.044 SRI, C3AR1, OXT, PLN, F2, MT1H
cation homeostasis

Myeloid cell differentiation 4 0.045 PSEN2, TGFBR3, DYRK3, RB1

Tabla 9. Genes diferencialmente expresados en ST en la comparacién OND y OD.

Simbolo ‘ Identificador ‘ logFC ‘ Valor p
RAP1GAP NM_002885.1 1.430 | 0.001
uTs2 NM_006786.2 1.307 | 0.009
AMFR NM_001144.4 1.245 | 0.020
NFIX NM_002501.2 1.175 | 0.023
LOC100131164 | XM_001721919.1 | 1.160 | 0.002
MCOLN1 NM_020533.1 1.152 | <0.001
C160RF35 NM_001039476.1 | 1.126 | <0.001
RNF182 NM_152737.2 1.101 | 0.001
SLC4A1 NM_000342.2 1.096 | <0.001
HSPC157 NR_023918.1 1.068 | 0.037
S0CS1 NM_003745.1 1.064 | 0.008
KRT1 NM_006121.3 1.004 | 0.001
USF1 NM_007122.3 0.993 | 0.013
uTs2 NM_021995.1 0.969 | 0.043
C170RF97 NM_001013672.3 | 0.948 | 0.045
ZDHHC19 NM_001039617.1 | 0.912 | 0.001
C160RF35 NM_012075.1 0.899 | <0.001
RBM38 NM_017495.4 0.880 | 0.029
CMBL NM_138809.3 0.853 | 0.032
VWCE NM_152718.2 0.841 | 0.005
LOC100128714 | XM_001722756.1 | 0.833 | <0.001
TSTA3 NM_003313.2 0.828 | 0.001
NR1D1 NM_021724.2 0.827 | 0.002
TMEMS86B NM_173804.3 0.827 | 0.005
ACSLE NM_001009185.1 | 0.823 | <0.001
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TRIM58 NM_015431.3 0.821 | 0.002

SCARNA17 NR_003003.2 0.820 | <0.001
PLEK2 NM_016445.1 0.813 | 0.007
SLC6A10P NR_003083.2 0.810 | 0.010
SLC22A16 NM_033125.2 |-0.843 | 0.001
NAPSA NM_004851.1 |-0.849| 0.020
LACTB2 NM_016027.1 |-0.870 | 0.001

LOC653071 XM_930721.1 |-0.885| 0.006

ODF2L NM_001007022.1|-0.893 | 0.003
SPAST NM_199436.1 |-0.935| 0.000
ORM2 NM_000608.2 | -0.975 | <0.001
COPG2 NM_012133.2 |-0.977 | 0.005
NKX3-1 NM_006167.2 |-0.988 | 0.002

LOC283547 XM_378454.3 |-1.007 | <0.001

PLCB1 NM_015192.2 |-1.013 | 0.004
ORM1 NM_000607.1 |-1.067 | 0.050
MFF NM_020194.4 |-1.273 | 0.040

LOC253039 NR_024408.1 -1.348 | 0.002

Tabla 10. Genes diferencialmente expresados en TAS en la comparacién OND y OD.

Simbolo ‘ Identificador logFC ‘ Valor p

CCL20 NM_004591.1 | 1.310 | 0.032

SLAMF1 | NM_003037.1| 1.068 | 0.034

AMFR NM_001144.4 | 0.955 | 0.005

PTX3 NM_002852.2 | 0.937 | 0.035

ACTA1 NM_001100.3 | 0.862 | 0.013

LIPG NM_006033.2 | 0.831 | 0.021

TNC NM_002160.2 | 0.828 | 0.011

EDN1 NM_001955.2 | 0.815 | 0.018

SERPINA3 | NM_001085.4 | 0.809 | 0.026

LOC645313 | XR_017585.2 | -0.829 | 0.026

MS4A4A | NM_148975.1 | -0.829 | 0.003

ITGB1BP1 | NM_022334.3 | -0.854 | 0.020

MIR1974 | NR_031738.1 | -0.966 | 0.011

SELIL2 NM_025229.1 | -1.032 | 0.004

STMN2 NM_007029.2 | -1.127 | <0.001

LOC644936 | NR_004845.1 | -1.164 | 0.016

STMN2 NM_007029.2 | -1.333 | <0.001
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Tabla 11. Genes diferencialmente expresados en TAV en la comparacion OND y OD.

Simbolo Identificador ‘ logfFC Valorp ‘
AMFR NM_001144.4 1.149 | 0.034
G3BP2 NM_203504.1 1.020 | 0.021
G3BP2 NM_203504.1 0.829 | 0.022
GZMH NM_033423.3 -0.832 | <0.001

RNU1A3 NR_004430.1 -0.860 | 0.028
DHRS9 NM_005771.3 -0.860 | 0.036

LOC648984 XM_938063.1 -0.868 | <0.001
CcCL18 NM_002988.2 -0.884 | 0.037
NR4A3 NM_173199.1 -0.996 | 0.006
ACP5 NM_001611.2 -1.011| 0.011

RNU1-3 NR_004408.1 -1.015| 0.046
ALAS2 NM_001037968.1 | -1.047 | 0.009
HBE1 NM_005330.3 -1.070 | 0.004

RNU1G2 NR_004426.1 -1.081| 0.038
RNU1-5 NR_004400.1 -1.088 | 0.028

HSPA1B NM_005346.3 -1.100 | 0.034
DEFB1 NM_005218.3 -1.133| 0.012

KLF4 NM_004235.3 -1.225| 0.038
KLF4 NM_004235.3 -1.366 | 0.044
JUN NM_002228.3 -1.389| 0.031
LOC644936 NR_004845.1 -1.402 | 0.037
HBD NM_000519.3 -1.443 | 0.001
NR4A2 NM_006186.2 -1.547| 0.034
HBA1 NM_000558.3 -1.731| 0.006

LOC731682 | XM_001129369.1 | -1.877 | 0.010
HBG2 NM_000184.2 -1.899 | 0.001
HBG1 NM_000559.2 -2.020| 0.001

FOS NM_005252.2 -2.757| 0.021
FOSB NM_006732.1 -3.175| 0.024
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Simbolo ‘ Identificador ‘ logFC ‘ Valor p ‘
HLA-DRB1 NM_002124.1 1.447 0.043
PLA2G2A NM_000300.2 1.179 0.026
LOC729708 XM_001725700.1 -1.053 0.039
LOC100132564 | XM_001713808.1 -1.091 0.049

Tabla 13. Lista de genes con correlacion en la alteracién de metilacion del DNA y

expresion genética en ST.

Simbolo | Identificador Delta Beta (D:Ict'::olggta) g FC :/IZIgOFrCF),
BRDT |cgl4732540| 0.086 0.008 -0.132| 0.007
PSG6 cgll1151665| 0.064 <0.001 |-0.125| 0.029

PPP2R2D |cg21750602| 0.039 0.044 -0.196| 0.029

GPR175 |cgl13728650| 0.031 0.006 -0.193| 0.037
KRT13 |cgl0742225| 0.027 0.017 -0.132| 0.015

C21orf94 |cgl7266238| 0.025 0.032 -0.140| 0.047
PSG6 cgl7642353| 0.022 0.040 -0.125| 0.029
HBQ1 cgl7714030| 0.019 0.008 -0.570| 0.001
HBD cg20609368| 0.016 0.041 -1.443 | 0.001

SLC7A60S | cg27077685| 0.010 0.025 -0.283 | 0.024

STEAP3 |cg04749104| 0.010 0.038 -0.176| 0.010
THSD1 |cgl6114640| 0.009 0.013 -0.169| 0.004
PRMT2 |cg06725035| 0.008 0.018 -0.295| 0.007
ASAH1 |cgl3563405| -0.004 0.048 0.164 | 0.004
TTC9C |cg24515202| -0.004 0.027 0.195 | 0.049
APBA1 |cgl5840658| -0.005 0.037 0.138 | 0.037
APBA1 |cgl5623573| -0.005 0.048 0.138 | 0.037

BCKDHB |cgl5256539| -0.006 0.020 0.191 | 0.048

BCKDHB |cgl15256539| -0.006 0.020 0.284 | 0.009
PPM1J |cgl2687922| -0.006 0.024 0.092 | 0.039
RET cg05621401| -0.008 0.014 0.155 | 0.035
LARGE |cg05670348| -0.008 0.028 0.301 | 0.019
MEIS2 | cg02917381| -0.008 0.005 0.109 | 0.027
RBKS cg06869899| -0.009 0.017 0.176 | 0.036
MBD6 |cg25107978| -0.012 0.015 0.334 | 0.043
ERCC8 |cgll649654| -0.012 0.047 0.239 | 0.001

PPP1R3D |cg08966023| -0.013 0.044 0.165 | 0.045

Tabla 12. Genes diferencialmente expresados en TH en la comparacién OND y OD.
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GOSR1 |cg19098314| -0.014 0.002 0.139 | 0.033
RFK cg13789236| -0.014 0.009 0.127 | 0.032
PLEKHA1 |cg01246254| -0.020 <0.001 | 0.282 | 0.040
IRX3 €g24662961| -0.020 0.003 0.774 | 0.021
DPH2 | cg25955969| -0.026 0.035 0.163 | 0.026
IGF2 cg02166532| -0.027 0.008 0.132 | 0.024
LRPPRC |cg26538116| -0.027 0.013 0.227 | 0.024
SNX16 |cg06027949| -0.034 0.011 0.435 | 0.032
FLJ44060 |cg08489623| -0.041 0.032 0.128 | 0.034
CRB3  |cg03258472| -0.046 0.026 0.173 | 0.033
BARHL2 |cgl17241310| -0.046 0.036 0.255 | 0.004
C140rf105 | cg19903229| -0.051 0.013 0.132 | 0.012
SNX4 | cgl16468910| -0.054 0.022 0.212 | 0.015
HMP19 |cg07884019| -0.062 0.047 0.119 | 0.031
EDNRB |cg24745738| -0.101 0.001 0.193 | 0.026

Tabla 14. Lista de genes con correlacion en la alteracién de metilacion del DNA y
expresion genética en TAS.

Simbolo Identificador | Delta Beta (D:Ict';olggta)

LEP cgl12782180| 0.056 0.008 -0.352| 0.022
ZNF3 | cg00929606| 0.054 0.023 -0.142 | 0.001
CAPSL |cg24202119| 0.028 0.040 -0.166 | 0.006
KCNQ1 |cgl7229197| 0.026 0.019 -0.293|<0.001
KCNQ1 |cg27491887| 0.024 0.037 -0.293|<0.001
C1QC |cgl11393848| 0.023 0.029 -0.600| 0.007
CTSE | cg04457794| 0.015 0.021 -0.232| 0.018
CLTA |cg26966384| 0.015 0.035 -0.206 | 0.003
CLTA |cg26966384| 0.015 0.035 -0.174| 0.027
NIT1 cg10053203| 0.015 0.010 -0.284 | 0.006
ST7L cg01183669| 0.015 0.009 -0.145| 0.031

OPRM1 |cgl4262937| 0.014 0.022 -0.129]| 0.013
OPRM1 |cgl4262937| 0.014 0.022 -0.198|<0.001

PTGER3 |cgl12739034| 0.012 0.009 -0.635| 0.001
DHFR |cgl16161425| 0.011 0.040 -0.170| 0.047
PTPRO |cg27196745| 0.008 0.043 -0.447| 0.011
POFUT1 |cg25811820| 0.006 0.016 -0.078| 0.048
ULBP1 |cg25589890| 0.006 0.041 -0.173| 0.015
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SFRS3 | cg08027745| 0.005 0.044 -0.406| 0.017
TSC22D4 | cg08487374 | 0.005 0.016 -0.292| 0.010
CCDC5 | cgl8307767| 0.004 0.046 -0.219| 0.047
POP5 |cg07236358| 0.004 0.042 -0.310| 0.031
F5 cg09891761| -0.004 0.032 0.559 | 0.007
DICER1 |cg16184930| -0.005 0.016 0.146 | 0.011
GUCY1A2 | cg23984434| -0.005 0.030 0.131 | 0.021
USP48 |cg20956373| -0.005 0.028 0.347 | 0.048
MLL5 |cg05566397| -0.006 0.045 0.542 | 0.008
AMPH |cgl10293925| -0.007 0.002 0.660 | 0.011
YWHAB | cg07064406| -0.008 0.047 0.156 | 0.045
ZNF273 |cg05306735| -0.013 0.016 0.189 | 0.032
CUGBP2 |cgl15777781| -0.015 0.014 0.338 | 0.014
LRRC39 |cg26117431| -0.015 0.009 0.129 | 0.005
TUB |cgl15480475| -0.015 0.019 0.427 | 0.041
TOMM34|cgl11454415| -0.017 0.014 0.325 | 0.017
DNM1L |cg27387222| -0.017 0.017 0.327 | 0.025
CLN8 |cg23833896| -0.020 0.006 0.227 | 0.023
Clorf124 |cg15459773| -0.021 0.046 0.183 | 0.005
Clorf124 |cg15459773| -0.021 0.046 0.233 | 0.031
Cllorf47 |cgl18103150| -0.021 0.012 0.211 | 0.031
PDE4D |cg05992340| -0.022 0.008 0.405 | 0.033
SCT cg05782292| -0.025 0.048 0.075 | 0.038
TCAP |cg01680823| -0.026 0.049 0.228 | 0.011
ADRA1D |cg09614401| -0.030 0.039 0.102 | 0.017
BVES |cg20624391| -0.034 0.023 0.073 | 0.045
NR2E3 |cgl8860847| -0.034 0.038 0.098 | 0.016
SYNJ2 |cgl3645811| -0.034 0.001 0.553 | 0.002
RIMS3 | cg08394377| -0.036 0.016 0.291 | 0.030
RUNX2 |cg05996042| -0.037 0.003 0.123 | 0.042
ADPRHL1 | cg00463202| -0.045 0.010 0.091 | 0.007
P4HA3 |cg25599211| -0.048 0.015 0.085 | 0.025
DST | cg04452713| -0.051 0.003 0.319 | 0.024
MGAT4C | cg18344063| -0.062 0.047 0.121 | 0.038
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Tabla 15. Lista de genes con correlacion en la alteracién de metilacion del DNA y

expresion genética en TAV.

Simbolo | Identificador Delta Beta (D:Ict';olggta) og FC :/IZIgOFrCF),
BRDT |cgl4d732540| 0.086 0.008 -0.132| 0.007
PSG6 cgll1151665| 0.064 <0.001 |-0.125| 0.029

PPP2R2D |cg21750602| 0.039 0.044 -0.196| 0.029

GPR175 |cgl3728650| 0.031 0.006 -0.193| 0.037
KRT13 |cgl0742225| 0.027 0.017 -0.132| 0.015

C21orf94 |cgl7266238| 0.025 0.032 -0.140| 0.047
PSG6 cgl7642353| 0.022 0.040 -0.125| 0.029
HBQ1 cgl7714030| 0.019 0.008 -0.570| 0.001
HBD cg20609368| 0.016 0.041 -1.443 | 0.001

SLC7A60S | cg27077685| 0.010 0.025 -0.283 | 0.024

STEAP3 |cg04749104| 0.010 0.038 -0.176| 0.010
THSD1 |cgl6114640| 0.009 0.013 -0.169| 0.004
PRMT2 |cg06725035| 0.008 0.018 -0.295| 0.007
ASAH1 |cgl3563405| -0.004 0.048 0.164 | 0.004
TTC9C |cg24515202| -0.004 0.027 0.195 | 0.049
APBA1 |cgl5840658| -0.005 0.037 0.138 | 0.037
APBA1 |cgl5623573| -0.005 0.048 0.138 | 0.037

BCKDHB |cgl15256539| -0.006 0.020 0.191 | 0.048

BCKDHB |cgl15256539| -0.006 0.020 0.284 | 0.009
PPM1J |cgl2687922| -0.006 0.024 0.092 | 0.039
RET cg05621401| -0.008 0.014 0.155 | 0.035
LARGE |cg05670348| -0.008 0.028 0.301 | 0.019
MEIS2 | cg02917381| -0.008 0.005 0.109 | 0.027
RBKS cg06869899| -0.009 0.017 0.176 | 0.036
MBD6 |cg25107978| -0.012 0.015 0.334 | 0.043
ERCC8 |cgll649654| -0.012 0.047 0.239 | 0.001

PPP1R3D |cg08966023| -0.013 0.044 0.165 | 0.045
GOSR1 |cgl19098314| -0.014 0.002 0.139 | 0.033
RFK cgl3789236| -0.014 0.009 0.127 | 0.032

PLEKHA1 |cg01246254| -0.020 <0.001 0.282 | 0.040
IRX3 €g24662961| -0.020 0.003 0.774 | 0.021
DPH2 €g25955969| -0.026 0.035 0.163 | 0.026
IGF2 cg02166532| -0.027 0.008 0.132 | 0.024

LRPPRC |cg26538116| -0.027 0.013 0.227 | 0.024
SNX16 |cg06027949| -0.034 0.011 0.435 | 0.032
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FLJ44060 |cg08489623| -0.041 0.032 0.128 | 0.034
CRB3  |cg03258472| -0.046 0.026 0.173 | 0.033
BARHL2 |cgl17241310| -0.046 0.036 0.255 | 0.004
C140rf105 | cg19903229| -0.051 0.013 0.132 | 0.012
SNX4 | cgl16468910| -0.054 0.022 0.212 | 0.015
HMP19 |cg07884019| -0.062 0.047 0.119 | 0.031
EDNRB |cg24745738| -0.101 0.001 0.193 | 0.026

Tabla 16. Lista de genes con correlacion en la alteracién de metilacion del DNA y

expresion genética en LT.

Simbolo | Identificador Delta Beta (D:Ict';olggta)
SLC12A8 |cgl4391622| 0.049 0.021 -0.353| 0.034
CACNB4 |cgl8272264| 0.042 0.011 -0.152| 0.033
FAM3B |cg03158400| 0.040 0.040 -0.128 | 0.037
SYK cg10025443| 0.038 0.022 -0.133| 0.047
CTBS cg08380539| 0.004 0.046 -0.263 | 0.020
MARCHS8 | cg02702510| -0.011 0.027 0.070 | 0.041
SON €g26265060| -0.027 0.050 0.064 | 0.050
KCNJ1 |cgl4481339| -0.033 0.022 0.096 | 0.034
TMEMS92 | cg25949363| -0.035 0.038 0.116 | 0.031
PLA2G2A | cgl1037787| -0.042 0.025 1.179 | 0.026
NRG4 |cgl3044277| -0.043 0.028 0.236 | 0.036
PNLIPRP1 | cg27600794| -0.044 0.021 0.110 | 0.014
SYTr7 cg02104644| -0.051 0.046 0.138 | 0.033
LTBR cgl5784615| -0.052 0.013 0.250 | 0.028
CATSPER2 | ¢cg23685580| -0.052 0.027 0.078 | 0.032
LPAL2 |cgl15398520| -0.058 0.027 0.107 | 0.010
NCALD |cg01484156| -0.059 <0.001 0.266 | 0.013
ZDHHC11 | cg20584011| -0.059 0.002 0.763 | 0.007
LGTN |cgl6639185| -0.060 0.031 0.241 | 0.031
ZDHHC11 |cg18429742| -0.078 0.016 0.763 | 0.007
OXT €g26955850| -0.080 0.050 0.802 | 0.037
PRSS21 |cg22730830| -0.113 0.003 0.132 | 0.012
OXT €g26267561| -0.154 0.001 0.802 | 0.037
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Tabla 17. Analisis de enriquecimiento de los genes con correlacién en la alteracién
de la expresion genética y metilacion.

Termino

G0:0042981~regulation of

Cuenta‘ Valor p ‘

MSH6, CASPSY, SNCB, DEDD,
PLEKHGS5, HSPAS, IGFBP3,

apoptosis 9 0.011 CLNS8, GCH1

MSH®6, CASP9, SNCB, DEDD,
G0:0043067~regulation of PLEKHGS5, HSPAS, IGFBP3,
programmed cell death 9 0.012 CLNS8, GCH1

MSH®6, CASP9, SNCB, DEDD,
G0:0010941~regulation of cell PLEKHGS5, HSPAS, IGFBP3,
death 9 0.012 CLNS8, GCH1
G0:0009416~response to light
stimulus 0.016 | MSH®6, CASP9, NR2E3, SCARA3
G0:0009411~response to UV 3 0.022 MSH6, CASP9, SCARA3

G0:0043065~positive

MSH6, CASP9, DEDD, PLEKHGS,

regulation of apoptosis 6 0.024 IGFBP3, GCH1

ST G0:0043068~positive
regulation of programmed cell MSH6, CASP9, DEDD, PLEKHGS5,
death 6 0.025 IGFBP3, GCH1
G0:0006979~response to
oxidative stress 4 0.025| UCP2, TXNRD2, SCARA3, CLNS8
G0:0010942~positive MSH6, CASP9, DEDD, PLEKHG5,
regulation of cell death 6 0.025 IGFBP3, GCH1
G0:0050884~neuromuscular
process controlling posture 2 0.034 CLNS8, GCH1
G0:0045773~positive
regulation of axon extension 2 0.034 LIMK1, MAPT
G0:0009314~response to
radiation 4 0.041| MSH®6, CASP9, NR2E3, SCARA3
G0:0000305~response to
oxygen radical 2 0.041 UCP2, TXNRD2
G0:0007005~mitochondrion DNM1L, SYNJ2, CLNS,
organization 0.007 TOMM34
G0:0008015~blood circulation 0.015 F5, TCAP, KCNQ1, ADRA1D
G0:0003013~circulatory
system process 4 0.015 F5, TCAP, KCNQ1, ADRA1D
G0:0040029~regulation of

TAS gene expression, epigenetic 3 0.020 MLL5, DICER1, KCNQ1
G0:0007188~G-protein
signaling, coupled to cAMP
nucleotide second messenger 3 0.024 OPRM1, PTGER3, ADRA1D
G0:0019933~cAMP-mediated
signaling 3 0.029 OPRM1, PTGER3, ADRA1D
G0:0007187~G-protein 3 0.041 OPRM1, PTGER3, ADRA1D
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signaling, coupled to cyclic
nucleotide second messenger

G0:0007497~posterior midgut

development 0.004 EDNRB, RET
TAV G0:0048484~enteric nervous
system development 0.020 EDNRB, RET
G0:0015671~oxygen transport 0.027 HBQ1, HBD
OXT, FAM3B, CACNB4, SYK,
G0:0046903~secretion 0.000 KCNJ1
G0:0003001~generation of a
signal involved in cell-cell
signaling 0.004 FAM3B, CACNB4, SYK
G0:0030001~metal ion SLC12A8, CATSPER2, CACNB4,
transport 0.016 KCNJ1
SLC12A8, CATSPER2, CACNB4,
G0:0006812~cation transport 0.026 KCNJ1
G0:0048584~positive
TH regulation of response to
stimulus 0.031 PLA2G2A, CACNB4, SYK
G0:0007267~cell-cell signaling 0.032| OXT, FAM3B, CACNB4, SYK
G0:0050851~antigen receptor-
mediated signaling pathway 0.038 CACNB4, SYK
G0:0051094~positive
regulation of developmental
process 0.042 OXT, PLA2G2A, SYK
G0:0002429~immune
response-activating cell surface
receptor signaling pathway 0.045 CACNB4, SYK
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