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6NTRODUCCI()N: Datos Omicos, epigenética, retos y dificultades \

+ POBLACION DE ESTUDIO: Strong Heart Study

«+ PROYECTO 1: Seleccidon de variables en el contexto de datos dmicos

+ Aplicacion: Arsénico, metilacion del ADN y enfermedad cardiovascular

< PROYECTO 2: Modelo multimediador para mediadores correlacionados en el
contexto de analisis de supervivencia

K + Aplicacion: Tabaco, metilacion del ADN y cancer de pulmén /
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Epigenética y Metilacion del ADN

18

+ Cambios en la actividad de un segmento del ADN sin cambiar |la secuencia
genética

+ Heredables, influyen en expresion génica, desregulan procesos biologicos

. L] '
«» Grandes determinantes: factores ambientales

-




Epigenética y Metilacion del ADN

+ Cambios en la actividad de un segmento del ADN sin cambiar |la secuencia >
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+ Heredables, influyen en expresion génica, desregulan procesos biologicos { \-/
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«» Grandes determinantes: factores ambientales

%

H\EN\Hz NH, + METILACION DEL ADN: Grupos metilos (CH3) se
N N \N . 7

| | adhieren a la molécula del ADN

-~ o

Cytosine methylated Cytosine




Metilaciéon del ADN en Investigacion Clinica

1. Deteccidon temprana de enfermedades: Biomarcardores basados en metilacion

E.g: Epi proColon, deteccion temprana de cancer colorrectal
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772777222992 Melanoma

De la Cruz et al. 2018




Metilaciéon del ADN en Investigacion Clinica

2. Biomarcadores de exposicion:

A) Patella lead exposure B) Tibia lead exposure
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Colicino et al. 2021
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Metilaciéon del ADN en Investigacion Clinica

3. Procesos bioldgicos involucrados en enfermedades
Propuesto como mecanismo intermedio en la asociacion entre factores

ambientales y diversas patologias
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4.

Farmacologia epigenética:

Desarrollo de farmacos.

Reversibilidad de las marcas epigenéticas.
E.g.: Inhibidores de metiltransferasas de ADN

“Epigene editing”

Metilacién del ADN en Investigacion Clinica

DNA Repair

Cell Cycle -4 Apoptosis
Eg Eg s ®p
B T }‘w

@

R
()
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Immune Recognition /

] n’;f.‘
Invasion/Metastasis

Fuente: Sigalotti et al. 2007
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Retos de los Datos de Metilacion del ADN

g

» Preprocesamiento: individuos informativos podrian ser eliminados en control de caIidzD
» Especificidad de célula y tejido: conteos celulares estimados

. Datos de ultra-altas dimensiones: cientos de miles de marcadores

» Altas correlaciones
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Retos de los Datos de Metilacion del ADN

g

» Preprocesamiento: individuos informativos podrian ser eliminados en control de calidad

» Especificidad de célula y tejido: conteos celulares estimados

. Datos de ultra-altas dimensiones: cientos de miles de marcadores

» Altas correlaciones
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POBLACION DE ESTUDIO:
THE STRONG HEART STUDY




The Strong Heart Study

% Indios americanos de 12 tribus y > 4500 participants

+» Seguimiento de CVD y cancer de al menos 30 anos

Final de
seguimiento
2017

\
(
Visita 1 Visita 2 Visita 3
1989-91 1993-95 1998-99

Arsénico en orina y metilacion del
ADN en sangre medidos en 2324
participantes y 788368 CpGs

North Dakota

°
Bismarck

South Dakota

Rapki City ™ gFagle Butte

®0klzhoma City




Rising Tide of Cardiovascular Disease in American Indians : The Strong Heart

Study

Barbara V. Howard, Elisa T. Lee, Linda D. Cowan, Richard B. Devereux, James M.
Galloway, Oscar T. Go, William James Howard, Everett R. Rhoades, David C.
Robbins, Maurice L. Sievers and Thomas K. Welty

Circulation 1999:99:2389-2395

* Coronary Heart Disease (45-64 vy)

18
16
14

12

10
8

Rate per 1000 person-years

Women

Men
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PROYECTO 1: SELECCION DE
VARIABLES EN EL CONTEXTO DE
DATOS OMICOS
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Seleccidn de Variables en el Contexto de Datos Omicos

OBIJETIVO: Seleccionar variables conjuntamente
relacionadas con la variable respuesta

18



F%:

Meétodos de Regularizacion

Contraccion
 LASSO

* Ridge

* Elastic-net

p= al‘gﬁmin(lly — XBII* +

P(5))
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Sure Independence Screening

+» Propiedad “Sure Screening”: alta probabilidad de que todas las

variables importantes “sobrevivan” tras la seleccion

% Paquete SIS disponible en CRAN

Dr. Yang Feng
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APLICACION: ARSENICO, METILACION DEL
ADN Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR EN

EL STRONG HEART STUDY
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Arsénico y CVD

. ~ e Alta exposicion crdnica: Taiwan, Chile, Bangladesh
L —eo- — AS — @
@ ug * Exposicion baja-moderada: Strong Heart Study
ST _

Evidencia en estudios experimentales en ratones

Mecanismos: inflamacion, estrés oxidativo, factores de riesgo CVD, mecanismos epigenéticos
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Papel Mediador de la Metilaciéon del ADN

Exposicidon a arsénico asociada con cambios en DNAm globales y especificos (Bozack et al 2020)

» Cambios en DNAm asociados con CVD y factores de riesgo

» OBIJETIVO: estudiar el potencial papel mediador de DNAm en la asociacion entre Asy CVD

DNAM

AAAAA

@
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Métodos Estadisticos

1. SIS para seleccionar CpGs asociadas con CVD

(788368 CpGs) * Mortalidad CVD: 74 CpGs seleccionadas

DNAm i@ * Incidencia CVD: 61 CpGs seleccionadas




Métodos Estadisticos

1. SIS para seleccionar CpGs asociadas con CVD

DNAm i@ * Incidencia CVD: 61 CpGs seleccionadas

(788368 CpGs) * Mortalidad CVD: 74 CpGs seleccionadas




cne
Métodos Estadisticos

1. SIS para seleccionar CpGs asociadas con CVD

ONAM &

(788368 CpGs) * Mortalidad CVD: 74 CpGs seleccionadas

2. Analisis de Mediacidn: CpGs seleccionadas por SIS + asociadas con As en SHS
Modelo de riesgos aditivos de Aalen: Cuantifican efectos indirectos como numero de

eventos atribuibles a la exposicion a través del mediador




Resultados: Mediacion

« Efectos mediados significativos para 21 CpGs

CpG Efecto mediado Efecto relativo

por DNAm mediado por DNAmM
(95 % CI)* (VANCER X))

cg01270753 TGFBR1 Biomarcador de prondstico tras infarto. 43.9 (13.6, 82.9) 18.0 (4.7, 70.6)

Asociado con enfermedad adrtica

cg03362418 TYMP Angiogénesis. Posible objetivo para terapia CVD 40.1 (9.1, 78.6) 17.4 (2.8, 78.0)

cg23027596 UBAC1  Sintesis y secrecion de insulina 39.9(11.1, 74.6) 17.6 (3.5, 80.4)

cg06970472 APBB2  Secrecion de insulina, funciones de células beta 27.8 (7.7, 54.8) 11.9 (2.6, 52.3)

cg1l8618815 COL1A1 Componente de matriz extracelular 23.7 (4.8, 49.8) 10.7 (1.2, 54.9)

Modelos adjustados por edad, sexo, IMC, tabaco, coloresterol LDL, centro de estudio, conteos celulares, PCs genéticas
*Numero de casos de CVD atribuibles al doble de la dosis de As a través de DNAm por cada 100,000 personas-afio
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Resultados

/ REPLICACION:

Poblaciones:

X/
°0

+~ Framingham Heart Study
«» Atherosclerosis Risk in Communities

< Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis

- Modelo animal: ratones

/A




cg01542019

cg03497652

cgl14827056

cg17608381

cg19693031

€g22294740

TECR

ANKS3

EIF2C2

HLA-A

TXNIP

LINGO3

Replicacion CVD

| PG [ Gen | SHS_ | FHS_ | WHL | MEA

1.14 (0.96, 1.36)

1.50 (1.24, 1.82)

1.41 (1.17, 1.69)

0.77 (0.64, 0.92)

0.51(0.43,0.59)

1.42 (1.19, 1.69)

1.06 (0.74, 1.52)

2.32 (1.58, 3.40)

1.47 (1.01, 2.13)

0.62 (0.45, 0.87)

0.72 (0.50, 1.02)

1.84 (1.31, 2.59)

1.26 (1.03, 1.54)

1.15(0.91, 1.44)

1.21 (0.95, 1.54)

0.88 (0.72, 1.07)

0.76 (0.62, 0.92)

1.21 (0.97, 1.50)

1.59 (0.78, 3.25)

2.36 (1.10, 5.06)

1.41 (0.68, 2.89)

0.93 (0.50, 1.73)

0.93 (0.50, 1.70)

3.87(2.03, 7.38)




Replicacion: Modelo de Ratones

+ Ratones deficientes en apolipoproteina E male
Tafbr1 1 L
apokE-/-
( P / ) Nisch - @ direction
+ Modelo animal establecido para S S O . ° :0"1
. . o yper
arterioesclerosis Lmo7 O ° hypo
< = = Lingo3 1 )
» N=12 ratones (N=3 por sexo y grupo de ! frequency
. Eqr4 -
tratamiento) : Os
- ] Arrdc2 1 @ O 5
+ Tejido hepatico, Whole-Genome Bisulfite — ® O s
Sequencing — ® ® 8 ;
Ago2 1 )] o 1
. . ’ Adar 1 @
- LMO?7: cardiomiopatias N .
,@‘ A é\ \é‘
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Resultados: Funciones Biologicas de Genes

Diabetes

UBAC1, APBB2, TXNIP, RELL1, EGR4,
FGG, HLA-DQB1

Objetivos terapéuticos para CVD

TGFBR1, TYMP, ADAR, ADAR2

Asociados con otros factores de riesgo de CVD

CIRL, COL1A1, AMOTL1, LMO7




Conclusiones

La metilacion diferencial podria ser parte de la conexion bioldgica entre arsénicoy CVD
La diabetes podria ser un mecanismo importante para el riesgo de CVD asociado al arsénico

La exposicion a arsénico modificé la metilacion en los mismos genes identificados en sangre

en los higados de ratones con arterioesclerosis.

Las asociaciones de la metilacion con CVD se replicaron en otras poblaciones
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PROYECTO 2: MULTIPLES MEDIADORES
CORRELACIONADOS EN CONTEXTO DE
ANALISIS DE SUPERVIVENCIA




OBIJETIVO: Evaluar multiples mediadores altamente
correlacionados en el contexto de analisis de supervivencia

34




(a) Independent

W

(b) Causally correlated

(¢) Uncausally correlated

Jerolon et al. 2020

35



El algoritmo multimediate

., . . . . - br. Allan Jerolon
Extension de multimediate a datos de supervivencia: Modelos aditivos de Aalen

Modelo mediador: M; = aq; + ay; E + az; X + error;
Modelo outcome: Y = Ay(t) + HE + A,M + 13X

* Modelo outcome: Modelo de riesgos aditivos de Aalen

e Modelo mediador: Modelo lineal
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APLICACION: TABACO, METILACION DEL
ADN Y CANCER




K Asociado con 14 tipos de cancer \

36 % de las muertes por tabaco

80-90 % de las muertes por cancer

\ de pulmodn

g/

Cancer
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/ Asociado con 14 tipos de cancer O

36 % de las muertes por tabaco

80-90 % de las muertes por cancer

\ de pulmodn

/

/ Cambia la regulacion de la
expresion génica a patrones
patologicos

~

Se desregula en fases tempranas

\ de la oncogénesis

4/

Cancer
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ll) Cancer

f Asociado con 14 tipos de cancer O

/ Cambia la regulacion de la \

expresion génica a patrones
80-90 % de las muertes por cancer atoldgicos
P g

36 % de las muertes por tabaco

de pulmodn
N s se desregula en fases tempranas

\ de la oncogénesis /

OBIJETIVO: potencial papel mediador de |la metilacion en la asociacion entre tabaco y cancer de pulmodn

40



Métodos Estadisticos

1. SIS para seleccionar CpGs asociadas con cancer de pulmodn

DNAM “1
(788368 CpGs) o A=

2. Analisis de mediacion: CpGs seleccionadas por SIS + asociadas con tabaco en el SHS

—

e 71 CpGs seleccionadas

e Replicacion en Framingham Heart Study




Métodos Estadisticos

1. SIS para seleccionar CpGs asociadas con cancer de pulmodn

DNAM ‘51
(788368 CpGs) o A=

2. Analisis de mediacion: CpGs seleccionadas por SIS + asociadas con tabaco en el SHS

—

e 71 CpGs seleccionadas

e Replicacion en Framingham Heart Study

3. Modelo multimediador




Resultados: Mediacion Simple

+ Efecto mediado significativo en 28 CpGs en SHS, 14 replicadas en FHS

-- Strong Heart Study Framingham Heart Study

CpG Gen Efecto mediado por Efecto relativo Efecto mediado por Efecto relativo
DNAm (95 % Cl) mediado por DNAm DNAm (95 % Cl) mediado por DNAm
(95 % Cl) (95 % Cl)

cg05575921  AHRR  253.9 (167.3,342.3) 76.5(50.9,113.6) 207.7 (65.7,350.1) 68.8(23.2,172.8)
cg03636183  F2RL3  136.9(79.9,195.5) 41.0(24.3,63.9)  191.4(57.5,326.1) 63.9 (20.5,162.1)
cg21566642  ALPG  152.9(85.9,221.3) 45.5(25.3,73.7)  172.2(71.3,273.7) 57.3(24.2,142.2)
cg24859433 IER3  91.4(49.2,136.4) 26.7(14.7,42.3)  95.3(21.8,169.6) 32.1(7.9, 84.7)

cg01940273  ALPG  107.0 (47.9,167.2) 31.9(14.0,56.2)  93.4(12.5,174.5) 31.7 (4.4, 89.4)

Modelos adjustados por edad, sexo, BMI, centro de estudio, conteos celulares y PCs genéticas




Resultados: Mediacion Multiple

Efecto mediado por DNAm | Efecto relativo mediado
(95 % Cl) por DNAm (95 % Cl)

Efecto mediado - 291.8 (197.8, 386.9) 79.1 (53.4, 116.5)
conjunto
cg05575921 AHRR 205.9 (116.3, 295.9) 55.7 (29.5, 94.6)
cg24859433 IER3 59.9 (17.2,104.2) 16.2 (4.6, 31.9)
cgl1902777 AHRR 25.9 (10.4, 42.8) 6.9 (2.8, 13.4)

Efecto directo del tabaco en cancer de pulmdn: 77.7 (-45.8, 203.3)
Efecto total del tabaco en cancer de pulmén: 369.5 (250.2, 489.9)




Conclusiones

- Gran parte del efecto del tabaco en cancer de pulmon podria estar mediado

por cambios en metilacion

- Limitacion: las transformaciones oncogénicas podrian empezar muchos anos

antes del diagndstico
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Comentarios Finales

La metilacion del ADN podria ser un mecanismo intermedio importante entre exposiciones

ambientales y enfermedades

/ \ / PROYECTOS EN PROGRESO \
RETOS / DIFICULTADES

< Diabetes, funcién pulmonar, onco-

< Mecanismo causal o biomarcador?
cardiologia

< Poco consenso en diferentes
_ < Heredabilidad de la metilacion del
poblaciones
ADN

< Confusores no medidos: asunciones

\de la inferencia causal / \ /
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