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Resumen

Antecedentes. Los trastornos de la conducta alimentaria (TCA) son enfermedades
psiquidtricas caracterizadas por alteraciones en la conducta relacionada con la
alimentacion. Tienen una etiologia compleja donde interactuan los factores
genéticos’y,ambientales. Analizar las interacciones genético-ambientales, mediante
datos de metilacion del ADN y sus polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), ayuda

a identificar posibles mecanismos involucrados en la etiologia de los TCA.

Material y métodos. Los microarreglos MethylationEPIC y Psycharray se utilizaron
para determinar los” niveles de metilacion del ADN y los genotipos de 63
adolescentes con TCA..Los mddulos de cometilacién se formaron mediante el
paquete WGCNA (Weighted’Gene Correlation Network Analysis) para R. Se realizo
enriquecimiento funcional de\ los genes de los modulos con WebGestalt.
Posteriormente, se correlacionaron los médulos con SNPs y las caracteristicas

clinicas de nuestros sujetos:

Resultados. Se formaron 11Mmaddulos de cometilacion a partir de 11 418 sitios CpG,
los cuales se correlacionaron con=193 314. SNP. Los modulos se correlacionaron
significativamente con SNPs asociados a<MC, altura, anomalias cardiacas, otras
enfermedades psiquiatricas y enfermedades auteinmunes. Asimismo, dos modulos
mostraron enriquecimientos funcionales relacionades con el sistema inmunoldgico

y el desarrollo.

Conclusiones. Dos médulos de cometilacion se correlacionaron con caracteristicas
fisicas y SNPs asociados a fenotipos relacionados. En particular, el SNP de TBX15
p.His50Asn posiblemente influya en la adiposidad de individuos con TCA. Por otra
parte, los enriquecimientos relacionados al sistema inmunolégico posiblemente se

deban al uso de sangre periférica para el analisis.

Palabras clave: trastornos de la conducta alimentaria, metilacion® del ADN,

polimorfismos de un solo nucledtido, adolescentes, médulos de cometilacion.
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Abstract

Background. Eating disorders (ED) are psychiatric diseases characterized by
disturbed eating behaviors. They have a complex etiology in which genetic and
environmental factors interact. Analyzing gene-environment interactions, through
DNA methylation data and single nucleotide polymorphism (SNP), could help us to

identify the mechanisms involved in the etiology of ED.

Methods. Welused MethylationEPIC and Psycharray microarrays to determine DNA
methylation levels“and genotypes from 63 teenagers with ED. Comethylation
modules were constructed utilizing WGCNA (Weighted Gene Correlation Network
Analysis) package for R_Functional enrichments were done with WebGestalt. Later,

modules were correlated"with SNPs and clinical features in our subjects.

Results. Eleven comethylationumodules were constructed using 11 418 CpG sites,
and they were correlated with 193 314 SNPs. Modules correlated significantly with
SNP associated with BMI, sheight, heart anomalies, other psychiatric diseases, and
autoimmune diseases. Likewise, twoimodules had enrichments with immunological

system and development.

Conclusions. Two comethylation modules«were correlated with physical features
and SNP associated with related fenotypes. Notably, TBX15 p.His50Asn SNP could
influence in adiposity of ED individuals. On the otherhand, enrichments related with

immunological system could be because utilizing blood-for the analysis.

Keywords: eating disorders, DNA methylation, singlegsnucleotide polymorphism,

teenagers, comethylation modules.



1. Introduccion.

1.1. Trastornos de la conducta alimentaria.

Los” trastornos de la conducta alimentaria (TCA) son un grupo de trastornos
psiquiatricos caracterizados por una perturbacion persistente del comportamiento
relacionado con«la alimentacion resultando en un consumo o absorcion alterada de
los alimentos‘y<dafiando significativamente la salud fisica o el funcionamiento
psicosocial (APA, 2013). El grupo anterior de trastornos esta asociado con una
marcada morbilidad y_mortalidad, y alto costo personal y social, ademas de una
disminucién en el rendimiento escolar y laboral, disminucion de la calidad de vida, y
un aumento en el aislamiento_social (Steiger y Booij, 2020). Dentro de los TCA, los
principales son anorexia netvosa (AN), bulimia nervosa (BN) y trastorno por atracén
(TPA).

La AN es un trastorno caracterizado,porrestriccion de la ingesta calorica en relacion
con las necesidades fisiologicas que cendueé a un peso corporal inferior al minimo
normal. Los sintomas de AN incluyen*miedo inténso a ganar peso o engordar, y
alteracion en la forma en que uno mismo percibe su.propio peso o constitucion. Por
otra parte, los individuos con diagndstico de BN o TPA presentan episodios
recurrentes de atracones. Un episodio de atracon se caracteriza por la ingesta, en
un determinado periodo de tiempo, de una cantidad de alimentos superior a la que
la mayoria de las personas ingeririan en un periodo similar €n<€ircunstancias
parecidas, acompafiado de una sensacion de falta de control “(APA, 2013).
Asimismo, AN y BN se distinguen de TPA por la presencia de conductas

compensatorias. Las conductas compensatorias incluyen restriccion excesiva en la



ingesta de calorias, vomito autoinducido, y ejercicio excesivo (Steiger y Booij, 2020).
Si'bien estos comportamientos no se producen en TPA, en la BN los episodios de
atracones se asocian con comportamientos compensatorios inapropiados

recurrentes para evitar el aumento de peso (APA, 2013).

1.2. Etiologia de los TCA.

Los TCA se encuentran determinados por factores genéticos y ambientales, efectos
relacionados con el estado actual, e inductores sociales. En AN, se postulan
diversas influencias ambientales que contribuyen a su apariciéon, como lesiones
obstétricas, estrés gestacional, traumas de la nifiez, conflictos familiares,
experiencias traumaticas en la*edad adulta, induccion social hacia la restriccion
caldrica y el estado nutricional.actual.del individuo (Steiger y Booij, 2020). Existe
evidencia de que los TCA ocurren en familias y son hereditarios (Bulik, Blake, y
Austin, 2019; Javaras et al.,, 2008; Strober et al., 2000). Anteriormente la
heredabilidad se estudi6 mediante estudios familiares o en gemelos, y actualmente
se utilizan datos de genoma completo (Bulik et af., 2019). Las asociaciones entre
los factores genéticos y ambientales en TCA se atribuyen a los mecanismos
epigenéticos, los cuales producen cambios en la expresién, génica sin alterar la
secuencia del ADN (Steiger y Booij, 2020). Actualmente, los estudios genéticos han
aportado evidencia que marca a los TCA como enfermedades con-grigen metabdlico
y psiquiatrico. Algunas de las vias alteradas estan relacionadas con Ja insulina,
ghrelina, péptido YY, las adipocinas, entre otras hormonas (Bulik, Carroll,.y"Mehler,

2021).



1.3. Genética de los TCA.

lka_, evaluacion de la influencia genética en los TCA se basa en estudios
epidemiologicos (Bulik et al., 2019; Yilmaz, Hardaway, y Bulik, 2015). Lo anterior
evidencio )que el riesgo relativo para AN en mujeres con familiares con dicho
trastorno se'eleva 11 veces comparado con individuos sin antecedentes familiares
de AN (Strober etsal., 2000). Ademas, los individuos con familiares diagnosticados
con BN presentan una heredabilidad de BN estimada en 60 % (Kortegaard et al.,
2001; Trace et al., 2013): Respecto a TPA, la heredabilidad en gemelos se estima
entre 39 % y 45 % (Bulik’etal., 2019; Mitchell et al., 2010).

También el factor genético contribuye a los comportamientos alimenticios alterados
y actitudes de alimentaciénzdisfuncionales asociadas con los TCA (Yilmaz et al.,
2015). Munn y cols. (2010)..demostraron que el 43 % de la varianza en las
diferencias individuales respecto- a las_preocupaciones relacionadas al peso
corporal, y el 49 % de la varianza en los atracehes, puede ser explicado por factores
genéticos aditivos en gemelos. Lo anterior expone la importancia de los factores
genéticos en el comportamiento de los TCA.

El estudio de las variantes genéticas que influyen en estos trastornos se centra en
los polimorfismos de un solo nucleotido (SNP, por sus siglas™en inglés) (Bulik et al.,
2019). Los SNPs son cambios de una sola base en la secuencia‘de nucledétidos. El
cambio nucleotidico puede producir cambios en la secuencia de‘aminoacidos de la
proteina codificada y alteraciones en los niveles de ARN mensajeros (ARNm)

(Figura 1) (Uitterlinden, 2016).



Figura 1.

Efecto de los SNPs sobre el ARNm y las proteinas.

AAAA

ARNm Protelna

Nota. SNP: Single Nucleotide Polymorphism. Laalteracion en la secuencia se mantiene en todos los productos
derivados del gen. Si bien no todos los/SNP alteran directamente la secuencia de aminoacidos de una proteina,
los cambios en el ARNm alterarian su expresion. Modificado de Y. Wang et al. (2019).

Los estudios sobre variantes genéticas en los genes candidatos relacionan a los
TCA con genes asociados a la via_serotoninérgica, via dopaminérgica, leptina,
receptores a estrogenos, y factor de neurotroéfico derivado de neuronas (Yilmaz et
al., 2015). Combinando analisis de segregacion faniliar y secuenciacion genética
de variables genéticas, se identificaron variables potencialmente involucradas con
la aparicion de AN (CACNA1C, DRD4, GRIN2A, PTGS2; SGRP2, SLC25A13 y
NNAT) (Ceccarini et al., 2021).

Por otra parte, los estudios de genoma completo de AN muestranscorrelaciones
genéticas positivas con esquizofrenia, neuroticismo, rendimiento escolar, y'aumento

del colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad; asi como correlaciones



negativas entre AN e indice de masa corporal, insulina, glucosa y perfil de lipidos

(Duncan et al., 2017; Watson et al., 2019).

1.4.Metilacion del ADN en los TCA.

La evidencia) derivada de distintos estudios establece que el ambiente que
promueve la delgadez puede conducir a la sobreexpresion de genes que suprimen
el apetito y la ganancia de peso en individuos con riesgo genético (Yilmaz et al.,
2015). Igualmente, los.-hallazgos en estudios epigenéticos sugieren que los
mecanismos epigenéticos-pueden ser el vinculo entre los estimulos ambientales
experimentados a lo largo de(la vida y sus efectos sobre la salud mental, incluyendo
los TCA (Booij y Steiger, 2020; Hubel et al., 2019).

Los mecanismos de regulacion.epigenética son: metilacién/desmetilacion del ADN,
acetilacion/desacetilacion de histonas, dfosforilacion/desfosforilacion de histonas vy
ARNs no codificantes. De los anteriores, la.metilacion del ADN es el mecanismo
epigenético mas estudiado y la primera modificacion covalente en ser descrita. La
metilacion del ADN consiste en la metilacion del carbono numero 5 en los residuos
de citosina que forman dinucleétidos con guanina (CpG) (Figura 2) (Steiger y Booij,

2020).



Figura 2.

Efecto de la metilacion del ADN sobre su transcripcion.
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Nota. La metilacion del ADN impideJa'unidn de este a factores de transcripcion que a su vez permiten la unién
de la ARN polimerasa para su transgripcion. Est€ es uno de los mecanismos epigenéticos para regular la
expresion de los genes. Modificadode.Szyf y Bick (2013).

Las regiones del ADN con alta densidad’de dinucleétidos CpG forman islas CpG.
Las islas CpG son secuencias cortas'de ADN (~1000 pares de bases) ricas en CpG
y su ADN esta predominantemente.no metilado. Asimismo, la mayoria de las
regiones promotoras de genes se localizan deniro de islas CpG (Brazel y
Vernimmen, 2016; Moore, Le, y Fan, 2013). La metilacion del ADN regula la
expresion de los genes donde se localizan los sitios CpGsmetilados. Se considera
que la metilacion del ADN evita la activacion transcripcional de las regiones génicas
al impedir el reclutamiento de la maquinaria de transcripcién:La ausencia de
metilacion en las islas CpG localizadas en regiones promotoras del gen-permite que
el ADN adopte una conformacion que desestabiliza los nucleosomas, facilitando la
unidn de los factores requeridos para la iniciacién de la transcripcién (Dhar et al.,

2021; Moore et al., 2013).



La determinacion del estado de metilacién de los sitios CpG se realiza mediante
varios métodos, entre ellos la secuenciacion gendmica bisulfito con conversién
bisulfito de multiples clones y los microarreglos. Sin embargo, obtener los estados
de metilacion del genoma completo una gran inversion de tiempo y presupuesto.
Los microarreglos permiten detectar el estado de metilacion de sitios CpG
representativos”'de todo el genoma, siendo una alternativa eficiente a la
secuenciacion (Moran, Arribas, y Esteller, 2015). En esencia, los microarreglos
evaluan de forma cuantitativa la cantidad media de metilacion de cada sitio CpG en
un tejido especifico. EI ADN.por analizar debe someterse a conversion bisulfito, para
convertir las citosinas no metiladas en uracilo. EI ADN convertido es complementario
a un oligonucledtido sonda gue,previamente se fijo a una placa de vidrio. La placa
de vidrio contiene sondas representativas del genoma, las cuales se hibridan a un
fluoréforo y posteriormente son.escaneadas para obtener los niveles de metilaciéon
(Masotti et al., 2010).

Los microarreglos permitieron realizar estudios de metilacion de epigenoma
completo de diversas patologias (Moran et al., 2015)."Sin embargo, la metilacién del
ADN es especifica entre tejidos. Es decir que al extraer el ADN de un tejido se
obtiene el perfil de metilacién de ese tejido en especifico.' Generalmente, los perfiles
de metilacion se obtienen de forma no invasiva mediante el acceso a tejidos
periféricos, principalmente la sangre. A pesar de las posibles diferencias entre los
perfiles de metilacion entre la sangre periférica y otros tejidos “de™interés, se
considera que la sangre refleja los cambios epigenéticos relevantes ‘en_los TCA

(Hibel et al., 2019).



En los estudios realizados en individuos con TCA, principalmente en AN se
encontraron CpGs metilados diferencialmente que corresponden a genes asociados
con acetilacion de histonas, modificacién del ARN, almacenamiento de colesterol,
transporte, de lipidos, y vias dopaminérgica y glutamaérgica comparados con
individuos de~peso normal (Booij et al., 2015). En otro estudio, donde se compararon
gemelos dispares respecto a la presencia de AN encontré genes relacionados con
rasgos metabdlicos de diabetes tipo 2 (PPP2R2C y CHST1), asi como el trastorno
bipolar (UBAPL?2) y el consumo de Cannabis (SYNJ2) (Iranzo-Tatay et al., 2022).
Por otra parte, Steiger y,cols. (Steiger et al., 2019) reportaron que los niveles de
metilacion de individuos con AN, en remision fueron similares a los de individuos sin
TCA vy diferentes a aquellos cen AN activa, observando diferencias en los sitios
asociados con genes paraladactividad de la serotonina, metabolismo de la glucosa,
y la inmunidad. En contraste, los estudies‘de BN comparan la metilacion de genes
en regiones especificas del ADN (DRD2, BDNF, NR3C1) y encontraron relaciones
entre altos niveles de metilacion cuando existen otras comorbilidades psiquiatricas
o abuso infantil (Groleau et al., 2014; Steiger et al4#2013; Thaler et al., 2014).

La determinacién de la metilacién del ADN esta sugerida como una herramienta
para distinguir pacientes con diferentes diagndsticos (Steiger.y Booij, 2020). A pesar
de que BN y TPA muestran similitudes clinicas, se reportan_diferencias en la
metilacion de algunos sitios CpG. Los sitios metilados de forma’diferente entre
individuos con BN y TPA se localizan en genes relacionados”econ procesos
metabolicos (ST3GAL4, PRKAG2 y FRK), encontrandose hipometilados.en TPA

(Rodriguez-Lopez et al., 2021).



1.5. Integracidon de informacién genética y epigenética.

l£0s estudios de asociacion de genoma completo (GWAS) y de epigenoma completo
(EWAS) establecieron asociaciones entre los TCA, los factores genéticos y los
factores‘ambientales (Steiger y Booij, 2020). Los GWAS evaluan el factor genético,
mientras que los EWAS evaltuan el efecto del factor ambiental sobre la metilacion
del ADN (Lin,Barton, y Holbrook, 2016). En ese sentido, los SNP son capaces de
producir cambios €p-la metilacion del ADN al generar o eliminar sitios CpG. Los SNP
asociados a sitios CpG contribuyen a la regulaciéon de la expresion de los genes en
conjunto con los mecanismos epigenéticos (Bell et al., 2011; Zhou et al., 2015).
Asimismo, se sugiere que existe relacion entre el efecto de los factores genéticos y
los factores ambientales que conduce a la aparicion de los TCA (Booij y Steiger,
2020; Bulik et al., 2019). Para.evaluar.como la genética influye sobre la epigenética
en los TCA, se necesita integrar ¢estos niveles de informacion biolégica
(Subramanian et al., 2020).

La integracién de datos provenientes de varigs_niveles de informacién bioldgica,
como genoma y epigenoma, se conoce como multiomica. Los datos de multiomica
identifican patrones moleculares y vias bioldgicas asociados a una enfermedad
(Hasin, Seldin, y Lusis, 2017). Ademas, el enfoque de lasmultiomica requiere de
grandes cantidades de datos y de métodos computacionales especiales (Nguyen y
Wang, 2020). En particular, la formacion de redes matematicas, €s-uno de estos
métodos (Hasin et al., 2017; Subramanian et al., 2020).

Uno de los métodos para formar redes matematicas es el analisis deredes de

correlacion ponderadas de genes mediante WGCNA (Langfelder y Horvath;.2008).



Los analisis con WGCNA son biolégicamente significativos debido a que los genes
noe‘funcionan individualmente, sino que ejercen sus efectos sobre los rasgos de una
enfermedad a través de su interaccion con otros genes y la metilacion del ADN (Lin
et al., 2016). Es decir, WGCNA establece el funcionamiento del metiloma de un
sistema al detectar conexiones entre genes individuales y el desarrollo de una
enfermedad. (Nomiri et al., 2022).

Los valores de metilacion del ADN de los sujetos de estudio, obtenidos a través de
microarreglos, son necesarios para realizar un analisis con WGCNA. Los datos de
metilacion de cada sitio-CpG-representan un gen (Lin et al., 2016). En la Figura 3
se ilustra el proceso de analisisy\en WGCNA descrito a continuacion. Los datos son
organizados en una matriz y se agrupan mediante correlaciones de Pearson para
formar una red de cometilacion. Al'representar la red de cometilacién como un
dendograma, los genes con correlacioneés mas fuertes entre si se agrupan mas
cerca. A su vez, la red de cometilacion-se.divide en médulos de cometilacion
(Langfelder y Horvath, 2008). Los médulos son) definidos como un conjunto de
genes altamente correlacionados dentro de la redy#y son un objetivo importante de
WGCNA (Zhao et al., 2010). Para determinar si up”"moddulo es biolégicamente
significativo y qué vias forman parte de este, son necesarios los analisis de
enriquecimiento y los datos de anotacion de los genes. El resultade final es una lista
de genes, ordenados por mdédulo, que posiblemente formen{parte de una via
bioldgica o de una via de regulacion de genes (Langfelder y Horvath; 2008; Zhao et

al., 2010).

10



Figura 3.

Esquema del funcionamiento de WGCNA.
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Nota. WGCNA (Weighted Gene Correlation Network Analysis) necesita datos de metilacién.de ADN (en valores
) de los sitios CpG de cada individuo. El andlisis realiza agrupacion jerarquica de los sitios CpG (y los genes
donde se localizan), segun su similitud, para formar una red de cometilacion. Una vez formada,la red, esta se
divide en modulos a los cuales se les asigna un color distintivo. Cada médulo representa un.grupo de genes
relacionados que forman parte de una via bioldgica o una red de regulacion de genes.
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WGCNA se ha utilizado para encontrar biomarcadores en diversos canceres (Tian
etal., 2020; Wan et al., 2018), vias relevantes en la enfermedad de Parkinson
(Chuang et al., 2017), accidente cerebrovascular (M. Wang et al., 2020), diabetes
gestacional (Chen et al., 2020), entre otras patologias. El uso de WGCNA con un
enfoque de multiomica aportaria evidencia sobre vias y genes relacionados con el
desarrollo de l6S\T.CA. A pesar de la evidencia genética y epigenética, su relacion
con la etiologia de‘los TCA continua sin comprenderse en su totalidad (Hubel et al.,

2019; Steiger y Booij, 2020).
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2. Planteamiento del problema.

Actualmente existe poca evidencia con respecto a la genética y epigenética en los
TCACEN ese sentido, los estudios genéticos asocian variantes genéticas en genes
involucrados con el metabolismo, el sistema endocrino, sistema nervioso y
enfermedades psiquiatricas. Sin embargo, los hallazgos en dichos genes son
inconsistentes entre los estudios. A pesar de los proyectos por realizar estudios de
genoma completd; eemo el Consorcio de Psiquiatria Gendmica, solamente existen
dos GWAS de AN (Duncan et al., 2017; Watson et al., 2019). Los estudios de
epigenética en los TCA se.enfocan en la metilacion del ADN de genes candidato.
Aunque los resultados de los(estudios de epigenética muestran cambios en algunos
genes previamente asociados en estudios genéticos, la relacion entre la genética y
la epigenética en los TCA eS.poco/conocida (Hubel et al., 2019). Debido a estos
factores, existe la necesidad “de-realizar_estudios que exploren la genética, la
epigenética, y la relacion genética ‘— epigenética en los TCA. Las redes de
cometilaciéon ayudan a encontrar sitios CpG relevantes en el epigenoma, facilitando
la creacion de correlaciones entre la metilacion del/ADN y los SNPs. Asimismo,
estas redes permiten explorar correlaciones con caracteristicas fenotipicas de los
individuos. La finalidad de este estudio es determinar si [0stSNPs se correlacionan

con alteraciones en las redes de cometilacién del ADN de pacientes con TCA.
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2.1. Justificacion.

k0s TCA son un problema de salud mental complejo y hereditario que afecta la
calidad de vida, generando costos personales, familiares y sociales. Los pacientes
que padecen un TCA generalmente inician en la adolescencia y presentan recaidas
a lo largo de su_ vida. Se estima que la prevalencia de toda la vida para AN, BN y
TPA en mujeres de'1.4%, 1.9% y 2.8%, respectivamente; la prevalencia en hombres
corresponde a 0.2%+0.6% y 1.0% (Galmiche et al., 2019). Asimismo, la prevalencia
en mexicanos para AN, BNy TPA es de 0.5%, 1.0% y 1.4% respectivamente (Benjet
et al., 2012). Ademas,”los TCA se asocian a complicaciones en el sistema
cardiovascular, endocrino, ( hematolégico, el metabolismo y comorbilidades
psiquiatricas. A pesar de se’conocen estas complicaciones, existe poca evidencia
sobre los factores biolégicos’involucrados en la etiologia de los TCA. Los estudios
de genes candidato y los estudios de metilacion del ADN muestran resultados
inconsistentes. Igualmente, solo( existen _dos estudios de genoma completo
publicados sobre AN a nivel mundial. Se requiere de investigaciones que aporten
evidencia sobre posibles genes, cambios en metilacion del ADN, la interaccién
genética — epigenética, y posibles vias involucrados en los TCA. Conocer como las
variantes genéticas afectan la metilacion del ADN ayuda a comprender los
mecanismos de interaccidn genética — epigenética y, por lo”tanto, mejora la

compresion de como se desarrollan estos trastornos.
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2.2. Pregunta de investigacion.

¢Los polimorfismos de un solo nucledtido se asocian con alteraciones en las redes

de cometilacion del ADN de los pacientes con TCA?

2.3. Objetivos.

2.3.1.0bjetivo general.
Determinar si los polimorfismos de un solo nucleétido promueven alteraciones en
las redes de cometilacion del ADN de pacientes con trastornos de la conducta

alimentaria de una poblaciénmexicana.

2.3.2.0bjetivos especificos:

e Determinar los niveles de metilacion del ADN de individuos con trastornos
de la conducta alimentaria.

e Determinar los polimorfismos de un.solo nucleotido presentes en los
individuos con trastornos de la conducta alimentaria.

e Construir redes de cometilacién del ADN dtilizando un analisis de redes
de correlacién de los niveles de metilacién del ADN.

e Correlacionar las redes de cometilacion del ADN con los polimorfismos de

un solo nucleatido.
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3. Material y Métodos.

3.1. Diseno del estudio.

Este fue un estudio de tipo descriptivo, observacional, y transversal.

3.2. Poblacion de Estudio.

Se incluyeron 63 _pacientes previamente diagnosticados con AN, BN o TPA segun
los criterios del DSM+#5 (APA, 2013). Los individuos se reclutaron del area de
consulta externa del Haspital Psiquiatrico Infantil “Dr. Juan N. Navarro” durante el
periodo de mayo 2014 ~-agosto 2016. Como criterios de inclusion, los sujetos
debian contar con al menos+tres generaciones de ascendencia mexicana, edad
entre 12 y 18 afios, y notilizar farmacos psiquiatricos ni drogas psicoactivas. Las
muestras fueron extraidas de ‘sangre periférica y se encuentran almacenadas a —

80° C en resguardo de la Unidad de Alta Tecnologia del INMEGEN.

3.3. Instrumentos de evaluacion.

El TA se tamizé con el QEWP-R (Questionnaire om\Eating and Weight Pattern-
Revised) (Yanovski et al., 2015), mientras que AN se tamizécon el EAT-26 (Eating
Attitudes Test) (Garner et al., 1982). La presencia de comorbilidades psiquiatricas
se evaluo con la versién en espanol del MINI Kid (Mini International Neuropsychiatric
Interview for Children and Adolescent) (Sheehan et al., 2010). Un_paidopsiquiatra

realizd todos los diagndsticos de TCA.
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3.4. Hibridacién con microarreglo Psycharray.

Para identificar los SNPs presentes en las muestras, se hibrid6 ADN con el
microarreglo lllumina Psycharray Beadchip (lllumina, EUA) siguiendo el protocolo
automatizado del fabricante. Los microarreglos ya hibridados se escanearon en el
sistema iSean Microarray Scanner (lllumina, EUA). Este microarreglo se proceso en

la Unidad de Microarreglos y Expresion del INMEGEN.

3.5. Hibridacién-con microarreglo MethylationEPIC

Asimismo, una parte del ADN.de las muestras se sometié a conversion bisulfito con
el kit EZ DNA Methylation (Zymo Research, EUA) segun las instrucciones del
fabricante. EI ADN tratado se hibridd a un Infinium Human MethylationEPIC
BeadChip (lllumina, EUA)" para: deteccion de niveles de metilacion del ADN,
siguiendo el protocolo automatizado sdel. fabricante. Las intensidades de
fluorescencia se escanearon con ‘el _sistema iScan Microarray Scanner (lllumina,
EUA). Finalmente, los datos del escaneo fueron convertidos a archivos IDAT
utilizando el software GenomeStudio (lllumina, EUA). El procesamiento de este

microarreglo se realiz6 en la Unidad de Microarreglos'y Expresion del INMEGEN.

3.6. Control de calidad de los datos de genotipificacion.

Las intensidades de fluorescencia del microarreglo Psycharray fueron
transformadas a genotipos por el software GenomeStudio (v. 2.0). Los@genotipos se
sometieron a control de calidad con el software PLINK (v. 1.9) (C. C. Chang.et al.,

2015), donde se elimind: 1) polimorfismos con llamado de variantes menor al 95%,
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2) individuos con llamado de variantes menor al 95%, 3) individuos con discrepancia
entre el sexo predicho y el observado, 4) las variantes localizadas en cromosomas
X ¥ Y3 5) alelos con frecuencia menor del 5%, 6) polimorfismos con valores de p
<1e-6 emprueba de chi-cuadrada para el equilibrio de Hardy-Weinberger, y 7)
variantes con alelos quiméricos (A/T y C/G). Después, los datos filtrados se
exportaron al lenguaje de computacién estadistica R (v. 4.0) (R Core Team, 2020),
donde se eliminaron los polimorfismos con datos faltantes y polimorfismos sin

individuos homocigotos al alelo alterno.

3.7. Control de calidad de los valores de metilacion del ADN.

Las intensidades de fluorescencia del microarreglo MethylationEPIC fueron
transformadas a archivos idat utilizando el software GenomeStudio (lllumina, EUA).
Los archivos se filtraron mediante-el pipeline ChAMP (v. 2.18.2) (Morris et al., 2014)
para R (v. 4.0). El control de calidad removio#4) las sondas con valor de p>0.01, 2)
sondas con menos de 3 cuentas en al.menos'5% de las muestras, 3) sondas que
no contienen sitios CpG, 4) sondas multi-hit,”5)’ sondas localizadas en los
cromosomas X 0 Y, y 6) individuos que presentaron discrepancia del sexo predicho
en sus datos de genotipificacion. Los datos de metilacion filirados se convirtieron en
valores B, los cuales fueron normalizados utilizando el método BMIQ (Beta-Mixture
Quantile Normalization) (Teschendorff et al., 2013). Posteriormentes se evalud la
presencia de efecto batch mediante el método de descomposicion de“valor singular
(SVD). Se evalud la desviacion estandar (DE) de los valores de metilacion de la

muestra para cada uno de los sitios CpG y se conservaron aquellos con DE->70.05.
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Asimismo, se realizaron ocho puntos de corte (0.05, 0.06, 0.07, 0.08, 0.09, 0.10,
015, 0.20) los cuales se analizaron individualmente deteccién del punto éptimo para

construccion de redes de cometilacion.

3.8. “Construccion de las redes de cometilacion.

Los valores de"metilacion de los ocho puntos de corte se ingresaron al paquete
WGCNA (Langfelder y Horvath, 2008) del lenguaje R para construir de médulos de
cometilacion. Se realizé agrupacion jerarquica de cada punto de corte mediante el
método de medias. La agrupacion jerarquica consiste en buscar cuales muestras
son las dos mas parecidas entre si, agruparlas, y repetir el proceso hasta agrupar a
todo el grupo. El resultado se mostré como un dendrograma, donde se visualizaron
a los individuos con muestras atipicas. Las muestras atipicas se eliminaron antes
de realizar el siguiente analisis..Despuéssse realizé analisis de topologia de red para
cada agrupacion jerarquica. En esté analisis se busca un umbral de red adecuado,
el cual es la potencia a la cual se elevan las correlaciones de la red. Los resultados
de este analisis muestran los valores de conectividad media e independencia para
cada umbral del 1 al 20. La conectividad media indicas€uantos sitios, en promedio,
tendrian los modulos de cometilacion de una reda_.un umbral dado. La
independencia es una medida de qué tan distintos seran los modulos entre si a un
umbral dado. Los valores adecuados son independencia >0.8 y ¢onectividad <1000
con umbrales <20. Luego de analizar la morfologia de cada analisis de. topologia de
red, se selecciond el punto de corte >0.06. A continuacion, se construyeron los
modulos de sitios CpG con la funcion blockwiseModules de WGCNA fcon los

parametros de tamafio minimo de modulo de 175 y umbral de 20. En un siguiente
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analisis, los sitios CpG dentro del modulo grey se descartaron y los restantes se
utilizaron para reconstruir un nuevo conjunto de moddulos utilizado la funcion

bleckwiseModules con los parametros previamente mencionados.

3.9. Anadlisis de enriquecimiento de los médulos.

Los sitios CpG .dentro de los modulos fueron anotados utilizando el paquete
llluminaHumanMethylationEPICanno.ilm10b4.hg19 (Hansen, 2017). Los genes de
los sitios CpG se enriquecieron con la herramienta en linea WebGestalt (Liao et al.,
2019). Los enriquecimientos se realizaron con Over-Representation Analysis de la
base de datos KEGG (Kyoto ‘Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa y
Goto, 2000), y se consideré como significativo un valor de p ajustado por FDR <

0.05.

3.10. Correlacién de las redes de-cometilacion con los
polimorfismos de un solo nucledétido.
Los eigengene de cada modulo de cometilacion Se_correlacionaron con los datos
clinicos y los SNP mediante correlaciones de Pearson _con las funciones cor y
corPvalueStudent. El valor de significancia se establecié €omo p < 5e-3 para los
datos clinicos y p < 5e-8 para los SNP. Para asociar SNP y fenotipos, se utilizo la
herramienta PheWAS del sitio web GWAS Atlas. Las asociaciones se‘consideraron
significativas con una p < 1e-10. La Figura 4 resumen la metodologia_ seguida en

este estudio.
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3.11. Consideraciones éticas.

ls4 toma y procesamiento de las muestras fue aprobada por el Comité de Etica del
Hospital Psiquiatrico Infantil “Dr. Juan N. Navarro” con el No. 113/01/0913 (11-oct-
2017), (% por el Comité de Etica del Instituto Nacional de Medicina Gendmica
(INMEGEN); con el No. 06/2018/1. El reclutamiento se realizé de acuerdo con los
principios de la Declaracion de Helsinki. Los pacientes donaron sus muestras de
manera voluntaria _sin recibir remuneracion econémica y firmaron una carta de
consentimiento informado; en caso de ser menores de edad, el consentimiento
informado fue dado pof.al menos uno de los padres o tutores. Previamente
recibieron informacién de forma verbal y escrita, aceptando que sus datos y ADN
extraido fueran almacenados y utilizados en estudios subsecuentes durante un
periodo de 10 afios. La colaboracion® de los pacientes fue independiente de la
atencion médica que el hospital~les ofrecié. Las muestras y los datos de los

pacientes utilizados se anonimizaron previo _a‘la realizacion de este estudio.
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4. Resultados.

4.1.

Caracteristicas de la poblacion.

Las”caracteristicas de los 50 individuos cuyo ADN fue analizado y utilizado para

constrdirmodulos de cometilacion se encuentran en la Tabla 1.

Tabla 1.

Caracteristicas clinicas.de la poblacion de estudio.

Caracteristicas

Muestra (n = 50)

Edad (anos) 13.98+1.74
Género
Masculino 13 (26.00)
Femenino 37 (74.00)
IMC zscore 1.03+0.97
Clasificacion basada en IMC
Peso bajo 1 (2.00)
Peso normal 20 (40.00)
Sobrepeso 11 (22.00)
Obesidad 18 (36.00)
Diagndstico
Trastorno por atracén 17 (34.00)
Bulimia nervosa 22 (44.00)
Anorexia nervosa 11 (22.00)
Comorbilidades
Cualquiera 46 (92.00)
Depresién mayor 21 (42.00)
Riesgo de suicidio 16 (32.00)
Trastorno distimico 18 (36.00)
Trastorno por déficit de atencién e 15 (30.00)
hiperactividad
Trastorno de ansiedad generalizada 10420.00)
Trastorno negativista desafiante 6112.00)
Trastorno de la conducta 5.(10.00)
Trastornos psicoticos 5 (10.00)
Conductas alimenticias
Miedo a ganar peso 35 (70.00)
Atracon 34 (68.00)
Restriccién 24 (48.00)
Vomito 21 (42.00)
Otras conductas 10 (20.00)

Nota. Caracteristicas de los individuos que superaron controles de calidad. Las variables continuas estan

expresadas como media * desviacion estandar, y las variables categéricas estan expresadas como n*(%).
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4.2. Control de calidad de los datos de genotipificacion.

Se.obtuvieron los datos de genotipificacion de un total de 600 184 SNPs. Se
elimifnaron 27 267 SNPs por tener un llamado de variantes menor al 95%. Aunque
ningundndividuo fue eliminado por presentar lamado de variantes menor al 95%, se
detectaron,y. eliminaron 10 individuos con discrepancia entre el sexo predicho y el
observado. Se continu6 analizando el ADN de los 53 individuos restantes. El
siguiente filtro eliminé 17 351 SNPs localizados en cromosomas X o Y. Asimismo,
se excluyeron 302 133 variantes con frecuencias alélicas <5%. No se detectaron
SNPs en desequilibro de"Hardy-Weinberg, y se eliminaron 2787 alelos quiméricos.
Un total de 250 646 SNPs superaron el control de calidad de PLINK. Después de
eliminar SNP con datos perdidos y SNP sin individuos homocigotos al alelo alterno,

se exportaron 193 314 SNPs al.software R.

4.3. Control de calidad de los datos de metilacion.

En el anadlisis de metilacion solamente se ineluyeron a los 53 individuos sin
discrepancia de sexo, un total de 53 individuos. Se gbtuvieron valores de metilacién
de 850 000 sitios CpG, de los cuales 827 259 sitios superaron los controles de
calidad en ChAMP. No se observo efecto batch en las mueéstras. Se calcularon las
DE de los valores beta de los 827 259 sitios CpG, y se graficaron en el histograma
que se observa en la Figura 5. Se observé que la mayor parte- de los sitios
presentaron DE menores a 0.05, y una cantidad minima presenté DE:mayor a 0.10.

Los sitios CpG incluidos en los puntos fueron 105 393 (DE >0.05), 63 934 (DE
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>0.06), 41 062 (DE >0.07), 27 921 (DE >0.08), 21 520 (DE >0.09), 17 499 (DE
>0710), 7 819 (DE >0.15) y 3 850 (DE >0.20).
Figura 5

Histograma de las desviaciones estandar de los valores beta de los sitios CpG.
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Nota. El sesgo hacia la izquierda del histograma muestra que la desviacion estandar de la mayoria de los sitios
CpG fue pequefia. Es decir, en la mayoria de los sitios CpG, la variacion entre individuos en los niveles de
metilacién es pequefia.

4.4. Agrupacion jerarquica y analisis de topologia de red.
Todos los puntos de corte de DE de los datos de metilaciéon se sometieron a
agrupacion jerarquica. En la Figura 6, por ejemplo, se observan los.resultados de la
agrupacion jerarquica del punto de corte DE >0.10, donde nof{se encontraron
muestras aparentemente atipicas. Por otra parte, los resultados de la agrupacion
jerarquica utilizando DE >0.06 como punto de corte se observan en la‘\Figura 7,

encontrando tres muestras atipicas.
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6/‘ Agrupamiento jerarquico de las muestras SD 0.10

Nota. La linea roja indica el punto eﬁv muestras consideradas atipicas y el resto.

Figura 7.
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Nota. La linea roja indica el punto de corte entre las muestras consideradas atipicas y el resto.
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El analisis de topologia de red se realiz6 a todas las agrupaciones jerarquicas

deSpués de eliminar las muestras atipicas. En la agrupacion jerarquica del punto de

corte.DE >0.10, se observé un valor de independencia pequeio y una conectividad

relativamente alta. La Figura 8 ilustra los resultados para este punto de corte.

Asimismo, los resultados para otros puntos de corte mostraron valores de

independencia“y\conectividad inadecuados con excepcion del punto de corte DE

>0.06. Los resultados del analisis de topologia de red para el punto de corte DE

>0.06 se observan en la Figura 9. Se seleccion el umbral de 20 debido a sus

adecuados valores de“conectividad media e independencia. Debido a que se

selecciond el punto de corte DE'>0.06, los valores de metilacion de los 50 individuos

seleccionados fueron los utilizados para construir los médulos de cometilacion.

Figura 8

Analisis de topologia de red del punto)de corte DE >0.10
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Nota. El panel izquierdo muestra la conectividad media por sitio a un determinado umbral-El'panel derecho
muestra el indice de escala libre a un determinado umbral. Los nimeros en rojo indican el umbral que produce

los niveles de conectividad media o independencia graficados.
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Figura 9

Analisis de topologia de red del punto de corte DE >0.06
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Nota. El panel superior muestra la-Conectividad media por sitio a un determinado umbral. El panel inferior
muestra el indice de escala libre a un determinado umbral. Los nimeros en rojo indican el umbral que produce
los niveles de conectividad media o independencia graficados.

4.5. Caracteristicas de los moédulos de cometilacion.

Se formaron 11 médulos de‘Cometilacién a partir de 11 418 sitios CpG. Los modulos
creados fueron turquoise (5 0737sitios), .azul (2 928 sitios), marrén (193 sitios),
amarillo (166 sitios), verde (151 sities),.rojo (450 sitios), negro (148 sitios), rosa (145
sitios), magenta (135 sitios), purpura (111 sitios).y gris (2 218 sitios). Los sitios CpG
de estos moédulos se localizan en 4 005 genes. De aguerdo con su posicion relativa
al gen, el cuerpo (Body) del gen fue la anotacion mas comun. La Tabla 2 muestra
los detalles de la anotacién funcional de los sitios CpG consrespecto su localizacion
en el gen. La anotacion de los sitios segun su posicion respectosa las islas CpG
mostro predominio de los sitios en Open Sea (Tabla 3). La 'mediana y rango
intercuantil de los valores beta de los médulos de metilacion mostro/3 modulos
parcialmente metilados (turquesa, azul y purpura), mientras que en el resto de los

modulos se encontraron sitios hipermetilados (Tabla 4).
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Tabla 2

Clasificacion de los sitios CpG de los modulos.

Médulo TSS1500 TSS200  5UTR Body 1stExon ExonBnd  3UTR
Turquesa || 359 (10.23) 97 (2.77) 436 (12.43) 2430 (69.27)  33(0.94)  37(1.05) 116 (3.31)
Azul 158 (7.85)  75(3.72) 309 (15.34) 1366 (67.83) 23 (1.14) 16 (0.79) 67 (3.33)
Marrén 14 (10.77)  4(3.08)  23(17.69) 78 (60.00) 2 (1.54) 3(2.31) 6 (4.62)
Amarillo 13 (12.15)  6(65.61)  13(12.15) 69 (64.49) 2 (1.87) 0(0) 4(3.74)
Verde T_A1(1122)  3(3.06)  13(1327) 68 (69.39) 1(1.02) 1(1.02) 1(1.02)
Rojo 20 (18.52) 1(0.93)  15(13.89) 66 (61.11) 2 (1.85) 1(0.93) 3(2.78)
Negro l 11@122)  2(204) 9(9.18) 66 (67.35) 2 (2.04) 2 (2.04) 6 (6.12)
Rosa 13 (13.00) ).~ 2 (2.00) 9 (9.00) 71 (71.00) 2 (2.00) 1(1.00) 2 (2.00)
Magenta 10 (11.36)  4(455)  12(13.64) 56 (63.64) 1(1.14) 0(0) 5 (5.68)
Parpura 8 (11.27) 5(7.04) 8 (11.27) 40 (56.34) 1(1.41) 2 (2.82) 7 (9.86)

Nota. Los sitios fueron anotados_utilizando el paquete llluminaHumanMethylationEPICanno.iim10b4.hg19
(Hansen, 2017). Datos expresadosrenfn, de sitios, (%) por filas. TSS: Transcription Start Site (Sitio de Inicio de
la Transcripcién). UTR: Untranslated Region (Region No Traducida). ExonBnd: Exon Boundaries (Limites del
Exon).

Tabla 3.

Posicion de los sitios CpG de los modules con respecto a las islas CpG.

Modulo OpenSea Island N-Shore S Shore N Shelf S Shelf
Turquesa 4207 (82.93) 13 (0.26) ) 247 (4.87) 212(4.18) 202 (3.98) 192 (3.78)
Azul 2476 (84.56) 15(0.51) . 128 (437) 83(2.83) 104 (3.55) 122 (4.17)
Marrén 153 (79.27) 6 (3.11) 9 (4.66) 17 (8.81) 4 (2.07) 4 (2.07)
Amarillo 125 (75.30) 1 (0.60) 14 (8.43) _10(6.02) 12(7.23) 4 (2.41)
Verde 114 (75.50) 5(3.31) 10 (6.62) 8.(5.30) 9 (5.96) 5(3.31)
Rojo 121 (80.67) 1(0.67) 6 (4.00) 2 (1.33) 8 (5.33) 12 (8.00)
Negro . 115 (77.70) 1(0.68) 7 (4.73) 6 (4.05) 11 (7.43) 8 (5.41)
Rosa 114 (78.62) 6 (4.14) 7 (4.83) 7 (4.83) 8,(5.52) 3(2.07)
Magenta 96 (71.11) 6 (4.44) 9 (6.67) 9 (6.67) 8(5.93) 7 (5.19)
Pdrpura 85 (76.58) 17 (15.32) 4 (3.60) 3(2.70) 17(0:90) 1 (0.90)
Total 7606 (82.67) 71(0.77) 441 (4.79) 357 (3.88) 367(3799) 358 (3.89)

Nota. Los sitios fueron anotados utilizando el paquete llluminaHumanMethylationEPICanne.iim10b4.hg19
(Hansen, 2017). Datos expresados en n de sitios, (%) por columnas. Open Sea: sitios a mas.de 4 mil pares de
bases de unaisla CpG. Island: isla CpG, regiones con mas de 500 pares de bases con mas de 55% de contenido
GC. Shore: region entre 0 y 2000 pares de bases de una isla CpG. Shelf: region entre 2000 y*4000,pares de
base de una isla CpG. N: cuesta arriba de una isla CpG. S: cuesta debajo de una isla CpG.
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Tabla 4.

Mediana y rango intercuartil de los valores beta

Modulo Mediana Rango intercuartil
Turquesa 0.3529 0.1245
Azul 0.6492 0.1592
Marrén . 0.9151 0.1115
Amarillo 0.9180 0.0867
Verde B 0.9118 0.0992
Rojo 0.9151 0.1089
Negro 0.9155 0.1067
Rosa 0.9110 0.1127
Magenta 0.9111 0.1120
Purpura 0.6507 0.3208

Nota. Datos expresados en valores_beta de metilacion de los sitios CpG de cada médulo.

4.6. Vias enriquecidas en cada moédulo.

Se encontraron vias enriquécidas de los genes anotados en los sitios CpG de los
modulos turquesa y azul (Rigura©10). Los genes en el modulo turquesa se
enriquecieron para la via reguladora de la longevidad (valor de p ajustado = 0.0047),
via de sefalizacién de GnRH (hormona liberadora de gonadotropinas) (valor de p
ajustado = 0.0042), glioma (valor de p ajustado'=.0.0126), sinapsis colinérgica (valor
de p ajustado = 0.0091), infeccién por citomegalovirus humano (valor de p ajustado
=0.0126), y endocitosis (valor de p ajustado = 0.0126). Por otra parte, los genes del
modulo de cometilacion azul se enriquecieron en vias parasla)diferenciacion celular
Th1 y Th2 (valor de p ajustado = 6.8672e-7), rechazo de aleinjerto (valor de p
ajustado = 0.0185), cancer endometrial (valor de p ajustado ="0.0411), y via de
sefalizacion de TNF (valor de p ajustado = 0.0007). Otras vias enriguecidas dentro
del mismo mddulo incluyen la via de sefalizacion AGE-RAGE en complicaciones

diabéticas (valor de p ajustado = 0.0033), sistema de sefalizacion fosfatidilinositol
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(valor de p ajustado = 0.0074), glioma (valor de p ajustado = 0.0365), via reguladora
de”la longevidad (valor de p ajustado = 0.0325), infeccion por citomegalovirus
humano (valor de p ajustado = 0.0008), y adhesion focal (valor de p ajustado =
0.0039)«Los enriquecimientos de los demas mddulos no fueron significativos

(Anexo 3: Tablas 1-10).

Figura 10.

Vias enriquecidas en los modulos azul y turquesa.
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Nota. Datos expresados como logaritmo negativo del valor de p“ajustada por FDR para cada via. La linea
puntuada indica el nivel de significancia.

4.7. Correlaciones de moédulos con caracteristicas clinicas en
nuestra poblacion.
Siete caracteristicas clinicas y comorbilidades se correlacionaron con diferentes
modulos de cometilacion (Figura 11). EI mdédulo amarillo correlacioné con el IMC
zscore (R? = 0.47, p = 0.0006), trastorno de conducta (R? = -0.41, pr=¢0.0030), y
trastorno psicético (R? = -0.45, p = 0.0010). Mientras, el modulo de cometilacion

purpura se correlaciono con el género (R? = -1, p < 1e-50), comportamiento suicida
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(R? =0.41, p = 0.0030), y trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (R? = -
0,59, p = 6e-06). Finalmente, el médulo negro se correlaciond con altura (R? = 0.4,
p = 0:0040). Notablemente, las caracteristicas clinicas no se correlacionaron con

mas desun modulo a la vez.

Figura 11.

Mapa de calor de Jas correlaciones entre modulos y caracteristicas clinicas.
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Nota. Cada celda contiene el valor de R? (p) de la correlacion entre el modulo de.cometilacion y la caracteristica
clinica. El color rojo indica una correlacion positiva, el color azul indica una correlacién_negativa y blanco indica
sin correlacion. Los recuadros purpuras indican correlaciones significativas (p < 5x107°)
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4.8. Correlaciones de SNP con los médulos.

Siete modulos de cometilacion tuvieron correlaciones con algun SNP (marron,
verde, ,amarillo, magenta, rojo, negro, y rosa). Las caracteristicas completas de
todos l0s SNPs correlacionados se encuentran en las Tablas anexas 11-17. Los
SNP estuvieron localizados mayormente en regiones intronicas, con un rango desde
33.96% en el madulo rojo (18 SNP) hasta 55.56% en el modulo amarillo (15 SNP).
Otra localizaciéntfrecuente fue en regiones intergénicas, con un rango desde
14.81% en el médulo amarillo (4 SNP) hasta 31.71% en el médulo negro (13 SNP).
Sin embargo, la localizacidn mas frecuente en el médulo verde fue en regiones
intergénicas (28.13%, 9 SNP) seguidas por regiones intrénicas (21.88%, 7 SNP). La
mayoria de los SNP correlacionados (89.95%, 206 SNP) estuvieron en regiones
trascritas no codificantes desproteinasymientras que el 10.05% (23 SNP) estuvieron
en regiones que codifican proteinas ((missense y sindnimas). Diecisiete SNP
(7.42%) fueron anotados como variantes_missense, los moédulos rojo y negro
tuvieron 4 SNP missense cada uno.,Mientras _tanto, seis SNP correlacionados
(2.62%) se anotaron como variantes sindnimas, con dos SNP por modulo (marrén,
amarillo, y rojo). Se observaron 10 SNP correlacionados (4.37%) en regiones
regulatorias, aunque ninguno de estos estuvo en el médulo de'cometilacién amarillo.
El modulo de cometilacion magenta no presentd SNP anotades\en las regiones
upstream o downstream. Finalmente, los SNP correlacionados quée se anotaron en
las regiones no traducidas 3’ (UTR, Untranslated regions [Regiones no traducidas])
fueron las menos frecuentes (2 SNPs, 0.87%), localizados dentro de los*mddulos

magenta y rojo (Tabla 5).
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Tabla 5.

Anotaciones de los SNP correlacionados con los moédulos.

Marrén Verde Amarillo Magenta Rojo Negro Rosa Total
H 0 (0.00) 0 (0.00) m 0 (0.00) 2(0.89)
Downstréam 0 (0.00) 2 (6.25) 1(3.70) 0 (0.00) 4 (7.55) 1(2.44) 1 (5.00) 9 (4)
Intergénica 7 (17.95) 9 (28.13) 4(14.81) 5(29.41) 13(24.53) 13(31.71) 4(20.00) 55 (24.4)
Intron 19 (48.72) 7 (21.88) 15(55.56) 7(41.18) 18(33.96) 14(34.15) 7(35.00) 87 (38.67)
Missense 3 (7.69) 1(3.13) 2 (7.41) 1(5.88) 4 (7.55) 4(9.76) 2(10.00) 17 (7.56)
No codificante 8.(769) 8 (28.13) 2(7.41) 1(5.88) 6 (13.21) 5(14.64) 3(20.00) 28(12.44)
Regulatoria 1(2.56) 3(9.38) 0 (0.00) 2 (11.76) 2 (3.77) 1(2.44) 1(5.00) 10 (4.44)
Sinénima 2(5.13) 0 (0.00) 2 (7.41) 0 (0.00) 2 (3.77) 0 (0.00) 0 (0.00) 6 (2.67)
Upstream 4 (10.26) 1(3.13) 1(3.70) 0 (0.00) 2 (3.77) 2 (4.88) 1 (5.00) 11 (4.89)

Nota. Los cddigos de dbSNP fu€ron anotados utilizando el archivo InfiniumPsychArray-24v1-3_A1_b150_rsids.
Los SNP fueron anotados a las regiones codificantes utilizando Ensembl Variant Effect Predictor. Datos
expresados en n de SNP, (%) enicolumnas.

4.9. PheWAS de los'SNP correlacionados.

Con respecto a las caracteristicas clinicas, el IMC, la grasa corporal y a altura fueron
los fenotipos mas frecuentemente aseciados con los SNP (Figura 12). En cuanto a
los trastornos psiquiatricos, se/encontraron, multiples SNP asociados con tres
modulos de cometilacion. El médulo marrop”tuvo un SNP asociado con sintomas
depresivos y neuroticismo (rs4598994). Asimismo, el mdédulo rosa se asocié con
afecto depresivo (rs4800995), y dos SNP se _asociaron con esquizofrenia
(rs3129012 y rs356971) en el modulo de cometilacion negro. Ademas, siete SNP
correlacionados con cuatro modulos de cometilacign ) se asociaron con
enfermedades autoinmunes. Un SNP del médulo magenta se“asocié con artritis
reumatoide y enfermedad de Crohn (rs1893217). Igualmente,7los. SNP en los
modulos rojo (rs3095345) y rosa (rs9267546 y rs9267547) se asociarop con artritis

reumatoide y diabetes tipo 1. Ademas, el modulo de cometilacién negroSe)asocio
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con colangitis esclerosante primaria (rs3129012 y rs356971), vitiligo autoinmune y

lupus eritematoso sistémico (rs356971).

Figura 42,

Fenotipos asaciados a los SNP correlacionados con los médulos.

12_ B Marron
1o | I Amarillo
15 B Magenta
DZU.) 8- Bl Rojo
n Hl Negro
Rosa
N
N
\Qé\

Nota. Los colores representan el médulo al que pertenece cada SNP. Las categorias agrupan los rasgos a los
cuales los SNPs se encuentran asociados en GWAS previos.

Por ultimo, los médulos de cometilacién amarillo y negro estuvieron correlacionados
con caracteristicas clinicas en nuestra poblacion (IMC\zscore, trastorno de
conducta, trastorno psicético y altura), y estos médulos fueron«Correlacionados con
SNP asociados a nivel de genoma completo con fenotipos similares-\Mientras que
el médulo amarillo se correlacion6 con un SNP (rs10494217) asociado,con el indice
cintura-cadera en PheWAS, el moédulo negro se correlacion6 con fres SNP

asociados con la altura (rs9349206, rs11761528 y rs17726787).
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5. Discusion

Diversos estudios evaluan las caracteristicas clinicas, variantes genéticas y sitios
de metilacion del ADN involucrados en los TCA. No obstante, ninguno de estos
estudios\valor6 todos estos factores de manera conjunta (Bulik et al., 2019; Hibel
et al., 2019; Watson et al., 2019). A la fecha, la informacién disponible acerca de la

integracion delestos niveles de informacion bioldgica en los TCA es escasa.

5.1. Correlaciones con el IMC

El IMC es una caracteristica’clinica importante en los individuos diagnosticados con
un TCA, debido su alto impactoen el metabolismo (Genis-Mendoza et al., 2020). La
APA (2013) sugiere un IMEG’bajo como,criterio diagndstico para la anorexia nervosa,
mientras que bulimia nervosasy trastorno por atracén estan relacionados con riesgo
de sobrepeso y obesidad (Hay, 2020). También, el IMC se asocia con los TCA
mediante escalas de riesgo poligénico. La”BN y el TPA se asocian a variantes
genéticas de sobrepeso y obesidad;y mientras” qgue AN presenté asociaciones
negativas con el IMC (Abdulkadir et al., 2020; Hubel€t al., 2021).

En esta investigacion se encontraron correlaciones entre las caracteristicas clinicas,
metilacion del ADN y los SNPs. Al construir los médulos 'de cometilacion, estos
modulos llenaron los vacios que existen en la conexion entre los’genes individuales
y el desarrollo de la enfermedad (Nomiri et al., 2022). Una de las correlaciones mas
importantes entre el IMC, la metilacion del ADN (representada por los:mddulos de
cometilacion) y los SNPs en los pacientes con TCA se obtuvo en el modulo amarillo.

Este modulo se correlacioné con rs10494217, un SNP con cambio de sentido que
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sustituye una histidina por una asparagina en la posicion 50 del TBX15
(prHis50Asn). Asimismo, rs10494217 se asocia a nivel del genoma completo con el
indice: cintura-cadera (ICC). Igualmente, el ICC es una variable relacionada con el
IMC (Pulit,et al., 2019). Con respecto a TBX15, este es un miembro de la familia T-
box, los cuales son reguladores transcripcionales que juegan un papel importante
en el desarrollo“del esqueleto en extremidades, columna vertebral, cabeza, asi
como otros 6rganos_(Papaioannou, 2001; Singh et al., 2005). Mas aun, este gen
esta reportado como un sregulador del metabolismo en el tejido adiposo y fibras
musculares, y se demosirb.que regula indirectamente la grasa corporal y el IMC
(Lee et al., 2017; Lee et al., 2015; Sun et al., 2019). TBX15 se expresa ampliamente
en el tejido adiposo y su proteina se une al promotor de PRDM?16, el cual es esencial
para el paso de tejido grasa.blandoa pardo. La expresion reducida de la proteina
codificada por PRDM16 (Dominio . PR/SET 16) promueve la obesidad e incrementa
la grasa visceral cuando se consume una dieta alta en grasas (Cohen et al., 2014).
Dicho de otro modo, rs10494217 es una varianté de cambio de sentido que reduciria
la unioén del Factor de Transcripcidn T-box 15 (la proteina codificada por TBX15) al
promotor de PRDM16 y, en consecuencia, alteraria tafuncién del tejido adiposo y
el IMC en sujetos con diagndstico de TCA. Por lo tanto, una_posible alteracion de la
expresion de PRDM16 induciria a la reprogramacion epigenética que se observé en
el modulo de cometilacion amarillo (Figura 13). En el caso deflos sitios CpG del
modulo amarillo, estos se enriquecieron en las vias del metabolismo del acido alfa-
linolenico (PLA2G4E y PLB1) y sefalizacién de VEGF (AKT3, NFATC2,PLA2G4E
y SHC2); ambas son vias involucradas en la funcion del tejido adiposo y el'IMC

(Arensdorf et al., 2017; lyer et al., 2012; Kuefner et al., 2019; Sato et al., 2014).
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Figura 13.

Efecto de rs10494217 (TBX15, p.His50Asn) sobre la adiposidad corporal.
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Nota. El gréfico propone la funcion del Factor de'transcripcion’T-box 15, y cdmo el SNP rs10494217 alteraria
esta funcion, produciendo una diferente distribucion®de la adiposidad corporal.

Igualmente, el IMC mostré correlaciones importantes con el médulo negro en los
pacientes con TCA. Este modulo se correlaciond con rs11761528, un polimorfismo
intronico de ZKSCANS (dedo de zinc con dominios KRAB y§SCAN 5). Este SNP esta
asociado con IMC y metabolismo del sulfato de androsterona (Pulit'et al., 2019; Shin
et al., 2014). Respecto a ZKSCANS, existen pocos reportes sobre.su funcion. Sin
embargo, modelos en animales sugieren que este gen esta correlacionado con el
volumen de los adipocitos, presion sanguinea y masa cardiaca (Coan et@al.;2017).

Las correlaciones entre IMC con la metilacion del ADN y los SNPs en nuéstros
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pacientes con TCA recalca la importancia del IMC en estas enfermedades. Estas
interacciones con la epigenética sugieren que los cambios en IMC, ademas de ser
consecuencia de los TCA, también estan involucrados en su desarrollo (Hubel et

al., 2024;-Steiger y Booij, 2020).

5.2. Correlaciones con complicaciones cardiacas

Las complicacionesseardiacas son frecuentes en los pacientes con AN, alcanzando
hasta 80% en algunos estudios. La AN severa produce cambios en la estructura
cardiaca, aunque la mayoria de estas anormalidades estructurales son reversibles
(Fayssoil, Melchior, y Hanachi, 2021; Westmoreland, Krantz, y Mehler, 2016). En
este estudio, el moddulo_megro se correlaciond con SNPs y vias celulares
relacionadas con el desarrollo. cardiaco. Un SNP correlacionado con el modulo
negro es rs17726787, una variante intronica de CELF1. Estudios de genoma
completo asocian este SNP con la altura y lafmasa magra (Watanabe et al., 2019;
Yengo et al., 2018). Ademas, las alteraciones en la expresion de CELF1 estan
relacionadas con cardiopatias (Belanger et al., 2018; K.-T. Chang et al., 2017; Y.
Fang et al., 2020). Por otra parte, el modulo negro Se enriquecié en las vias de
sefalizacion de mTOR (IGF1R, LPIN1 y RPS6KAZ2), una viayque es esencial para
el desarrollo cardiaco (Sciarretta et al., 2018; Sciarretta, Volpe, y.Sadoshima, 2014).
Los datos sugieren que las variaciones genéticas como rs17726787 pueden alterar
la epigenética de la via de sefalizacion de mTOR. No obstante, esta correlacion
entre rs17726787, la via de mTOR y el modulo negro no se vio reflejadayen las

caracteristicas clinicas de los pacientes con TCA de este estudio. Por lo tanto, se
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requiere de investigaciones que exploren las relaciones entre CELF1, la epigenética

de’la via de mTOR y las cardiopatias en los individuos con diagnoéstico de TCA.

5.3/ Correlaciones con comorbilidades psiquiatricas

En nuestra muestra se correlacionaron genes y SNPs asociados a la esquizofrenia,
a pesar de qué los'mddulos de cometilacidn no se correlacionaron con la presencia
de trastornos psicéticos en nuestros pacientes. Existe evidencia de una prevalencia
alta de esquizofrenia, entre los individuos con TCA (Kouidrat et al., 2014). En
estudios genéticos previos, AN se asocié con esquizofrenia y otros trastornos
psiquiatricos (Duncan et al.,(2017; Watson et al., 2019). Ademas, con escalas de
riesgo poligénico, AN y TPA ‘se asociaron a esquizofrenia asi como a otras
enfermedades psiquiatricas{Hubel et al., 2021).

Dos de los SNPs asociados a“esquizoffenia en nuestros datos fueron rs760179 y
rs11778654. Los SNPs se correlacionaron con, el médulo rojo, y se encuentran en
DLGAP2. Este gen esta asociado con_ hipermetilacion en pacientes con AN (Booij
et al, 2015). Asimismo, las variantes de DLGAPZ2 estan relacionadas con
esquizofrenia y trastornos del espectro autista (Rasmussen, Rasmussen, y
Silahtaroglu, 2017). Otros SNP asociados a esquizofrenia fueron rs356971 y
rs3129012, los cuales se correlacionaron con el médulo negro (Pardifias et al., 2018;
Pulit et al., 2019). Ademas, una via enriquecida para los sitios CpG.delmaodulo negro
fue adiccion a la morfina, con los genes GABBR2, GABRP y PDE4B(A su vez, Los
polimorfismos del gen PDE4B se asociaron con susceptibilidad a la esquizofrenia

(Feng et al., 2016). Las correlaciones de los modulos de cometilacion con-SNPs
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previamente asociados a esquizofrenia sugiere que existe carga genética para esta
enfermedad en los individuos de nuestra muestra, a pesar de que pocos de ellos
(n=5)mostraron sintomas clinicos. Por otra parte, el mddulo purpura se correlacion6
con riesgo de suicidio y TDAH. Sin embargo, el mddulo purpura no se correlacioné

con moédulosni se vio enriquecido en vias funcionales.

5.4. Correlaciones con enfermedades autoinmunes

Aunque los moédulos de-cometilacidn no se correlacionaron directamente con las
enfermedades autoinmunes; encontramos SNPs asociados a estas enfermedades.
Los mecanismos inmunolégicamente mediados estan sugeridos como parte del
desarrollo de los TCA, ademas ‘existen estudios sobre un incremento del riesgo de
enfermedades autoinmunes-€n.los TCA (Raevuori et al., 2014; Zerwas et al., 2017).
El incremento del riesgo es mutuo; esta reportado que los pacientes con diabetes
tipo 1 presentan un riesgo elevado para desarrollar algun TCA (Marucci et al., 2021).
Igualmente, un GWAS asocié AN con,un locus en el cromosoma 12 previamente
asociado con diabetes tipo 1 y otras enfermedades /autoinmunes (Duncan et al.,
2017).

En nuestros sujetos, encontramos los SNPs rs356971 y rs3129012. Estos SNP,
ademas de estar asociados a la esquizofrenia, se asocian con la eoncentracion de
hemoglobina, conteo de leucocitos, conteo de plaquetas, colangitis*esclerosante
primaria, vitiligo autoinmune, deficiencia de IgA y lupus eritematoso sistémico (Astle
et al., 2016; Bronson et al., 2016; Ji et al., 2017; Julia et al., 2018). Oftros, de los

SNPs detectados (rs3095345 del modulo rojo; rs9267546 y rs9267547 del'wmédulo
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rosa) se asocian a diabetes tipo 1 (Barrett et al., 2009; Bradfield et al., 2011) y artritis
redmatoide (Okada et al., 2014). Estudios recientes sugieren que existe influencia
psiquiatrica, metabdlica e inmunoldgica involucrada en el desarrollo de los TCA. La
autoinmunidad tendria un papel bidireccional, aumentando el riesgo de TCA en las
enfermedades autoinmunes y viceversa (Butler, Perrini, y Eckel, 2021; Sirufo,

Ginaldi, y De Martinis, 2021).

5.5. Enriquecimientos de vias significativos

Por otra parte, los médulos turquesa y azul no sufrieron alteraciones debidas al
efecto genético de los SNR ‘de los pacientes con un TCA. Estos mddulos se
enriquecieron en vias asociadas con el sistema inmunoldgico: diferenciacion de las
células Th1 y Th2, vias dessednalizacién de TNF, y adhesion focal. Asimismo, el
modulo turquesa se enriquecioen-vias reélacionadas con el estado del desarrollo. La
construccion de este moédulo se via influida por.la etapa del desarrollo en la cual se
encontraban los individuos de nuestra muestra, es decir, adolescentes en su
mayoria (Almstrup et al., 2016). Una de estas vias fue la via de sefializacion de la
GnRH (hormona liberadora de gonadotropinas), la cdal se activa al comienzo del
desarrollo puberal y depende de sefializacidén neuroendecrina (Abreu y Kaiser,
2016; Herbison, 2016; Livadas y Chrousos, 2016). Otra de las*vias enriquecidas
esta asociada con adiponectina (adiponectina/CaMKK/AMPK)(H. .Fang y Judd,
2018; Z. V. Wang y Scherer, 2016). Algunos autores sugieren que dos! niveles de
adiponectina cambian durante el desarrollo puberal (Sitticharoon et al.,"2017; Woo

et al., 2005). Asimismo, la metilacion parcial de estos modulos sugiere activacion de
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la transcripcion en estas vias. La deteccidn de estos mddulos probablemente se
debe al efecto de las alteraciones epigenéticas de fondo y la etapa del desarrollo
celular del tejido utilizado para el analisis (leucocitos en sangre periférica). Los
enriqueeimientos y las correlaciones mas significativos encontrados en el presente

estudio se resumen en la Figura 14.

Figura 14.

Correlaciones mas signifieativas de los moédulos de cometilacion.
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5.6. Limitaciones del estudio

El presente estudio tiene algunas limitaciones que deben tomarse en Consideracion.
En primer lugar, no contamos con datos de un grupo control para) hacer

comparaciones. Sin embargo, nuestros hallazgos son valiosos debido a‘que se

43



correlacionaron SNPs asociados a rasgos relevantes a los TCA. Otra limitacién es
el’limitado tamafo de la muestra en comparacion con numero de variables
evaluadas. A pesar de que esta condicion afecta el poder estadistico de nuestro
analisisyclas redes de cometilacion estan disefiadas para agrupar sitios CpG y asi
reducir el namero de variables. Segun los autores de la herramienta de analisis,
WGCNA requiere un minimo de 20 muestras para construir redes de cometilacion
bioldgicamente relevantes (Langfelder y Horvath, 2017). Finalmente, este estudio
utiliz6 ADN de pacientes de origen mexicano. Es decir, algunos de nuestros
resultados podrian no aplicarse a todas las poblaciones con TCA. En estudios
futuros se podria incluir un grapo control en un analisis similar, ademas de estudiar

como gen candidato de TCA a TBX15 ya sea en humanos o en un modelo animal.
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6. Conclusiones

De. los resultados obtenidos en este estudio, se establecieron las siguientes

conelusiones:

kas caracteristicas fisicas y la presencia de algunas comorbilidades se
correlacionaron con los médulos de cometilacion.

Los modules turquesa y azul se enriquecieron en vias posiblemente influidas
por el estado-de desarrollo de los individuos y el sistema inmunoldgico.

Los SNP en regiones no codificantes de proteinas se correlacionaron mas
frecuentemente con-les modulos de cometilacion.

Los modulos amarillo y negro se correlacionaron con caracteristicas fisicas y
con SNP previamente asociados con fenotipos similares.

El SNP rs10494217 del. gen»TBX15 podria afectar la adipogénesis y
manifestarse como variaciones en el IMC de los individuos con TCA

Estos datos sugieren que (la variacion, genética puede afectar diferentes
genes en la misma via, y estas perturbaciones pueden reflejarse como

variaciones en las caracteristicas clinicas.
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Presentacion en video del trabajo “Clinical features correlated with comethylation
modules in mexican teenagers with eating disorders” en el marco de la 50th Annual

Meeting of Society for Neuroscience 2021 (en linea, noviembre 2021).
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Abstract

Background

Due to the wide spread of SARS-CoV2 around the world, the risk of death in individuals with
metabolic comorbidities has dangerously increaséd. Mexico has a high number of infected
individuals and deaths by COVID-19 as well as andmportant burden of metabolic diseases;
nevertheless, reports about features of Mexican individuals with COVID-19 are scarce. The
aim of this study was to evaluate demographic features, clinical characteristics and the phar-
macological treatment of individuals who died by COVID-19 in the south of Mexico.

Methods

We performed an observational study including the information of*185 deceased individuals
with confirmed diagnoses of COVID-19. Data were retrieved from medical records. Categor-
ical data were expressed as proportions (%) and numerical data were expfessed'as mean +
standard deviation. Comorbidities and overlapping symptoms were plotted as Vienn dia-
grams. Drug clusters were plotted as dendrograms.

Results

The mean age was 59.53 years. There was a male predominance (60.1%). The meansh@s-
pital stay was 4.75 + 4.43 days. The most frequent symptoms were dyspnea (88.77%),
fever (71.42%) and dry cough (64.28%). Present comorbidities included diabetes (60.63%),
hypertension (59.57%,) and obesity (43.61%). The main drugs used for treating COVID-19
were azithromycin (60.6%), hydroxychloroquine (53.0%) and oseltamivir (27.3%).

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0245394  February 19, 2021
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Abstract: Eating disordérs are psychiatric disorders characterized by disturbed eating behaviors.
They have a complex etiolggy in which genefig and‘énvironmental factors interact. Analyzing gene-
environment interactions could help us to identify thé mechanisms involved in the etiology of such
conditions. For example, comethylation module analysis gould detect the small effects of epigenetic
interactions, reflecting the influence of environmental factorsy We used MethylationEPIC and Psy-
charray microarrays to determine DNA methylation levgl§and genotype from 63 teenagers with
eating disorders. We identified 11 comethylation modules inWGONA (Weighted Gene Correlation
Network Analysis) and correlated them with single nucleatide palymorphisms (SNP)} and clinical
features in our subjects. Two comethylation modules correlated with clinical features (BMI and
height) in our sample and with SNPs associated with these phenotypess@ne of these comethylation
modules (yellow) correlated with BMI and rs10494217 polymorpliism (assadiated with waist-hip
ratio). Another module (black) was correlated with height, rs9349206, xs11761528, and rs17726787
SNPs; these polymorphisms were associated with height in previous GWAS, Our data suggest that
genetic variations could alter epigenetics, and that these perturbations could be teflected as variations
in clinical features.

with regard to furisdictional claims in

published maps and institutional affil

iations.

Copyright: © 2021 by the authors
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This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Adtribution (CC BY) license (https:/ /
creativecommeons.org/ licenses /by /
40/).

Key : comethylation modules; genetic polymorphisms; eating disorders; WGCINS

1. Introduction

Eating disorders (EDs) are severe psychiatric disorders characterized by disturbances
of cating behavior, affecting the health and quality of life of individuals. These disorders
have an early teenage onset and a hereditary component [1]. EDs have a complex etiology
in which genetic and environmental factors interact [2]. Genome-wide association studies,
(GWAS) and other genetic studies have revealed loci and single nucleotide polymorphisms
(SNP) associated with ED [1,3,4]. The clinical characteristics of EDs have been associated
in genetic studies. In this sense, significant genetic correlations have been reported in
anorexia nervosa with psychiatric disorders, physical activity and metabolic, lipid and

Nutrients 2021, 13, 3210, https:/ /doi.org/10.3390/nu13093210
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Anexo 3. Tablas anexas.

Tabla anexa 1. Enriquecimientos del médulo marrén.

Via KEGG ID Genes en | Genes Tasa de p FDR
la via sobrelapados | enriquecimiento
Metabolismo de hsa00982 | 72 10 2.6296 0.0149 0.7059
drogas
Diferenciacion-de | hsa04659 107 4 5.1706 0.0072 0.7059
células Th17
Vias en cancer hsa05200 526 10 2.6296 0.0039 0.7059
Tabla anexa 2.*Enriquecimientos del médulo verde.
Via KEGG ID Genes Genes Tasa de p FDR
en lavia | sobrelapados enriquecimiento
Via de hsa04022 163 5 6.7385 0.0007 0.1040
sefializacion
GMP-PKG
Tabla anexa 3. Enriquecimientos del modulo turquesa.
Via KEGG ID Genes Genes Tasa de p FDR
en lavia, | sobrelapados enriquecimiento
Vias hsa04211 89 24 2.2255 0.0001 0.0046
regulatorias de
la longevidad
Via de hsa04912 93 25 2.2186 7.6826E- | 0.0041
sefalizacién de 05
GnRH
Glioma hsa05214 71 19 2.2086 0.0005 0.0125
Sinapsis hsa04725 112 27 1.9896 0.0002 0.0090
colinérgica
Infeccién por hsa05163 225 44 1.6139 0.0007 0.0125
citomegalovirus
humano
Endocitosis hsa04144 244 47 105897 0.0007 0.0125
Tabla anexa 4. Enriquecimientos del moédulo amarillo.
Via KEGG ID Genes Genes Tasa'de p FDR
en lavia | sobrelapados enriquecimiento
Via de hsa04370 59 4 14.066 0.0001 0.0558
sefializacion
VEFG
Metabolismo del | hsa00592 25 2 16.598 0.0063 0.6868
acido alfa
linoleico
Hepatitis C hsa05160 131 3 4.7513 0.0247 0.7719
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Tabla anexa 5. Enriquecimientos del moédulo magenta.

Via KEGG ID | Genes Genes Tasa de p FDR
en lavia | sobrelapados enriquecimiento

Inmunodeficienci hsa05340 | 37 2 13.024 0.0101 0.7174

a primaria

Regulacion dela | hsa04923 | 54 2 8.9235 0.0208 0.8011

lipdlisis’en

adipositos

MetaboliSmo de hsa00561 | 61 2 7.8995 0.0262 0.8011

glicerolipidos

Via de hsa04910 | 137 4 7.0346 0.0023 0.7174

sefializacion(de la

insulina

Contraccién del hsa04270 | 121 3 5.9736 0.0133 0.7174

musculo liso

vascular

Tabla anexa 6. Enrigtiecimientos del médulo purpura.

Via KEGG/D.-| Genes Genes Tasa de p FDR
enlavia | sobrelapados enriquecimiento

Metabolismo de hsa00471._{+5 1 114.91 0.0086 1

D-glutamina y D-

glutamato

Regulacion de los | hsa04750 | 99 2 11.607 0.0123 1

canales TRP por

mediadores de la

inflamacion

Contraccion del hsa04270 7 121 2 9.4965 0.0180 1

musculo liso

vascular

Tabla anexa 7. Enriquecimientos del'médule-rojo.
Via KEGG ID Genes Genes Tasa de p FDR
en la via {| sobrelapades-, | enriquecimiento

Degradacion de hsa00511 18 2 19.3 0.0046 0.5261

otros glicanos

Metabolismo de hsa00430 11 1 15.791 0.0615 1

taurina e

hipotaurina

Biosintesis de hsa00140 60 3 8.6849 0.0048 0.5261

hormonas

esteroideas

Resistencia a la hsa04931 107 4 6.4934 0.0031 0.5261

insulina

Via de hsa03320 74 2 4.6945 0.0673 1

sefalizacién de

PPAR

Degradacioén de hsa03018 79 2 4.3974 0.0755 1

ARN

Moléculas de hsa04514 144 3 3.6187 0.0494 1

adhesioén celular

(CAMs)
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Tabla anexa 8. Enriquecimientos del mddulo negro.
Via KEGG ID Genes Genes Tasa de p FDR
enla sobrelapados | enriquecimiento
via
Adiccion a la hsa05032 91 3 6.6549 0.0100 1
morfina
Ciclo de vesiculas | hsa04721 63 2 6.4084 0.0385 1
sinapticas
Apoptosis hsa04210 136 4.4529 0.0292 1
Via de hsa04150 151 4.0106 0.0381 1
sefalizacion
mTOR
Tabla anexa 9:Enriquecimientos del modulo azul.
Via KEGG ID Genes Genes Tasa de p FDR
enla sobrelapados | enriquecimiento
via
Diferenciacion hsa04658 92 24 3.7981 7.03E-09 | 6.87E-
celular Th1y Th2 07
Rechazo de hsa05330 38 8 3.0651 0.0036 0.0184
aloinjerto
Cancer hsa05213 58 11 2.7613 0.0017 0.0111
endometrial
Via de hsa04668 110 20 2.6472 4.8994E- | 0.0006
sefializacion de 05
TNF
Via AGE-RAGE hsa04933 99 17 2.5001 0.0003 0.0033
en
complicaciones
diabéticas
Sistema de hsa04070 99 16 2.353 0.0010 0.0073
sefalizacién de
fosfatidilinositol
Glioma hsa05214 71 11 2.2557 0.0085 0.0364
Via reguladora de | hsa04211 89 13 2.1267 0.0073 0.0324
la longevidad
Infeccién por hsa05163 225 32 20707 5.8812E- | 0.0007
citomegalovirus 05
Adhesion focal hsa04510 199 27 179754 0.0004 0.0038
Tabla anexa 10. Enriquecimientos del modulo rosa.
Via KEGG ID Genes Genes Tasa de p FDR
enla sobrelapados | enriquecimiento
via
Metabolismo de hsa00500 36 2 11.215 0.0135 1
almidén y glucosa
Infeccién por virus | hsa05169 201 5 5.0215 0.0029 0.9468
de Epstein-Barr
Interaccion ECM- | hsa04512 82 2 4.9235 070619 1
receptor
Peroxisoma hsa04146 83 4.8642 0.0632 1
Moléculas de hsa04514 144 4.2055 0.0338 1
adhesioén celular
(CAMs)
Procesamiento de | hsa04141 165 3 3.6703 0.0475 1

proteinas en
reticulo
endoplasmico
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Tabla anexa 11. SNPs que presentaron correlacion significativa con el modulo
marron.
Chr Base-pair SNP Overlapped  Annotation MA MAF MAF R? p
position gene gnomAD
1 2329783 rs2645065 MORN1 Intron A 0.0566 0.0943 -0.69 2.17E-
08
1 39562508 rs4660293 PABPC4 Intron G 0.0755 0.1215 -0.69 3.23E-
08
1 64681319 rs3828064 CACHD1 Synonymous T 0.0566 0.0688 -0.76 2.17E-
10
1 247982342 rs6695603 OR2L13 Intron T 0.0566 0.1055 -0.69 2.98E-
08
1 248063899 rs7527770 OR2L13 Intron C 0.0566 0.1156 -0.69 2.98E-
08
1 248086593, _4rs11204589 OR2L13 Intron G 0.0566 0.1106 -0.69 2.98E-
08
2 33797953 rs4313958 LINC01317 Intron C 0.0660 0.0993 -0.70 1.89E-
08
2 131340569 rs6430737 PLEKHB2 Intron G 0.0660 0.0993 -0.71 5.73E-
09
3 42690744 rs339698 KLHL40 Intron C 0.0566 0.0530 -0.71 9.46E-
09
3 131303198  rs73220537 NEK11 Intron T 0.0566 0.0296 -0.71 1.05E-
08
5 169127251  rs17070834 SLIT3 Intron C 0.0566 0.1427 -0.74 9.38E-
10
6 71759969 rs872209 — Intergenic C 0.0566 0.0721 -0.71 1.07E-
08
6 72518705 rs9446692 - Upstream C 0.0566 0.0943 -0.71 8.24E-
gene 09
6 84557051 rs9294306 LINC01611 Upstream A 0.0660 0.2512 -0.68 4. 17E-
gene 08
6 95586684 rs62417812 MANEA Missense T 0.0660 0.0392 -0.69 2.55E-
(p.Thr82lle) 08
8 29850352 rs13275481 = Intron A 0.0566 0.1028 -0.71 9.56E-
09
8 54319153 rs6992754 — Intergenic G 0.0566 0.0967 -0.70 1.39E-
08
8 56113670 rs35392772 MOS Missense A 0.0566 0.0918 -0.71 9.19E-
(p-Ala105Se 09
r
8 56166374 rs35883156 PLAG1 Missense T 0.0566 0.1013 -0.71 7.93E-
(p.Pro458Th 09
r
8 56188232 rs13273123 PLAG1 Intron G 0:0566 0.1250 -0.71 7.93E-
09
8 98345696 rs11784029 — Regulatory G 0.0660 0.1513 -0.69 2.50E-
region 08
8 101038284 rs6994935 FLJ42969 Non coding T 0.0566 0.0508 -0.70 1.87E-
transcript 08
8 111740738 rs7836329 LINC02237 Upstream T 0.0566 0.0497 -0.71 9.62E-
gene 09
8 111874081  rs16882789 — Intergenic A 0.0566 0:0452 -0.71 9.62E-
09
9 2408770 rs7038629 — Intergenic T 0.0566 0/0804 -0.70 1.45E-
08
9 7897865 rs10758914 — Intergenic T 0.0566 0.0804 -0.71 8.49E-
09
9 106131559 rs1120147 LINC01505 Non coding A 0.0566 0.0908 -0.70 1.41E-
transcript 08
10 16431985 rs17319738 PTER Upstream T 0.0566 0.0887 -0:69 3.78E-
gene 08
10 33053400 rs11009199 ITGB1-DT Intron C 0.0660 0.1050 -0.71 6:35E-
09
11 20491714 rs11025583 PRMT3 Intron G 0.0566 0.1333 -0.70 1.55E-
08
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11 62102041 rs11603446 — Intergenic C 0.0566 0.1052 -0.69 3.42E-
08
11 63475084 rs7944411 PLAATS Intron G 0.0566 0.0601 -0.71 8.57E-
09
12 96282552 rs35751611 CDK17 Synonymous A 0.0566 0.0481 -0.70 1.87E-
08
13 20476436 rs7989332 CRYL1 Intron C 0.0566 0.1588 -0.69 2.64E-
08
14 71382468 rs35866366 SIPA1L1 Intron C 0.0660 0.1588 -0.69 2.84E-
08
14 78082095 rs11159324 NRXN3 Intron C 0.0755 0.0790 -0.69 3.72E-
08
15 26790228 rs6576617 GABRB3 Intron A 0.0566 0.1028 -0.73 1.32E-
09
18 55081836 rs4598994 — Intergenic G 0.0566 0.0762 -0.70 1.18E-
08
20 11294595 rs967972 — Non coding G 0.0566 0.0849 -0.70 1.77E-
transcript 08
Tabla anexa 12. SNPs que presentaron correlacion significativa con el modulo
verde.
Chr Base-pair SNP Qverlapped Annotation MA MAF MAF R? p
position gene gnomAD
2 2523869 rs6720427 — Intergenic C 0.0755 0.1710 - 5.10E-09
0.72
2 52252113 rs12472885 LOC730100 Non coding G 0.0566 0.0684 - 1.58E-08
transcript 0.70
2 165822638 rs4667840 LOC105373 Non coding A 0.0566 0.0875 - 7.21E-10
730 transcript 0.74
2 205904865 rs1362663 RN7SKP178 Downstream A 0.0660 0.0566 - 3.76E-08
gene 0.69
2 205910806 rs4141999 — Intergenic G 0.0566 0.0271 - 7.03E-10
0.74
2 212800341 rs7594160 LINC01878 Non coding C 0.0660 0.0672 - 1.09E-08
transcript 0.71
2 215276514  rs10498034 LINC02862 Non ceding T 0.0566 0.1348 - 1.93E-08
transcript 0.70
2 234002284  rs11682848 TRPM8 Intron C 0.0566 0.1241 - 7.99E-09
0.71
3 114476756  rs76307454 ZBTB20 Intron A 0.0566 0.0318 - 6.42E-10
0.74
3 145577576  rs11721325 — Intergenic T 0.0755 0.1014 - 1.30E-08
0.70
4 13110095 rs9991988 — Intergenic T 0.0566 0.0462 - 3.71E-09
0.72
4 52825873 rs10008073 LINC01618 Non coding T 0.0566 0.0627 - 1.42E-08
transcript 0.70
4 52845904 rs9993034 LINC01618 Non coding T 0.0566 0.0650 - 1.42E-08
transcript 0.70
4 100965764 rs2645370 — Intergenic T 0.0566 0.1344 - 1.61E-08
0.70
4 124738316  rs17772791 — Intergenic C 0.0660 0.1568 - 7.23E-10
0.74
5 34079425 rs62366982 C1QTNF3- Intron A 0.0566 0.0557 - 4.96E-09
AMACR 0.72
5 114343507 rs36936 KCNN2 Intron C 0.0566 0.1203 - 1.62E-08
0.70
5 130278416 rs3919478 — Regulatory T 0.0660 0.1152 - 1.89E-08
region 0.70
6 98789603 rs12174549 — Regulatory C 0.0566 0.1247 - 2.60E-08
region 0.69
6 123738109 rs9482443 — Intergenic T 0.0566 0.1014 - 1.70E-08
0.70
8 38914063 rs7386365 PLEKHA2 Intron A 0.0660 0.1568 - 9.40E-09
0.71
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10 122755779 rs953355 DMBT1L1 Upstream A 0.0566 0.1002 - 1.11E-08
gene 0.70
10 123214610 rs6599665 — Intergenic A 0.0660 0.0615 - 5.86E-09
0.71
12 48526290 rs61941963 OR8S1 Missense A 0.0566 0.0891 - 1.66E-08
(p.Arg220His) 0.70
14 46263135 rs858893 LINC00871 Non coding A 0.0566 0.0650 - 2.26E-08
transcript 0.69
14 88333263 rs10141646 — Regulatory A 0.0660 0.0865 - 9.42E-09
region 0.71
16 26076734 rs4442817 HS3ST4 Intron G 0.0566 0.0696 - 3.18E-08
0.69
18 5952545 rs626823 L3MBTL4 Downstream G 0.0566 0.0743 - 2.16E-09
gene 0.73
18 9648421 rs12959303 LINC02856 Non coding T 0.0566 0.0908 - 2.35E-08
transcript exon 0.69
18 10377309 1512965406 — Non coding A 0.0566 0.1927 - 1.27E-08
transcript 0.70
19 28833553 rs1075733 — Intergenic A 0.0566 0.1135 - 2.07E-08
0.70
20 58219853 rs608502 ANKRDG60 Intron C 0.0566 0.0790 - 1.85E-08
0.70
Tabla anexa 13. SNPs que.presentaron correlacion significativa con el modulo
amairillo.
Chr Base-pair SNP Overlapped Annotation M MAF MAF R? p
position gene A gnomAD
1 118926565 rs10494217 TBX15 Missense T 0.0566 0.0857 - 9.39E-09
(p.His50As 0.71
n)
2 31265391 rs605588 EHD3 Intron A 0.0660 0.0873 - 2.53E-08
0.69
2 53866819 rs1049894 PSME4 Synonymou A 0.0566 0.0331 - 7.91E-09
s 0.71
2 85253299 rs7580690 TCF7LA Intron C 0.0566 0.1425 - 6.47E-10
0.74
2 102350330 rs10185897 IL1RL1 Intron A 0.0566 0.0745 - 6.94E-09
0.71
2 224854976 rs16866236 DOCK10 Synonymou”™ A 0.0566 0.0544 - 7.06E-10
s 0.74
3 42393627 rs247421 LYZL4 Downstrea T 0.0566 0.0898 - 1.67E-10
m gene 0.76
3 61192802 rs17064607 FHIT Intron C 0.0566 0.0448 - 1.01E-08
0.71
3 125173702 rs503875 SLC12A8 Intron G 0.0566 0.0401 - 1.48E-08
0.70
3 195113211 rs7652885 XXYLT1 Intron T 0.0660 0.1226 - 5.62E-09
0.71
4 177672114 rs13149928 — Non coding C 0.0566 0.1773 - 1.02E-08
transcript 0.71
8 56600345 rs16920810 — Intergenic A 0.0566 0.1368 - 1.18E-08
0.70
8 137069047 rs4295697 LINC02055 Non coding G 0.0755 0.0896 - 1.80E-08
transcript 0.70
8 140362245 rs10110999 TRAPPC9 Intron A 0.0566 0.1336 - 4.19E-08
0.68
10 47108035 rs709616 — Intergenic A 0.0566 0.0837 - 3.97E-10
0.75
10 98576923 rs4919244 HPSE2 Intron C 0.0566 0.0675 - 2.83E-10
0.75
11 44698420 rs4643068 LINC02704 Upstream G 0.0566 0.0884 - 3.18E-08
gene 0.69
11 84563438 rs948141 DLG2 Intron G 0.0660 0.1946 - 1+15E-08
0.70
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11 84608916 rs1940085 DLG2 Intron A 0.0566 0.2050 - 6.74E-10
0.74

12 3869495 rs11062885 PARP11 Intron A 0.0660 0.2109 - 3.87E-09
0.72

12 59736407 rs2178671 SLC16A7 Intron A 0.0660 0.0637 - 1.60E-08
0.70

12 105331857 rs11112469 C120rf75 Intron T 0.0755 0.1415 - 4.99E-08
0.68

12 107593348 rs17757562 BTBD11 Intron C 0.0566 0.0684 - 3.12E-08
0.69

14 94382864 rs709932 SERPINA1 Missense T 0.0566 0.1086 - 1.13E-08
(p.Arg125Hi 0.70

s)

15 27126450 rs117379055 GABRG3 Intron G 0.0566 0.0331 - 5.01E-10
0.75

17 36660668 1s12453272 — Intergenic A 0.0566 0.0520 - 2.34E-08
0.69

21 24224251 r$2828922 — Intergenic G 0.0566 0.1038 - 7.10E-09
0.71

Tabla anexa 14. SNPs~“que presentaron correlacion significativa con el modulo
magenta.
Chr Base-pair SNP Overlapped  Annotation M MAF MAF R? p
position gene A gnomAD

1 29509484 rs9426279 — Intergenic T 0.0566 0.0920 - 4.30E-09
0.72

2 15341628 rs16862519 NBAS Intron T 0.0566 0.0296 - 1.56E-08
0.70

2 21604063 rs2216880 — Non coding T 0.0566 0.0733 - 5.38E-09
transcript 0.72

2 223216936 rs10804318 — Intergenic G 0.0660 0.1548 - 5.35E-09
0.72

3 172954905 rs12636168 SPATA16 Intron A 0.0660 0.1038 - 2.91E-08
0.69

4 140384440 rs75311634 SCOC 3UTR G 0.0660 0.0590 - 2.46E-10
0.75

5 34757561 rs17521570 RAI14 Missense A 0.0566 0.1137 - 7.57E-09
(p:Ala47Thr) 0.71

5 153515849 rs512983 GRIA1 Intron T 0.0660 0.1418 - 2.23E-08
0.69

5 155710232 rs4532407 — Intergenic G 0.0566 0.0778 - 5.17E-10
0.75

7 46032526 rs7780838 LOC102723 Regulatory T 0.0566 0.0830 - 1.28E-08
446 region 0.70

7 46077124 rs6968126 — Intergenic A 070566 0.0920 - 1.28E-08
0.70

9 101711604 rs2485530 GRIN3A Intron T 0.0566 0.0637 - 2.52E-08
0.69

10 133345696 rs2864417 ZNF511 Intron G 0.0566 0.0330 - 1.38E-08
0.70

13 26887478 rs9551336 — Intergenic G 0.0566 0.0849 - 1.20E-08
0.70

16 53446200 rs4784311 RBL2 Intron T 0.0566 0.1232 - 1.38E-09
0.73

18 12809341 rs1893217 PTPN2 Intron G 0.0566 0.0719 - 2.25E-08
0.69

21 23952620 rs9977556 — Regulatory C 0.0566 0.1097 - 2.64E-08
region 0.69
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Tabla anexa 15. SNPs que presentaron correlacion significativa con el médulo rojo.

Chr Base-pair SNP Overlappe Annotation M MAF MAF R? p
position d gene A gnomAD
1 4481330 rs11799990 — Non coding C 0.0566 0.1014 - 9.07E-09
transcript 0.71
exon
1 66871602 rs1280338 DNAI4 Intron A 0.0566 0.0837 - 2.93E-10
0.75
2 37473643 rs6544081 LOC105374  Non coding G 0.0755 0.1085 - 1.59E-08
464 transcript 0.70
2 42947816 rs11682091 — Regulatory C 0.0660 0.1073 - 1.16E-08
region 0.70
2 44210078 rs6730278 PPM1B Intron A 0.0566 0.1170 - 2.68E-08
0.69
2 45968735 r$2711303 PRKCE Intron T 0.0566 0.1303 - 3.72E-08
0.69
2 66075739 rs10496131 LOC105369  Non coding A 0.0566 0.0991 - 1.17E-08
168 transcript 0.70
2 115416220 rs843393 DPP10 Intron A 0.0566 0.0521 - 1.58E-08
0.70
2 224819449 rs7572725 DOCK10 Synonymou G 0.0566 0.1051 - 2.81E-08
S 0.69
3 163605240 rs4855274 — Intergenic A 0.0566 0.0519 - 3.42E-09
0.72
4 10903060 rs2904192 — Intergenic G 0.0660 0.0859 - 1.85E-08
0.70
4 162469697 rs17462361 — Intergenic A 0.0660 0.1185 - 2.54E-08
0.69
5 97608167 rs990698 LINE01340 Non coding T 0.0566 0.0995 - 2.32E-08
transcript 0.69
5 97624424 rs10515257 LINC01340 Non coding C 0.0566 0.1002 - 2.32E-08
transcript 0.69
5 172315288 rs7715800 = Regulatory T 0.0566 0.0649 - 1.24E-08
region 0.70
6 24127032 rs74293212 NRSN1 Intron A 0.0566 0.0875 - 1.61E-08
0.70
6 30854636 rs3095345 — Intergenic T 0.0566 0.0967 - 1.28E-08
0.70
6 97292775 rs17057619 — Non coding G 0.0566 0.0389 - 1.42E-08
franscript 0.70
7 99866195 rs17161983 CYP3A43 Downstream™ G 0.0566 0.0354 - 1.59E-08
gene 0.70
7 99876178 rs73403577 OR2AE1 Missense G 0.0566 0.0398 - 1.59E-08
(p-Ser286Pr 0.70
0)
7 99876384 rs60737583 OR2AE1 Missense C 0.0566 0.0400 - 1.59E-08
(p.-Tyr217Cy 0.70
s)
7 99876520 rs114518763 OR2AE1 Missense A 0.0566 0.0343 - 1.59E-08
(p.Arg172Tr 0.70
p)
7 99876535 rs115450325 OR2AE1 Missense T 0.0566 0.0321 - 1.59E-08
(p.Pro167Th 0.70
r
7 143732095 rs73154270 TCAF2P1 Downstream T 0.0566 0.0437 - 2.18E-08
gene 0.69
8 1292337 rs760179 DLGAP2 Intron G 0.0660 0.1528 - 9.48E-10
0.74
8 1334677 rs11778654 DLGAP2 Intron C 0.0660 0.1229 - 2.16E-08
0.69
8 8579613 rs10099072 RN7SL178  Downstream C 0.0566 0.1392 - 1.89E-08
P gene 0.70
8 75503254 rs1380692 HNF4G Intron G 0.0566 0.1498 - 2.26E-08
0.69
8 95394568 rs3133749 C8orf37- Non coding A 0.0566 0.0981 - 6:85E-10
AS1 transcript 0.74
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9 32899809 rs4879635 APTX Intron A 0.0755 0.1120 - 2.95E-08
0.69
9 96409349 rs10820564 ZNF367 Intron A 0.0660 0.1061 - 1.66E-10
0.76
9 96426973 rs10820598 — Intergenic G 0.0769 0.1229 - 5.18E-09
0.72
9 96488181 rs7030316 HABP4 Synonymou T 0.0755 0.0970 - 5.18E-09
s 0.72
9 96500014 rs7871404 CDC14B Intron G 0.0755 0.1229 - 5.18E-09
0.72
9 114358400 rs7866925 AKNA Intron T 0.0566 0.1651 - 4.46E-08
0.68
10 55990954 rs1874155 — Intergenic G 0.0566 0.0912 - 4.96E-10
0.75
10 75797729 rs75160293 LRMDA Intron T 0.0566 0.0675 - 1.00E-08
0.71
13 56909229 rs9591778 — Intergenic G 0.0566 0.0757 - 3.56E-08
0.69
13 90125820 1$1491016 — Intergenic A 0.0566 0.1312 - 3.04E-08
0.69
13 90149707 rs992190 — Intergenic T 0.0566 0.1545 - 3.04E-08
0.69
14 51561058 rs17586483 FRMD6- Intron G 0.0566 0.0991 - 1.59E-08
AS2 0.70
14 75280415 rs1063169 FOS Intron T 0.0660 0.0908 - 3.14E-08
0.69
15 40157612 rs55940969 BUB1B Upstream T 0.0566 0.0743 - 1.07E-08
gene 0.71
15 59450811 rs8029746 FAM81A Intron A 0.0660 0.1651 - 4.92E-08
0.68
15 59453523 rs8025789 FAM81A Intron A 0.0660 0.1415 - 2.49E-09
0.73
16 287691 rs34665498 AXIN1 JUTR T 0.0566 0.0861 - 4.19E-08
0.68
17 5696705 rs1468636 — Downstream T 0.0566 0.1002 - 5.56E-10
gene 0.74
19 32510840 rs6510250 — Intergenic C 0.0566 0.0851 - 2.72E-10
0.75
19 32514997 rs10408355 — Intergenic T 0.0566 0.1154 - 2.72E-10
0.75
20 44075848 rs16988687 — Intergenic C 0.0566 0.0898 - 2.43E-09
0.73
20 44216102 rs4812796 OSER1-DT Intron G 0.0566 0.0887 - 3.05E-08
0.69
20 60784474 rs941694 — Intergenic G 0.0566 0.1026 - 8.95E-09
0.71
Tabla anexa 16. SNPs que presentaron correlacion significativa con el modulo
negro.
Chr Base-pair SNP Overlappe  Annotation M MAF MAF R? p
position d gene A gnomAD
1 113276758 rs736202 — Regulatory T 0.0566 00448 - 2.16E-08
region 0.69
1 207103034 rs11120211 C4BPA Upstream A 0.0566 0.0625 - 2.70E-08
gene 0.69
1 207668589 rs12567945 CRI1L Intron C 0.0566 0.0590 < 1.43E-08
0.70
1 207683909 rs3085 CRI1L Missense G 0.0566 0.0535 - 1.43E-08
(p.lle139Val) 0.70
2 7961206 rs7597307 LINC00298  Non coding Cc 0.0566 0.0887 - 8.28E-08
transcript 0.69
3 108105214 rs162064 — Intergenic G 0.0566 0.1792 - 3.56E-08
0.69
5 146386611 rs879943 — Intergenic G 0.0566 0.0943 - 2.75E-08
0.69
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6 10756495 rs72821581 TMEM14B Missense T 0.0566 0.0002 - 7.22E-10

(p.Arg108Cy 0.74
s)

6 29868686 rs1611635 — Non coding T 0.0566 0.0675 - 8.81E-09
transcript 0.71

6 30012020 rs356971 ZNRD1AS Non coding G 0.0566 0.0790 - 8.81E-09
P transcript 0.71

6 30020865 rs3129012 ZNRD1AS Non coding 0.0566 0.0712 - 8.81E-09
P transcript 0.71

exon

6 41960644 rs9349206 CCND3 Intron A 0.0755 0.1888 - 6.38E-09
0.71

6 138781229 rs6927344 CCDC28A Intron C 0.0566 0.0333 - 2.00E-08
0.70

7 92724018 rs10234981 CDK®6 Intron C 0.0566 0.0928 - 1.53E-08
0.70

7 99521178 rs11761528 ZKSCANS Intron T 0.0566 0.0845 - 7.09E-10
0.74

7 105985118 rs6980139 CDHRS3 Intron T 0.0660 0.0677 - 1.90E-08
0.70

8 134093964 rs7012570 — Intergenic T 0.0566 0.2663 - 9.05E-10
0.74

9 33956621 rs7869836 UBAP2 Intron A 0.0660 0.0889 - 2.97E-08
0.69

9 38190819 rs4878763 — Intergenic G 0.0566 0.1288 - 2.38E-08
0.69

9 125023678 rs7857443 SCAI Intron G 0.0566 0.1587 - 7.47E-10
0.74

10 15901347 rs11253684 — Intergenic A 0.0660 0.1175 - 3.06E-08
0.69

10 91986663 rs11819184 BTAF1 Intron G 0.0566 0.1371 - 1.11E-08
0.70

10 100647416 rs7068072 — Intergenic T 0.0566 0.1014 - 1.48E-08
0.70

10 107608386 rs10884481 = Intergenic G 0.0660 0.1464 - 4.55E-08
0.68

11 29160912 rs617346 — Non ceding C 0.0566 0.0908 - 1.54E-08
transcript 0.70

11 47507485 rs17726787 CELF1 Intron A 0.0566 0.0723 - 4.05E-08
0.69

11 57248458 rs17151797 — Intergenic G 0.0566 0.0532 - 8.67E-09
0.71

13 67193281 rs9564380 PCDH9 Intron C 0.0566 0.0972 - 1.86E-08
0.70

13 103642428 rs1331523 — Intergenic G 0.0566 0.0957 - 1.31E-08
0.70

14 92880101 rs17748637 — Intergenic T 0.0566 0.1351 - 1.74E-08
0.70

14 94469773 rs45438398 SERPINA9 Missense A 0.0566 0.1008 - 3.82E-10
(p.Prod41Leu 0.75

14 98154677 rs17096531 — Non coding A 0.0566 0.1561 - 1.14E-09
transcript 0.74

18 4752817 rs4797183 — Intergenic C 0.0566 0.1314 - 2.57E-08
0.69

18 8454503 rs10502370 — Intergenic C 0.0566 0.1219 - 1.41E-08
0.70

19 401907 rs116918090 C2CDh4C Downstream A 0.0566 0.1696 - 3.27E-08
gene 0.69

19 48098255 rs11564538 PLA2G4C Missense A 0.0660 0.0432 - 1.94E-09
(p-Pro161Le 0.73

u)

20 42423496 rs6030215 PTPRT Intron C 0.0566 0.1005 2 2.32E-08
0.69

20 42436876 rs6030238 PTPRT Intron A 0.0566 0.1274 - 2.32E-08
0.69

20 48234518 rs927150 — Intergenic A 0.0566 0.1173 - 2.40E-08
0.69
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20 50672690 rs6020677 RIPOR3 Intron G 0.0566 0.0946 - 2.35E-10
0.76

20 50695364 rs6096066 RIPOR3 Upstream G 0.0566 0.1114 - 2.35E-10
gene 0.76

Tabla anexa 17. SNPs que presentaron correlacion significativa con el modulo rosa.

Chr Base-pair SNP Overlapped  Annotation M MAF MAF R? p
position gene A gnomAD
1 12629686 rs12070206 — Intergenic A 0.0660 0.0802 - 1.76E-08
0.70
1 14854598 rs114069881 KAZN Intron T 0.0566 0.0283 - 6.42E-09
0.71
1 220493812 rs13376101 — Intergenic C 0.0566 0.0544 - 4.25E-08
0.68
3 145569585 152695775 — Intergenic A 0.0755 0.0979 - 4.46E-08
0.68
6 23202388 rs75395008 — Regulatory A 0.0566 0.0472 - 6.64E-10
region 0.74
6 31705659 rs9267546 LYBG6F Upstream A 0.0566 0.1085 - 1.36E-08
gene 0.70
6 31707724 rs9267547 LYBG6F Missense A 0.0566 0.1023 - 1.36E-08
(p.Ala107Thr 0.70
)
6 97071111 rs9374329 KLHL32 Intron A 0.0660 0.0566 - 4.86E-09
0.72
6 162253061 rs6921358 PRKN Intron T 0.0566 0.1300 - 2.37E-10
0.76
9 82094111 rs9886873 LOC105376  Non coding C 0.0660 0.0519 - 9.58E-09
107 transcript 0.71
11 81143332 rs1357339 — Intergenic A 0.0566 0.0810 - 5.51E-10
0.74
12 75162474 rs1458621 KCNC2 Intron C 0.0566 0.1202 - 3.72E-08
0.69
14 23792010 rs11622700 RN7SKP20 Non coding C 0.0566 0.1288 - 2.66E-08
5 transcript 0.69
exon
14 23794735 rs11626329 RN7SKP20 ¢Downstream 0.0566 0.1206 - 3.36E-08
5 gene 0.69
16 67284339 rs8044843 PLEKHG4 Missense 0.0566 0.1124 - 1.81E-10
(p-Asp525GlI 0.76
y)
16 67356545 rs11859352 LRRC36 Intron G 0.0566 0.1256 - 1.81E-10
0.76
17 896607 rs2114 NXN Intron A 070566 0.1663 - 3.70E-08
0.69
18 14146360 rs8097141 — Non coding G 0.0566 0.1031 - 9.32E-11
transcript 0.77
18 55748146 rs4800995 — Non coding A 0.0566 0.1191 - 4.04E-09
transcript 0.72
22 47160588 rs754890 TBC1D22A Intron A 0.0566 0.1344 - 1.02E-08
0.71
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