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RESUMEN

El envejecimiento es un conjunto de cambios fisiolégicos y morfoldégicos en un
organismo, que se acumulan con el paso del tiempo, y generan un deterioro progresivo
de las funciones biologicas, por ejemplo, la reduccion de fuerza muscular y otros

aspectos cognitivos.

Existen al menos una decena de teorias que tratan de explicar el envejecimiento, las
cuales se clasifican en tres grupos: teorias programadas, teorias de acumulaciéon de
dafio y teorias combinadas. Las teorias de envejecimiento se basan principalmente
en alteraciones que impactan a la cromatina mediante marcas epigenéticas, como son
las metilaciones de ADN (ADNm), las cuales, en su mayoria disminuyen durante el
envejecimiento. Estas marcas son las Unicas que afectan directamente al ADN,
suprimiendo la expresion y movimiento de elementos transponibles (TES), y ocurren

preferentemente en posiciones especificas del genoma llamadas islas CpG.

Las ADNm fueron utilizadas por Horvath para el desarrollo de su reloj epigenético,
basado en teorias combinadas del envejecimiento, especialmente en la de pérdida de
heterocromatina, el cual es un modelo predictor de la edad cronolégica, que analiza el

grado de metilacion de islas CpG especificas en multiples tejidos humanos.

Los sectores del genoma que son ricos islas CpG, susceptibles a la ADNm son, entre
otras, las regiones de TEs adyacentes a genes, los cuales son importantes debido a
gue los TEs se encuentran extensamente repetidos en el genoma, y a pesar de que
son insertados mayoritariamente en zonas no codificantes, pueden formar parte de
nuevos exones (exonizaciones) gracias al splicing alternativo. Las exonizaciones de

TEs pueden aumentar en numero si las marcas del tipo ADNm disminuyen.

Aln no se ha demostrado que pueda existir una relacion entre las exonizaciones de
TEs y las ADNm que son analizadas por Horvath. Pero, si se logra demostrar que
existe un aumento de exonizaciones de TEs durante el envejecimiento, y éstas se ven
afectadas por ADNm de islas CpG de Horvath, se podrian relacionar a las
exonizaciones de TEs con las islas CpG de Horvath. Debido a esto, nace la pregunta:
“¢ Existe relacion entre el numero de exonizaciones de TEs y las metilaciones de
Horvath?”.



El presente trabajo, pretende recoger evidencia que apoye la idea de que existe un
namero creciente de exonizaciones de TEs durante el envejecimiento, y que dicho
ndamero podria estar relacionado con el grado de metilacion de las islas CpG
analizadas en el reloj de Horvath.

Se utilizan muestras sanas, de fastq y ADNm, de tejidos de rombencéfalo (cerebelo,
bulbo raquideo y puente de Varolio) humano en distintas edades, desde las 4 semanas
de gestacion a los 58 afos. El nimero de exonizaciones de TEs de cada muestra
(fastq) se obtiene a partir de herramientas bioinformaticas, principalmente Tophat. Las
islas CpG se obtienen desde la investigacion de Horvath. La informacion es analizada
con respecto a la edad real de las muestras, y se espera encontrar correlacion entre

el nimero de exonizaciones de TEs y las islas CpG usadas por Horvath.



ABSTRACT

Aging is a set of physiological and morphological changes in an organism, which
accumulate with the lenght of time and generate a progressive deterioration of
biological functions, for example, the reduction of muscle strength and other cognitive
aspects.

There are at least a dozen theories that try to explain aging, which are classified into
three groups: programmed theories, damage accumulation theories and combined
theories. Aging theories are mainly based on alterations that impact chromatin through
epigenetic marks, such as DNA methylations (mMDNA), which mostly decrease during
aging. These marks are the only ones that directly affect DNA, suppressing the
expression and movement of transposable elements (TEs), and occur preferentially in

specific positions of the genome called CpG islands.

MDNAs were used by Horvath for the development of his epigenetic clock, based on
combinatorial theories of aging, especially heterochromatin loss, which is a model
predictor of chronological age that analyzes the degree of methylation of specific CpG
islands in multiple human tissues. Sectors of the genome that are rich in CpG islands,
susceptible to mMRNA are, among others, TE regions adjacent to genes, which are
important because TEs are found extensively repeated in the genome, and although
they are mostly inserted in non-coding regions, they can form part of new exons
(exonizations) by means of alternative splicing. Exonizations of TEs can increase in

number if mMRNA-like marks decrease.

It has not yet been demonstrated that there could be a relationship between TE
exonizations and the mRNAs that are analyzed by Horvath. But, if it can be shown that
there is an increase in TE exonizations during aging, and these are affected by Horvath
CpG island mRNAs, then TE exonizations could be related to Horvath CpG islands.
Because of this, the question arises, "Is there a relationship between the number of TE

exonizations and Horvath methylations?".

The present work aims to gather evidence to support the idea that there is an increasing
number of TE exonizations during aging, and that this number could be related to the
degree of methylation of the CpG islands analyzed in the Horvath clock.



Healthy fastq and mDNA samples from human hindbrain tissues (cerebellum, medulla
oblongata and pons) at different ages, from 4 weeks of gestation to 58 years old, are
used. The number of TEs exonizations of each sample (fastq) is obtained from
bioinformatics tools, mainly Tophat. The CpG islands are obtained from Horvath
research. The information is analyzed with respect to the actual age of the samples,
and it is expected to find correlation between the number of TEs exonizations and the

CpG islands used by Horvath.



INTRODUCCION

El envejecimiento

El concepto de vejez es tan usual como desafiante la tarea de encasillarlo en una Unica
y simple definiciébn. Debido a esto, se han generado diferentes definiciones para el
término envejecimiento. Entre ellas destacan: La Enciclopedia Britanica, que define al
envejecimiento como cambios fisioldgicos progresivos de un organismo, que conducen
a la senescencia o deterioro de funciones biol6gicas (Rogers etal., 2020); el
diccionario de Oxford lo define como un proceso de los seres vivos que comporta una
serie de cambios que aparecen gracias al paso del tiempo y no por enfermedades ni
accidentes (Oxford, s. f.); una definicion biolégica se refiere al cambio gradual en un
organismo que conduce a un mayor riesgo de debilidad, enfermedad y muerte
(Alvarado G & Salazar M, 2014); y como definicibn médica es, el conjunto de
modificaciones morfoldgicas y fisiolégicas que tienen lugar como consecuencia de la

accion del tiempo sobre los seres vivos (Rico-Rosillo et al., 2018).

Una manera de unificar todas las definiciones anteriores es: El envejecimiento es un
conjunto de cambios fisiolégicos y morfolégicos de un organismo, que se acumulan
con el paso del tiempo, y generan un deterioro progresivo de las funciones bioldgicas,

como es la reduccion de fuerza muscular y otros aspectos cognitivos.

El envejecimiento afecta a todas las células del cuerpo, es mas notable de forma fisica
en tejidos como la piel y los musculos, pero los tejidos internos también se ven
afectados por el envejecimiento, causando enfermedades. Los tejidos de interés para
esta investigacion son los del rombencéfalo (cerebelo, puente de Varolio y bulbo
raquideo), ya que se ha demostrado que existe una neurodegeneracion en el cerebelo
humano, lo que puede producir enfermedades de gran impacto como son la demencia

senil, Alzheimer(Gellersen et al., 2021).

Como la poblacion a nivel mundial envejece debido a que la esperanza de vida ha
aumentado en los Ultimos afios, se espera que para el 2030 una de cada seis personas
en el mundo tendra 60 afios o mas (OMS, 2021), la aparicion de enfermedades
relacionadas al envejecimiento han aumentado draméaticamente, es por esto, el

envejecimiento ha tomado gran importancia para investigadores y cientificos, que han
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creado decenas de teorias generalizadas sobre por qué ocurre el envejecimiento, las
cuales se dividen en tres grupos: (1) Teoria de envejecimiento Programado; (2) Teoria
de acumulacion de dafio; (3) Teorias combinadas que unen teorias de los grupos
anteriores (Pinto da Costa et al., 2016).

(1) Teorias de envejecimiento programado.

Las teorias del envejecimiento programado, o también Illamadas teorias del
envejecimiento activo, sugieren que el envejecimiento es en ultima instancia resultado
de un mecanismo o programa biolégico que intencionalmente causa o permite el
deterioro y la muerte. Segun estas teorias, el envejecimiento sigue un calendario
bioldgico, que podria depender de la expresion génica, afectando los mecanismos de
mantencion, reparacion y defensa del organismo (Adav & Wang, 2021; Goldsmith,
2012). Dentro de las teorias del envejecimiento programado se destaca la teoria de

acortamiento de telébmeros:

Teoria del Acortamiento de Telémeros

Esta teoria sugiere que el envejecimiento es causado por el acortamiento de los
telomeros. Los teldmeros son secuencias de ADN repetidas que se encuentran en los
extremos de los cromosomas lineales, que no pueden ser replicadas completamente
por las ADN polimerasas en las hebras retardadas durante el proceso de division
celular, lo que genera su acortamiento con cada division de manera natural. Esto
ocurre debido a la ausencia de la expresion de la telomerasa, enzima
ribonucleoproteica, no presente en la mayoria de los mamiferos (Pinto da Costa et al.,
2016; West et al., 2019), dafios oxidativos y modificaciones epigenéticas como son las
metilaciones de ADN (ADNm)

Esta teoria sostiene tres principios especificos: (1) que el envejecimiento esta
programado; (2) la detencién irreversible del ciclo celular ocurre en respuesta al
acortamiento de teldmeros; y, (3) que el nimero total de divisiones celulares en
ausencia de telomerasa no pueden exceder el limite Hayflick, limite que denota que
las células somaticas se dividen un namero fijo de veces, y las células humanas, como
los fibroblastos, se dividen entre cuarenta y sesenta veces, antes de la senescencia
celular (Bernadotte et al., 2016; Liu et al., 2019).



(2) Teorias de acumulacion de daio.

Estas teorias sugieren que el envejecimiento estan relacionadas a interacciones
medioambientales que inducen dafios acumulativos al ADN en varios niveles de los
organismos, los cuales no son reparados, como por ejemplo los patégenos que

generan enfermedades dafiando al organismo (Jin, 2010; Maklakov & Immler, 2016).

Dentro de las teorias de acumulacion de dafo se destaca la teoria de inestabilidad del

genoma.

La teoria de inestabilidad del genoma.

Esta teoria sugiere que la estabilidad e integridad del ADN se ve afectada por agentes
fisicos, quimicos y biol6gicos exdgenos (externos al organismo) y enddgenos (internos
del organismo) como son los errores de replicacion del ADN, reacciones hidroliticas

espontaneas y especias reactivas de oxigeno (ROS) (L6pez-Otin et al., 2013).

Las lesiones genéticas ocasionadas por inestabilidad genética incluyen mutaciones
puntuales, translocaciones, ganancia y pérdidas cromosOmicas, acortamiento de

teldmeros y disrupcién genética a causa de la integracion de virus o transposones.

La inestabilidad del genoma puede producir acumulacion de dafios genéticos ademas
de numerosas enfermedades de envejecimiento prematuro, como el sindrome de
Huschinson-Gilford (progeria) y el sindrome de Werner (L6pez-Otin etal.,, 2013;
Swahari & Nakamura, 2016).

La teoria de inestabilidad del genoma apunta a la maquinaria de reparacion del ADN
presenta defectos como errores en la replicacion del ADN y cambios espontaneos
(mutaciones y cambios epigenéticos) que podrian estar relacionados a la inestabilidad

genomica y a la senescencia (Lopez-Otin et al., 2013; Pinto da Costa et al., 2016).

(3) Teorias combinadas.
Las teorias combinadas se desarrollaron con la intencion de unificar teorias del
envejecimiento programado con las teorias de acumulacion de dafio. El proceso de

envejecimiento se considera en un grado mas completo y global, pero aun asi, los



factores que afectan al envejecimiento no pueden explicarse completamente (Pinto

da Costa et al., 2016). Entre ellas, se destaca la teoria de pérdida de heterocromatina:

La teoria de pérdida de heterocromatina.

La heterocromatina corresponde a regiones de la cromatina que se encuentran
compactadas y son en su mayoria transcripcionalmente silenciosas en comparacion
con regiones no compactadas (eucromatina). La heterocromatina se divide en
constitutiva (segmentos de centromeros y telomeros que adoptan la formacion
silenciosa) y facultativa (encontrado en el cromosoma X inactivado) (Tsurumi & Li,
2012). La teoria de pérdida de heterocromatina propone que los dominios de
heterocromatina establecidos en la embriogénesis se descomponen durante el
proceso de envejecimiento, contribuyendo a la desrepresién de genes silenciados y
conduciendo a patrones de expresion génica aberrante, transcribiéndose elementos
del genoma que son generalmente silenciados, como es el caso de los elementos
transponibles. Durante el proceso de envejecimiento, se produce una disminucién
global de heterocromatina constitutiva lo que conduce a un aumento de
heterocromatina facultativa (Andersen et al., 2017; Tsurumi & Li, 2012). La regulacién
de la heterocromatina ocurre mediante marcas epigenéticas de modificacion de
histonas, como es la acetilacion (y desatelacién), metilacién (y desmetilacion) y
fosforilacion (Bannister & Kouzarides, 2011).

Las mutaciones que producen pérdida de heterocromatina en la lamina nuclear de la
linea germinal, es decir, en el entramado proteico encontrado en el nucleo de las
células que separa la membrana interna del nlcleo de la cromatina, en el proceso de
desarrollo embrionario, pueden producir enfermedades que imitan al envejecimiento,
como es el caso de los sindromes de progeria y de Werner (Guo & Fang, 2014;
Swahari & Nakamura, 2016; Tsurumi & Li, 2012).

A modo de resumen, se puede decir que, durante el envejecimiento, el estado de la
cromatina de un individuo se ve modificado (jError! La autoreferencia al marcador
no es valida.), debido a la incorporacion de diferentes variantes de histonas, patrones
de metilacion de ADN de histonas alterados, lo que da como resultado modificaciones
en la compactacion de la cromatina (Pal & Tyler, 2016).
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Fig. 1 Estado de la cromatina durante el envejecimiento.

Durante el envejecimiento, la informacion epigenética cambia en respuesta a factores exogenos
y endogenos. El estado anormal de la cromatina resultante se caracteriza por la incorporacion
de diferentes variantes de histonas, patrones de metilacion del ADN y modificadores de histonas
alterados, lo que da como resultado el reclutamiento de diferentes transformadores de
cromatina. El estado anormal de la cromatina en las células senescentes incluye patrones de
transcripcion modificados y deriva transcripcional dentro de la poblacion. Este estado también
conduce a la insercion de nuevos elementos transponibles en el genoma y a la inestabilidad
genomica, incluidas las mutaciones del ADN.

Figura creada con Biorender' , basada en investigacion de Pal & Tylor (Pal & Tyler; 2016).

Las alteraciones de eucromatina (cromatina ligeramente compactada) Yy
heterocromatina producen patrones mas permisivos o mas restrictivos de la expresion

génica, variando la tasa de envejecimiento de un individuo (West et al., 2019).

La expresion de genes puede ser regulada a distintos niveles: transcripcional (a nivel
de sintesis de ARN), postranscripcional (corte y empalme), traduccional (sintesis de
proteinas a partir de ARN mensajero), y postraduccional (modificaciones

postraduccionales) (Cavagnari, 2012).

La forma de regular la expresion génica, que toma en cuenta la relacion de los genes
con el medio ambiente, esta a cargo de los mecanismos epigenéticos. Entre los

mecanismos mas estudiados, se encuentran las modificaciones de histonas, las



metilaciones de ADN, y el silenciamiento genético mediado por ARN no codificantes
(Cavagnari, 2012).

Marcas epigenéticas

La epigenética es el estudio de cambios hereditarios en la expresion génica que no
implican cambios en las secuencias de ADN, causados por la edad y expresion de
factores ambientales (alimentacion, ejercicio y sustancias quimicas) (Cavagnari, 2012;
NIH, 2011; Teng et al., 2020). Es capaz de modular y regular la expresion de genes a
través de modificaciones quimicas que cambian la conformacion espacial de la
cromatina: compactandola, evitando la union de factores de transcripcion al ADN; o
des compactandola, permitiendo la union de factores de transcripcion (Tiffon, 2018).

En la actualidad, se sabe que los cambios epigenéticos ocurren mediante marcas
guimicas que son detectables en el genoma. Estas marcas pueden traspasarse a las
siguientes generaciones o perderse a medida que el individuo envejece (Garcia Robles
& Ayala Ramirez, 2012; Teng et al., 2020).

Los mecanismos epigenéticos mas estudiados que intervienen en la regulacion de la
transcripcion (expresion génica) son: el silenciamiento genético mediado por ARN no
codificante (micro ARN) (Cavagnari, 2012; Pal & Tyler, 2016), las modificaciones
postraduccionales de las histonas(Plunk & Richards, 2020) y la metilaciones de ADN
(Cavagnari, 2012).

De estas marcas epigenéticas se destacan las metilaciones de ADN (ADNm), las que

son fundamentales para el desarrollo de esta investigacion.

Metilacion del ADN

La metilacion de ADN (ADNm) desempefia un rol importante en la regulacion de la
expresion genica, alterando el fenotipo sin perturbar el genotipo (Ecker & Beck, 2019).
Las enzimas que metilan el ADN se dirigen a los residuos de citosina ubicados en
dinucledtidos de citosina-fosfato-guanina (CpG), también llamadas germline
differentially methylated regions (regiones germinales metiladas diferencialmente o
gDMRs). Ailadiendo un metilo en la posicién 5 del anillo de la citosina (5-metilcitosina),

conduciendo a la represion epigenética de la expresion génica y la cual disminuye
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notablemente a medida que el organismo envejece (Benoit, 2014; Plunk & Richards,
2020; Sturm et al., 2015).

La metilacion de la citosina en los sitios CpG es la Unica modificacion epigenética
conocida que afecta directamente la molécula de ADN, y es necesaria para el
desarrollo embrionario en mamiferos, los cuales estdn marcados por una alta
frecuencia de sitios CpG (Gabory et al., 2011; Plunk & Richards, 2020).

Durante el envejecimiento, existe una reduccién de la actividad de la ADN
metiltransferasa 1, que contribuye a la disminucién de la metilacién global del ADN.
Este evento es asociado con el riesgo de desarrollar enfermedades relacionadas con
el envejecimiento como son la ateroesclerosis, cancer y enfermedades autoinmunes
(Rico-Rosillo et al., 2018).

La disminucion progresiva en la metilacion de ADN tiene lugar preferentemente en los
elementos transponibles dispersos a lo largo de todo el genoma, ya que estos
elementos son ricos en islas CpG y generalmente se encuentran altamente metilados,
debido a que la ADNm reprimen su expresién y actda limitando su potencial
genotoxico, es decir, su capacidad para afectar la replicacion del ADN, impactando
negativamente la integridad del material genético.(Jansz, 2019; Plunk & Richards,
2020). El potencial genotéxico se puede medir utilizando técnicas para determinar la
reparacion del ADN, las aberraciones cromosdmicas, niveles de apoptosis y necrosis,
entre otros (Nai et al., 2015).

El uso del marcador epigenético del tipo ADNm no se limita Unicamente a la expresion
y represion de genes. Esto fue comprobado el investigador genetista Steve Horvath,
gue demostrd que el grado de metilacion en las islas CpG esta correlacionada con la
edad cronoldgica de las muestras, desarrollando uno de los primeros mecanismos de

estimacion de edad biolégica, el Reloj Epigenético de Horvarth (Horvath, 2013).

Reloj Epigenético de Horvath
A partir de una investigacion previa (Hannum et al., 2013), Steve Horvath corroboré la
existencia de la relacion entre las metilaciones de ADN en islas CpG especificas y la

edad cronoldgica de tejidos humanos. Hannum, con solo 71 CpG (de las cuales solo
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7 de ellas se encuentran en la plataforma lllumina 27K), logré predecir la edad de
muestras del tejido de sangre total humana con una mediana de error absoluto (MAE)
de 8 afios y una correlacién de 0.82 (alta)(Hannum et al., 2013). Sin embargo, fue
Horvath quien logré mejorar la prediccion de Hammun, aumentando el numero de islas
CpG especificas utilizadas, mencionadas en el Archivo suplementario 2 (Horvath,
2013), que contiene el proceso de la creacion del reloj multitejido de Horvath,
detallando las formulas que permiten calcular el grado de metilacion de las muestras
con edades conocidas y creando un modelo de prediccion de edad a partir de muestras

de metilacién con edades desconocidas.

A la fecha, Horvath ha publicado 4 diferentes relojes epigenéticos (multitejido (Horvath,
2013), Skin and Blood (Ecker & Beck, 2019; Horvath et al., 2018), PhenoAge (Levine et al., 2018)
y GrimAge (Lu etal.,, 2019)), los cuales utilizan informaciéon de ADNm de muestras de
uno o varios tejidos a diferentes edades cronoldgicas, para predecir sus edades
bioldgicas a partir del grado de metilacion que presentan. La principal diferencia entre
estos relojes es que su disefio se basa en el andlisis del grado de metilacion de
distintas islas CpG para cada reloj, con el objetivo de generar predictores con una MAE
mas baja para los tejidos o muestras, por lo tanto, el uso de distintas islas CpG para el
disefio de los relojes epigenéticos de Horvath genera una mayor especificidad para

ciertos tejidos.

Por propésito de esta investigacion, solo se menciona el reloj multitejido, ya que es

este el que fue utilizado posteriormente.

Reloj multitejido

Corresponde al primer método de estimacion de la edad epigenética que funciona con
precision (MAE de 3.6 afios) en casi todos los tejidos y tipos de células humanas, como
son: sangre total, células mononucleares de sangre periférica, muestras cerebelosas,
corteza occipital, epitelio bucal, colon, tejido adiposo, higado, pulmdn, saliva y cuello
uterino (Ecker & Beck, 2019; Horvath, 2013).

El reloj multitejido estd disefiado a partir de 353 islas CpG especificas (Archivo
suplementario 3 Horvath, 2013) y analiza sets datos de ADNm pre-existentes de

muestras de diferentes tejidos y edades (Horvath, 2013), los que se obtienen a partir
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de la tecnologia BeadChip de lllumina con montaje infinium, técnica de deteccion de
islas CpG (Pidsley etal., 2016), la informacion se encuentra depositada en la
plataforma de libre acceso GEO(Clough & Barrett, 2016).

El reloj Multitejido cuenta con una plataforma web de acceso rapido, en donde se
depositan un archivo con formato de columnas separadas por coma (.csv) que

contiene los IDs de las islas CpG y los valores de metilacion de cada una de ellas.

Hoy en dia, se han identificado tres sectores del genoma que son ricos en islas CpG,
y por lo tanto son mas susceptibles a cambios epigenéticos del tipo ADNm: regiones
promotoras de housekeeping genes, o genes domésticos, expresados en casi todas
las células de un organismo y son capaces de proporcionar funciones para mantener
todos los tipos de células vivas; elementos reguladores de imprinted genes, o genes
Impresos, se expresa solo en el cromosoma heredado de uno de los padres, poseen
marcas que permiten diferenciar los alelos; y elementos transponibles adyacentes a
genes (Plunk & Richards, 2020). Estos ultimos son importantes ya que se ha
demostrado que estos elementos se encuentran altamente metilados, para poder
suprimir su funcion de modificacion del ADN y asi mantener la estabilidad e integridad
del genoma(Alexeeff et al., 2013).
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Elementos Transponibles

Los elementos transponibles (TEs) son secuencias de ADN que tienen la capacidad
de movilizarse por el genomay se encuentran altamente repetidos. El genoma humano
esta compuesto por entre 45% y cerca del 60% de elementos repetidos, de los cuales
aproximadamente el 80%, corresponde a TEs (jError! No se encuentra el origen de
la referencia.) (Benoit, 2014; Bourque et al., 2018; LaRocca et al., 2020).

LINEs L1
20.4% 16.9%

Otros LINEs 3.5%

ADN no repetido
9,

55 %

SINEs Alu
13.1% 10.6%

Otros SINEs 2.5%

Elementos|non-LTR 33.6%

Fig. 2 Proporcion de elementos transponibles en el genoma humano.

La figura muestra que el porcentaje de elementos repetidos en el genoma humano corresponde
al 45%, del cual 2.8% corresponden a Transposones de ADN y el resto corresponde a
retrotansposones Figura extraida extraia desde investigacion de Benoit (Benoit, 2014).

Movilizacién y Regulacién de TEs

Los TEs tienen un impacto importante en la regulacién génica de todo el genoma, ya
que, al tener la capacidad de movilizarse por el genoma, pueden afectar directamente
la secuencia de ADN. Debido a ello, generalmente los TEs se encuentran silenciados
o reprimidos mediante marcas epigenéticas de ADNm, las cuales a su vez pueden

alterar la expresion de un gen (Bourque et al., 2018).

Los TEs se mueven en el genoma, y como consecuencia un alto numero de copias,
pueden inducir diferentes tipos de reordenamientos, los cuales incluyen deleciones,
duplicaciones, inversiones y translocaciones (Warren et al., 2015). La movilizacion de
TEs puede conducir a inestabilidad gendmica, por ejemplo, si un TE salta a una regién
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funcional (codificadora o reguladora) del genoma, la insercibn puede dar como
resultado la pérdida de funcidén, lo que podria inducir la muerte de la célula afectada.
La ocurrencia masiva de eventos de transposicién puede conducir a varios procesos
degenerativos (O’'Donnell & Burns, 2010). Sin embargo, La transposicién de TEs se
lleva a cabo generalmente en regiones intronicas (no codificantes) del genoma, y
raramente en regiones exonicas (codificantes), pero de ocurrir una insercion en una
region codificante, la secuencia del TE podria pasar a ser parte del transcrito del ARN
mensajero (ARNm) y generar posibles proteinas aberrantes.

Los TEs han enriquecido el transcriptoma humano mediante intronizaciones (creacion
de nuevos intrones) y exonizaciones (creacion de nuevos exones), estas Ultimas se
llevan a cabo principalmente a partir de splicing alternativo de TEs transpuestos en el
genoma (Sela et al., 2010). El splicing alternativo es el proceso por el cual un ARNm
inmaduro puede codificar para diferentes proteinas. En humanos, el 100% de los

genes producen al menos dos variantes de ARNm alternativas (Lee & Rio, 2015).

Los TEs se dividen en dos clases principales segin su mecanismo de transposicion

(clase I, Retrotransposones; y Clase I, Transposones de ADN) (Bourque et al., 2018)
(Fig. 3).

En humanos la mayoria de las exonizaciones de TEs son originadas a partir del
transposon especifico de primates llamado Alu, que corresponden a la clase | de TEs
(Sela et al., 2010).
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Fig. 3 Resumen de las clases de elementos transponibles en eucariotas.

Se pueden observar las relaciones entre clases, subclases, superfamilias y familias de los TEs.
Cada clase se subdivide en subclases segun el mecanismo de integracion cromosomica. Cada
subclase de TE se divide en subgrupos (o superfamilias) que normalmente se encuentran en
una amplia gama de organismos, pero comparten una organizacion genética comun y un
origen monofilético (con un mismo antepasado en comun). En el nivel mas detallado de la
clasificacion de TEs, los elementos se agrupan en familias o subfamilias, que son un grupo
de elementos estrechamente relacionados que se pueden rastrear como descendientes de una
sola unidad ancestral (Andrenacci et al., 2020).

Figura extraida y modificada desde el articulo de Bourque (Bourque et al., 2018)

Clases de TEs

Clase |

La clase | de TEs, también conocidos como retrotransposones, se movilizan a través
de un mecanismo de "copiar y pegar® mediante el cual un intermedio de ARN se
transcribe de forma inversa (gracias a la proteina transcriptasa reversa), en una copia
de ADNc que se integra en otra posicion del genoma Fig. 4a). Para los
retrotransposones de repeticién terminal larga (LTR), la integracién se produce
mediante una reaccién de escision y transferencia de cadena catalizada por una
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integrasa muy parecida a los retrovirus. Para los retrotransposones no LTR, que
incluyen elementos nucleares intercalados tanto largos como cortos (LINE y SINE), la
integracion cromosémica se acopla a la transcripcion inversa a través de un proceso

denominado transcripcion inversa cebada por objetivo (Bourque et al., 2018).

Clase ll

Los elementos de clase Il, también conocidos como transposones de ADN, se
movilizan de manera completa a través del ADN, puede movilizarse con el mecanismo
de "cortar y pegar". La proteina ADN transposasa, corta la secuencia donde se
encuentra el TE (escision) y lo vuelve a insertar en otro sector del genoma (Fig. 4b)
(Bourque et al., 2018).

Retrotransposones b Transposones de ADN
Clase | Clase Il
5' 3'

ADN ADN
Original Original

Transcripcion

ADN
intermedio
Transposasa Excision

Transcripcion

Inversa

+

ADN
Diana

Integracion Integracion

¢

ADN
Diana

Fig. 4 Mecanismo de movilizacion de elementos transponibles.

(a) Clase I: Retrotransposones, ocurre transcripcion inversa con ayuda de la enzima
transcriptasa reversa. (b) Clase II. Transposones de ADN, mediante el mecanismo “Cortar y
Pegar”, el desplazamiento ocurre directamente desde un lugar del genoma a otro, mediante la
enzima transposasa (Bourque et al., 2018).

Los TEs pueden verse afectados comunmente por las marcas epigenéticas del tipo
ADNmMm, y la presencia o ausencia de estas marcas puede conducir aimportantes dafios

en el genoma. Por ejemplo, la hipermetilacion derivada de elementos Alu humanos
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puede silenciar los genes supresores de tumores, siendo de gran importancia para
enfermedades como el cancer (Saleh et al.,, 2019). Ademas, la hipometilacion del
promotor LINE-1 puede activar una transcripcion alternativa de la MET oncogén en
tumores de vejiga; induciendo la expresion ectopica de genes (expresion “fuera de
lugar” de genes ejerciendo su funcion donde generalmente no lo hacen) y
posiblemente alterar la susceptibilidad a enfermedades (Saleh et al., 2019; Wolff et al.,
2010).

TEs y Envejecimiento

A lo largo de la vida del humano, se ha detectado una disminucién significativa en la
metilacion promedio de Alu (el SINE mas comdn de primates), por lo que se puede
presumir, que la edad se asocia negativamente con los niveles de metilacion de las
secuencias Alu (Jintaridth & Mutirangura, 2010; Sela et al., 2010).

La activacion de los retrotroelementos se ha observado e implicado en una variedad e
transtornos neuroldgicos, ademas de patologias relacionadas con el envejecimiento
que incluyen cancer, diabetes, enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas
(Brunet & Berger, 2014; Saleh et al., 2019).

Se ha demostrado que los mecanismos que reprimen la actividad de LINE-1 son
menos eficientes durante el proceso de envejecimiento. Estudios comprueban que se
produce un aumento de los niveles de transcripcion de LINE-1 en células senescentes.
La acumulacién de ADNc de LINE-1 citoplasmatico impulsa la expresion de fenotipo

secretor asociado a la senescencia (De Cecco et al., 2019; Saleh et al., 2019).

Exonizaciones y Exonizaciones de TEs

La exonizacion es un proceso mediante el cual los genes obtienen nuevos exones,
producida a partir de mutaciones en los intrones, es decir, de secuencias de ADN que
no codifican proteinas, a menudo dicha secuencia corresponde a un TE debido a la
presencia de estructuras internas similares a sitios de empalme dentro de sus
secuencias (Huda & Bushel, 2013).Las exonizaciones se encuentran restringidas a

limitaciones evolutivas como: que los nuevos exones generalmente pasan por el
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proceso de Splicing alternativo y su tasa de inclusibn es baja (5.2% de las
exonizaciones pasan a ser parte de una region codificante) (Huda & Bushel, 2013;
Sorek et al., 2002).

Los elementos transponibles se encuentran en regiones codificantes de proteinas de
~4% de los genes humanos, y los elementos Alu representan aproximadamente un
tercio de esas inserciones. La insersion de un elemento Alu en un ARNm maduro
puede causar una enfermedad genéticas, sin embargo la misma insercion puede

contribuir a la variedad y versatilidad de la proteina (Sorek et al., 2002).

La insercién de la secuencia (o parte de ella) de un elemento transponible a un exén,
puede ocurrir en técnicamente dos posiciones, después del exon (al lado derecho),
como se muestra en (a) de la Fig. 5; antes del exdén (lado izquierdo) como se muestra
en (b) de la Fig. 5. Ademas, una insercion puede unir dos exones, insertandose al lado
derecho de un exon y al lado izquierdo de un segundo exon, como en (c) de la Fig. 5
(Sela et al., 2010).

EXON_1 EXON_2

— L

(b) EXON_1 EXON_2

(©) EXON 1 TE EXON_2

Fig. 5 Insercion de TE en el Genoma para la formacion de un nuevo exon

La figura muestra las posiciones en las que se puede insertar un TE (rojo) al exon (axul). Figura
creada a partir de lo mencionado por Sela en su articulo (Sela et al., 2010).



Las exonizaciones de TEs pueden estar relacionadas al envejecimiento, ya que los
TEs se encuentran altamente relacionados a las islas CpG, siendo en ocasiones casi
un tercio de su secuencia, por consecuencia, son metilados, evitando que se movilicen
por el genoma (Li & Zhang, 2014; Sorek et al., 2002). Debido a la presencia de islas
CpG en los TEs es posible pensar que al momento de exonizarse un TE, este pueda
contener alguna de las islas CpG usadas por Horvath para predecir la edad de las

muestras (Horvath, 2013).
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PROBLEMATICA

Las teorias del envejecimiento que se encuentran relacionadas con la metilacion del
ADN (ADNm) mencionan que la falta o exceso de ADNm genera inestabilidad génica
0 gendmica.

Las marcas epigenéticas producidas por la ADNm son utilizadas por Horvath para
predecir el envejecimiento de tejidos humanos. Ademas, ADNm se encuentra
relacionada elementos transponibles (TESs), siendo uno de los principales mecanismos
de regulacion de su expresion. Si estos elementos no son regulados, es decir, si se
movilizaran libremente por el genoma, pueden generar inestabilidad gendmica,
produciendo enfermedades y/o sindromes. Es decir, la metilacion de ADN es un
proceso de gran importancia para la regulacién génica, es el eje central para el
desarrollo del reloj de Horvath y uno de los principales represores de la expresion de

elementos transponibles.

La disminucién de las marcas epigenéticas durante el envejecimiento, disminuyan el
control sobre la expresion de genes y TEs. Si este proceso afecte a genes que tengan
funciones importantes como de splicing alternativo, podria desregular la expresiéon de
variantes de genes, aumentando el nimero de exonizaciones de TEs a medida que el

organismo envejece.

Auln no se ha demostrado que pueda existir una relacion entre las exonizaciones de
elementos transponibles y las metilaciones que son analizadas por el reloj de Horvath.
Sin embargo, este es un punto de interés, ya que las ADNm se llevan a cabo en las
islas CpG, las cuales se encuentran en gran medida en los elementos transponibles.
Si se lograra demostrar que existen exonizaciones de TEs en los mismos sectores
donde se producen las ADNm del reloj de Horvath, se podrian relacionar a las
exonizaciones de TEs en el proceso de envejecimiento. Debido a esto, nace la
pregunta: “;Existe relacion entre el numero de exonizaciones de TEs y las

metilaciones de Horvath?”.

Para poder responder a esta pregunta, se propone calcular el nimero de islas CpG de
Horvath presentes en las muestras que se encuentren relacionadas con exonizaciones

de TEs a lo largo de la vida. Esto se lleva a cabo en muestras de tejidos de
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rombencéfalo de Homo sapiens (humano) de diferentes edades, mediante el uso de
dos sets de datos, el primero de metilaciones de islas CpG (17 muestras intercaladas,
desde 1 a 60 afios) y el segundo mediante archivos en formato FASTQ de
secuenciacion RNA-seq (57 muestras intercaladas, desde 4 semanas de gestacion a

58 afios).

El set de metilaciones se encuentra depositada en la base de datos GEO (Clough &
Barrett, 2016) de NCBI, posteriormente es procesada utilizando la plataforma del reloj

multitejido de Horvath?.

El set en formato FASTQ para la obtencién de las exonizaciones de TEs relacionados
al envejecimiento, se obtendran a partir de archivos RNA-seq (desde la base de datos
SRA?), posteriormente son procesados mediante un pipeline modificado de la
investigacion de Wang (Wang et al., 2016) y herramientas bioinformaticas: Bowtie
(Langmead & Salzberg, 2012), Tophat(Kim & Salzberg, 2011) y Bedtools(Aaron, 2021).

La investigacion esta centrada en tejidos de rombencéfalo de Homo sapiens, ya que
los tejidos que conforman el rombencéfalo, es decir, cerebelo, bulbo raquideo y puente
de Varolio, se encuentran ampliamente relacionados a enfermedades
neurodegenerativas relacionadas con el envejecimiento como son el Parkinson,

Alzheimer y demencia senil (Gellersen et al., 2017).

1 Plataforma de Predictor de edad, reloj epigenético de Horvath ( https://ADNmage.genetics.ucla.edu/ )
2 Plataforma SRA (Sequence Read Archive https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra )
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis.
Existe relacidon entre el nUmero de exonizaciones de TEs y el nimero de metilaciones

de Horvath en rombencéfalo a lo largo de la vida del humano.

Objetivos.

Objetivo General.
Relacionar el nimero y tipos de exonizaciones de TEs con el nUmero de metilaciones

de Horvath a lo largo del tiempo.

Objetivo especificos y actividades.
1 Cuantificar las metilaciones de Horvath a lo largo de la edad.
1.1Busqueda y extraccion coordenadas de metilaciones CpG del reloj epigenético de
Horvath en tejido rombencéfalo Humano.
1.2 Procesamiento de analisis cualitativo preliminar de informacion obtenida con el reloj
epigenético de Horvath.
2 Cuantificar exonizaciones de TEs.
2.1Descarga de genoma Homo sapiens, RepeatMasker y set de RNA-seq de tejidos
de rombencéfalo.
2.2 Obtencion de archivo de exonizaciones relacionadas a TEs.
3 Relacionar exonizaciones de TEs, metilaciones de Horvath y edades
cronoldgicas.
3.1 Relacionar por separado el nimero de exonizaciones de TEs y metilaciones CpG
de Horvath con la edad de las muestras en cada set de datos.
3.2 Extraccion de coordenadas de metilaciones y exonizaciones de TEs.
3.3Interseccion de coordenadas de islas CpG usadas por de Horvath y de
exonizaciones de TEs.
3.4 Visualizacién, analisis e interpretacion de graficos y archivos resultantes de la

relacién entre metilaciones de Horvath y exonizaciones de TEs.
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RECURSOS

Set de Metilacion de ADN de tejidos de rombencéfalo a
diferentes edades de humano

Los valores de metilacidon utilizados para esta investigacion son los mencionados por
Horvath en su articulo (Horvath, 2013), el set de metilaciones cuenta con archivos
separados de 17 muestras desde 1 hasta los 60 afios de edad. En la Fig. 6 se observa
un histograma de frecuencias con la informacién de las edades e las 17 muestras de

metilaciones utilizada.

Muestras de Metilacion

Frecuencia
2
L

I T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Edad de las Muestras

Fig. 6 Histograma de Frecuencias de edades en muestras de metilacion

24



Las muestras de tejido rombencefalico de Homo sapiens mencionadas por Horvath
fueron descargadas a partir de la base de datos Gene Expression Omnibus (GEO) de
NCBI. GEO® es un repositorio publico que acepta datos procesados y sin procesar
para estudios de expresion génica, genémica funcional de alto rendimiento, metilacion
del genoma, perfiles de proteinas, entre otros (Clough & Barrett, 2016). El set de datos
fue descargado en formato de matriz de series, en dos columnas, la primera con los

IDs de cadaisla CpG y la segunda con el grado de metilacién de cada una de ellas.

Genoma humano de referencia

El genoma de Homo sapiens (GRCh37/hg19) fue utilizado. Ademas, se descargo la
anotacion de genes y elementos transponibles (TES) correspondientes a dicha version
del genoma. Esta informacién se obtuvo a partir de las bases de datos UCSC Browser*

(Navarro Gonzalez et al., 2020).

Set de RNA-seq tejidos de rombencéfalo a diferentes edades
de humano

El set de RNA-Seq utilizado corresponde a tejido rombencefalico en formato FASTQ de la
investigacion de Cardoso-Moreira et al., 2019. Las muestras de tejidos analizados en la
investigacion de Cardoso-Moreira corresponden a rombencéfalo humano desde las 4 semanas
de gestacion, hasta los 58 anos de edad. En total corresponden a 59 librerias, de las cuales
fueron eliminadas dos que poseian calidades y numero de reads inferiores al resto, quedando
un total de 57 archivos FASTQ. La Tabla Anexa 2 sefiala las muestras que utilizadas con su

respectivo identificador SRA y la edad de cada una de las muestras (Leinonen et al., 2011).

Todas las librerias relacionadas a Homo sapiens que se mencionan en la investigacion
de Cardoso-Moreira (Cardoso-Moreira et al., 2019) se encuentran depositadas en la
base de datos ArrayExpress de EMBL-EBI, con el codigo de acceso E-MTAB-6814
(EMBL-EBI, 2021).

Software Bioinformaticos
Se utilizé SRAtoolkit (Klymenko, 2014/2021), para descargar los archivos SRA (.fastq),
FastP (Chen et al., 2018) para preprocesar los archivos FASTQ, FastQC?® analizar los

3 Plataforma GEO (Gene Expression Omnibus https://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/)

4  Plataforma del Instituto de Gendmica de la Universidad de Santa Cruz, California (UCSC Genome Browser
https://genome.ucsc.edu/ )

5 FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)
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pardmetros de calidades de las muestras y MultiQC (Ewels etal.,, 2016) para
visualizarlos en conjunto, Bowtie (Langmead et al., 2009), alineador de reads contra el
genoma de referencia, con el que se generan indices del genoma que posteriormente
fueron utilizados para mapear los reads de los distintos archivos SRA; TopHat (Kim &
Salzberg, 2011), con su funcion tophat-fusion se identificé exonizaciones de TEs
mediante el pipeline editado de Wang (Wang et al., 2016). Bedtools (Aaron, 2021),
permitié identificar la relacion entre las exonizaciones de TEs y las metilaciones de
Horvath a través de sus coordenadas. R y sus paquetes, ggplot2, tidyr pheatmap y
scatterplot3d, con los que, a partir de la informacion cuantitativa de la cantidad de
exonizaciones de TEs y las metilaciones de Horvath, se generaron graficos mostrando

la relacién entre ambos términos y las edades cronolégicas.

Finalmente, para la visualizacion de algunos resultados también se usé IGV o
Integrative Genomics Viewer (Robinson et al., 2011), que permite la visualizaciéon de
multiples archivos en formato bed al mismo tiempo.

Los célculos fueron realizados mediante el uso de computadora personal con sistema
operativo Linux Ubuntu 22.04, 8 GB de ram, tarjeta grafica NVIDIA GTX 1660Ti y
espacio de almacenamiento de 2TB; y el cluster Exxact, compuesto por 128
procesadores modelo Intel (R) Xeon (R) CPU E78867 v3 de velocidad 2,5GHz, 256GB
de memoria RAM, 48TB de capacidad de almacenamiento (40Tb disponibles para

usuarios), y sistema operativo Linux.
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Relacién entre exonizacines de TEs y metilaciones CpG del
Reloj Epigenético de Horvath

Objetivo 1. Objetivo 2.
Cuantificar Metilaciones de Cuantificar exonizaciones
Horvath a lo large de lavida de TEs
- ‘ ucsc | | SRA
o~
3 /\ cescaga
= i
=
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1
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Fig. 7 Diagrama de Métodos, separado por objetivos y tareas.

Diagrama de Métodos, separado por objetivos y tareas. Las tareas son resumidas por su
indice y sus actividades principales.
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METODOS

Los métodos son resumidos en la Fig. 1, donde se pueden observar las principales
tareas de cada uno de los objetivos. La realizacion de los objetivos 1y 2 puede ser en
conjunto, pero ambos objetivos deben estar realizados antes de comenzar el objetivo
3.

Objetivo 1: Cuantificar Metilaciones de Horvath alo largo de
la vida.

1.1 Busqueda y extraccion de metilaciones del reloj epigenético de
Horvath en tejido rombencefalico Humano.

El reloj epigenético de Horvath es un predictor que permite estimar la edad biologica
de muestras a partir de la metilacion del ADN (ADNm) de la mayoria de tejidos y células

humanas.

Se descargaron las 17 muestras de metilaciones de tejido cerebeloso (uno de los tres
tejidos de rombencéfalo) humano mencionadas por Horvath en su articulo (Horvath,
2013), desde la base de datos GEO de NCBI (Clough & Barrett, 2016), con edades de
entre infantes de 1 afio y adultos ancianos de 60 afios. A partir de esta informacion se
gener6 un archivo en formato CSV (comma separated values, .csv), que
posteriormente fue utilizado por la plataforma del reloj Multitejido de Horvath® para
predecir las edades de las muestras. Dicho archivo .csv (Fig. 7, “Archivo 1 CSV”),
contiene columnas, donde la primera columna corresponde al identificador de illumina
(lmnID) de las islas CpG, las siguientes columnas corresponderan a las muestras 'y a
los valores de metilacion correspondientes a cada isla CpG. Es importante mencionar
gue estas 17 muestras contienen no solo las 353 islas CpG usadas por Horvath, sino

mas de 27.000 islas CpG presentes en el genoma humano.

Finalmente, mediante la busqueda de los archivos suplementarios mencionados en la
investigacion de Horvath (Horvath, 2013), se identificaron las 353 marcas epigenéticas
de metilacion que Horvath utilizé en el modelo del reloj epigenético para predecir la

edad de diferentes tejidos.

6 Plataforma de Predictor de edad, reloj epigenético de Horvath (ADN Methylation Age Calculator
https://ADNmage.genetics.ucla.edu/ )
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1.2 Procesamiento de analisis cualitativo preliminar de informacion
obtenida con el reloj epigenético de Horvath.

El archivo 1 (Fig. 1, “Archivo 1 CSV”), fue ingresado en la plataforma de prediccién del
reloj epigenético de Horvath. Y como resultado, la pagina entregdé un segundo
archivo .csv (Fig. 1, “Archivo 2 CSV”) con las predicciones de edad, IDs y otros datos
de interés, como son los valores minimos, maximos y medios de metilacién en valor

Beta de cada una de las muestras ingresadas.

Se compararon de manera manual los resultados obtenidos con el reloj epigenético de
Horvath y los datos de metilacion ingresados para su ejecucion, se esperaba encontrar
diferencias muy bajas con un error de 3.6 afios aproximadamente entre las edades
cronoldgicas (edades reales) y la prediccion de las edades bioldgicas entregadas por
el reloj para cada una de las muestras, ya que el reloj multitejido el cual se esta

utilizando en esta ocasion tiene un MAE de 3.6 afos.

Descripcion del protocolo de actividades Objetivo 1

Desde GEO (Clough & Barrett, 2016) se descargaron los archivos de metilacion en
muestras de tejido cerebeloso de Homo sapiens, con el codigo de acceso GSE38608,
en donde se encuentran las 17 muestras necesarias para la ejecucion del reloj
epigenético de Horvath. La informacién descargada corresponde a 17 archivos .csv
separados en dos columnas, en la primera columna se encuentra el ID de la isla CpG
y en la segunda el grado de metilacion en formato de valor M, nimeros decimales
entre positivos y negativos sin unidad, que indican el grado de metilacion de cada una
de las islas CpG, calculados mediante scanner de fluorescencia de la intensidad de la

sonda en longitud de onda (nm).

Un valor M, es la relacién logz (bites) de las intensidades de la sonda metilada frente
a la sonda no metilada. Sus valores son positivos y negativos. Si el valor M es cercano
a 0 indica una intensidad similar entre las sondas metiladas y no metiladas, lo que
significa que el sitio CpG esta metilado en algun grado. Los valores M positivos
significan que hay més moléculas metiladas que no metiladas, mientras que los valores

M negativos significan lo contrario (Du et al., 2010).

Para poder ejecutar el reloj epigenético de Horvath, es necesario transformar el valor

M a valor Beta.
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El valor Beta es la relacion entre la intensidad de la sonda metilada y la intensidad
general (suma de las intensidades de la sonda metilada y no metilada). El valor Beta
da como resultado un nimero de entre 0 y 1, que en condiciones ideales un valor de
cero indica que todas las copias del sitio CpG en la muestra estan completamente sin
metilar, y un valor uno indica que cada copia del sitio se encuentra metilado (Du et al.,
2010). Sin embargo, para Horvath, unaisla CpG se considera completamente metilada
si su valor Beta es igual o superior a 0.9, y completamente desmetilada si su valor Beta
es igual o inferior a 0.1(Horvath, 2013).

La transformacion de valor M a Beta se lleva a cabo mediante la ecuacion sefialada
en la Fig. 8, donde se puede observar la equivalencia entre ambos valores, de cada
isla CpG, sefialada con el subindice i.

2Mi

Beta; = m

Fig. 8 Equivalencia entre valor Beta y valor M.

Subindice i representa a la isla CpG
corresponidiente. Ecuacion extraida  de
investigacion de Du'y Zhang (Du et al., 2010)

Luego de transformar las muestras a valor Beta, se pueden unir de forma manual (con
ayuda de una hoja de calculo) o mediante comandos de la terminal Linux, como join o
paste. La manera en que se asegure la correcta union entre los datos es mediante el
comando join, pero este tiene una limitacion, que puede unir solo 2 archivos a la vez,
y al ser 17 archivos, se debe realizar muchas veces el proceso. Por lo tanto, se
analizaron los archivos, al ser todos extraidos de la misma investigacion, contienen las

mismas islas CpG como ID, por lo tanto, se us6 el comando paste.

paste muestra* > 17 con IDrep
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Como el comando paste solo afiade las columnas hacia el lado, quedaron las
columnas de “ID” repetidas en las columnas 16 veces (descontando la primera

columna). Para reparar esto, se utilizé el comando awk.

awk ‘BEGIN{OFS=FS=",”}{print $1, $2, $4, $6, $8, $10, $12, $14,
$le, $18, $20, $22, $24, $26, $28, $30, $32, $34}" 17 con IDrep >
input Horvath

Como resultado de la ediciobn queda el archivo .csv necesario para la ejecucion del
Reloj epigenético de Horvath, con el ID de cada isla en la primera columna, y cada una

de las muestras con el valor Beta de metilacion en las columnas siguientes como se

seflala en la Tabla 1.

ID isla CpG Muestrai — Muestraiz

Tabla I representacion visual del archivo de entrada para la plataforma del Reloj Epigenético
de Horvath

Los resultados entregados fueron comparados mediante graficos con respecto a la
edad real de las muestras con ayuda del paquete ggplot2 de R, lo que permitié
identificar diferencias entre la informacion real y aquella predicha por la plataforma del
reloj epigenético de Horvath , la Tabla Anexa 1 contiene esta informacion de los
resultados.

Objetivo 2: Cuantificar exonizaciones de Tes.

2.1 Descarga de genoma Homo sapiens, RepeatMasker y set de RNA-
seq de tejidos de rombencéfalo

Desde UCSC Genome Browser(Navarro Gonzalez et al.,, 2021) fue descargado el

genoma humano (versibn GRCh37/hgl19), el archivo de anotaciones que describen
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los genes (KnowGenes) y el archivo de coordenadas de RepeatMasker, en donde se

encuentran las anotaciones de TESs, entre otros elementos repetidos.

Los archivos de anotaciones fueron editados para resumir mejor su informacion,

generando archivos en formato .bed, de genes, exones y TEs (Ver Codigo Anexo 1).

El set de RNA-seq de tejido rombencefélico, mencionados por Cardoso-Moreira
(Cardoso-Moreira et al., 2019), fueron descargados a partir de la plataforma SRA con
ayuda de la herramienta SRA-tooolkit. Los identificadores SRA se obtuvieron a partir
de la informacién depositada en la base de datos ArrayExpress’ de EMBL-EBI (EMBL-
EBI, 2021), con el codigo de acceso “E-MTAB-6814". Dichos identificadores se

encuentran especificados en la Tabla Anexa 2.

2.2 Obtencién de archivo de exonizaciones relacionadas a TEs

El genoma descargado es utilizado de referencia para realizar el mapeo de los reads
del archivo .fastq con el programa Bowtie (Langmead et al., 2009), se generan indices
que fueron utilizados por el programa TopHat (Kim & Salzberg, 2011), con su funcién
tophat-fusion que identifica los puntos de fusion (fragmentos de reads que mapean en

dos lugares distintos del genoma) presentes en el genoma entregado.

Se utilizé como referencia el script especificado en la investigacion de Wang para crear
un script editado (Cédigo Anexo 2) que extrae las coordenadas de todas las fusiones
presentes, sin pasar por una base de datos, lo que permitié acelerar el proceso de
ejecucion para la obtencion de Exonizaciones de TES a solo un par de minutos por

archivo.

A partir del script editado, se obtiene un archivo con todas las coordenadas de las
fusiones, que posteriormente pasaron por un segundo script (Cédigo Anexo 3) que
procesa los datos y realiz6 5 filtros para poder para poder identificar correctamente las

coordenadas de exonizaciones de TEs.

Descripcion de protocolo de actividades Objetivo 2

Dentro de la investigacion de Cardoso-Moreira (Cardoso-Moreira et al., 2019) de datos
de RNA-seq, se encuentran mencionados en la informacién suplementaria, con el
codigo de acceso E-MTAB-6814 (EMBL-EBI, 2021) para todos los tejidos humanos,

7 Plataforma ArrayExpress-Functional genomic data (https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/)
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desde ahi, se extrajeron los sets Unicamente de rombencéfalo (hindbrain), esto se llevo
a cabo mediante el comando awk seleccionando solo las columnas 24, 5y 7, cuando
la columna 11 corresponda a rombencéfalo (awk
‘BEGIN{OFS=FS="t"}($11=="hindrbrain”){print $24, $5, $7}), como resultado se

obtuvo un archivo con el identificador SRA, edad y sexo de cada una de las muestras.

A partir de los identificadores SRA, se descargaron los archivos de reads en formato

FASTQ con el comando fastg-dump de SRA-toolkit. La informacion de relevancia de

los archivos se encuentra resumida en la Tabla 2.

Especie Tejido Observacion Tipo de Tipo de Largode
secuenciacion read read

H. Rombencéfalo Sano RNA-seq Single 101

sapiens End

Tabla 2 informacion basica de archivos SRA descargados.

Dichos archivos fueron preprocesados FastP (Chen et al., 2018), luego analizados con
FastQC® y finalmente visualizados con MultiQC, para asegurar una calidad buena
antes de ejecutar TopHat (Kim & Salzberg, 2011) con la funcién Tophat-fusion que,
con ayuda de Bowtie, se mapean los archivos FASTQ en busca de fusiones presentes
en cada una de las muestras.

El software FastP se ejecut6 con los siguientes parametos:

fastp -i archivoX.fastg.gz -o fastp archivoX.fastg.gz --
json=fastp achivoX.json —--html=fastp ERR2598080.html -f 6 -g 27 --
cut front window size 5 --cut tail window size 5 -5 -1 50 -U --
umi loc=readl --umi len=6 -w 10

Donde:

e -f: serealiza un corte frontal de 6 nucledtidos (nt)
e -(: se espera que la calidad promedio de cada lectura (read) sea de 27

e --cut_front_window_size: corte de ventana frontal 5nt
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e --cut_atil_window_size: corte de ventana final 5nt

e -I: largo minimo de 50 de cada lectura

e -U-umi_loc: busqueda de repeticiones en la lectura 1 (Single End)
e --umi_len=6: largo de la repeticion en cada lectura

e -w: 10 uso de 10 hebras (uso de recursos computacionales)

Luego del preprocesamiento con FastP, los reads disminyeron de largo y cantidad,
pasaron de tener reads de 101nt a tener largos de entre 50 y 80nt, y en promedio se
perdieron 5.2% de los reads luego de la ejecucion de FastP. Se utilizé FastQC para
observar las calidades de los archivos previos y posteriores al uso de FastP, como se
muestra en Fig. 9, donde se encuentran dos graficos de “Per base sequence qualily”

(calidad de secuencia por base).

Quality scores across all bases (Sanger/ llumina 1.9 encoding) Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encodi

: 1 - R e

1234567891213 1810 2425 3031 3637 4243 48-49 54-55 60-61 66-67 72-73 78-79 84-85 G0-91 G6-97 123456789 1213 1819 2425 30-31 36-37 42-43 4849 54-55 60-61 66-67 7273 7879 84-85
Position in read {bp) Fosition in read {bp}

Fig. 9 Mejora de calidad post preprocesamiento de archivo fastq con FastP.

La primera imagen muestra las calidades iniciales de un archivo fastq aleatorio del set de datos,
la segunda imagen corresponde al mismo archivo fastq después de preprocesar con FastP. Si
bien las calidades no son perfectas en el archivo posterior al uso de FastP, son mucho mejores
a lo que eran inicialmente.

Con MultiQC, se observan todos los archivos fastq pre y post FastP, de una manera
mas visual grafica como se ve en la Fig. 10. En donde, fia calidad de los datos es
representada con el color verde cuando son buenas, con amarillo cuando su calidad
es intermedia, mientras que cuando una muestra tiene una calidad baja es

representada por el color rojo.
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Status Checks Archivos sin preprocesar
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Status Cheks Archivos posterior preprocesamiento
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Fig. 10 Resumen Status Checks de FastQC (comprobaciones de estado) de los archivos antes
(arriba) y después (abajo) de ser preprocesados con FastP.

Cada fila en las imdgenes corresponden a una muestra, mientras que cada columna
corresponde a un dato de interés.

La ejecucion de tophat-fusions requiere la previa creacion de indices mediante Bowtie,
el cual requiere del genoma en formato fasta (fna). La ejecucion del siguiente comando

es a través de “la Terminal” de Linux.

| bowtie-build genoma.fna indice genoma |
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Posterior a la creacion de los indices, se puede ejecutar tophat fusions, mediante el

siguiente comando:

tophat --bowtiel -g 1 -N 1 -o SALIDA -p 10 --max-intron-length 10 -
-max-segment-intron 10 --fusion-search --fusion-min-dist 10 --fu-
sion-read-mismatches 1 --fusion-multipairs 1 indice genoma ar-—
chivo.fastqg.gz

Donde:
e --Dbowtiel : se decreta el uso del software Bowtie para el mapeo de los reads.

e -g 1: Si hay mas de un alineamiento con el mismo puntaje, se establece uno de

forma aleatoria.
¢ N 1: cantidad de incopatibilidad minima permitida

e -0 SALIDA: se genera un archivo contenedor de los resultados con el nombre
“SALIDA”.

e -p 10: Cantidad de procesadores que son utilizados por el software.
e - - max-intron-lenght 10: largo maximo de intrones permitidos.

e - - max-segment_intron 10: largo maximo de intron que se puede encontrar

durante la bausqueda del segmento dividido.
e - -fusion-search: habilita la funcién de mapeo de fusiones.

e - -fusion-min-dist 10: busqueda de fusiones separadas por una distancia de 10

nt.
e - -fusion-read-mismatches 1: Cantidad de reads que apoyan las fusiones.
e - -fusion-multipair 1: se consideran los reads que mapean una Unica vez
e Indice_genoma: indexacion generada con bowtie-build

e Archivo.fastq.gz: corresponde al archivo fastq a analizar.

Inicialmente se habia optado por usar el script de la investigacion de Wang (Wang
et al., 2016) para la busqueda de exonizaciones de TEs, sin embargo, por motivos de
tiempo de ejecucidn y de gastos computacionales, se decidio utilizar solo una parte del

script, y crear un script editado, que entrega resultados menos procesados pero en un
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menor tiempo de ejecucion (Codigo Anexo 2), lo que permite ser procesados

posteriormente de manera manual (Codigo Anexo 3).

Para poder corroborar que los resultados del script de Wang y los del script editados,
se procesaron ambos de manera paralela con la misma muestra elegida al azar. El
script de Wang requiere el uso de una base de datos MySQL, que contenia las
anotaciones de exones y las de elementos transponibles extraidas de los archivos

TE.bed y exdn.bed (ver Cddigo Anexo 1).

Al corroborar que técnicamente se obtenian los mismos resultados, se decidi6 usar el

script editado para la obtencion de exonizaciones de TEs.

Con el uso del script editado a partir del de Wang (Wang et al., 2016), se obtuvieron
las coordenadas de todas las fusiones, o candidatos a exonizaciones de TEs,

presentes en cada una de las muestras (ver

La figura sefala que la salida de Tophat-fusions se separa en dos partes en formato
bed mediante el uso de comando “awk”, estas partes, izquierda y derecha (left.bed y
right. Bed, respectivamente), con ayuda de Bedtools intersect, son procesados
identificando si las coordenadas encontradas en la salida de tophat-fusions
corresponden a exones (Exones.bed) o a elementos transponibles (TE.bed). Con
ayuda de los comandos “join” y “awk”, pasan por los 5 filtros mencionados

anteriormente.

donde se especifica el funcionamiento del script editado, y los Cddigo Anexo 2 y
Caddigo Anexo 3). Estos resultados fueron procesados a través de 5 filtros: (1) la fusion
haya aparecido en el analisis mas de una vez (jCount>1); (2) que corresponda a
Splicing Candnico; (3) el fragmento de read sea = 25nt;(4) que ambos lados de la fusion
correspondan al mismo cromosoma; y (5) que la fusién sea entre un exén y un TE (TE-
exén o exon-TE).

Estos 5 filtros permitieron reducir las fusiones encontradas con tophat-fusions para

identificar las posibles exonizaciones de TEs presentes en cada una de las muestras.
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Objetivo 3: Relacionar exonizaciones de TEs, metilaciones
de Horvath y edades cronoldgicas.

3.1 Relacionar por separado el numero de exonizaciones de TEs y
metilaciones CpG de Horvath con la edad de las muestras en cada
set de datos.

Esto se llevo a cabo mediante ambos sets de datos por separado, los de metilaciones
(archivos de entrada y de salida del Reloj Epigenético de Horvath) y el archivo
resultante de las exonizaciones de TEs obtenido en la actividad 2.2, con la intencion
de encontrar relaciones entre las muestras por separado con respecto a la edad real
(cronolégica) de cada muestra. Con ayuda de paquetes R (ggplot2, tidyr y pheatmap),
se generan graficos que permiten un analisis visual del comportamiento de las
exonizaciones de TEs versus la edad cronoldgica de las muestras y las metilaciones
relacionadas a las islas CpG de Horvath a lo largo de la vida, sin tomar en cuenta las
coordenadas de éstas en el genoma.

3.2 Extraccion de coordenadas de metilaciones y exonizaciones de
TEs

Cada una de las metilaciones de Horvath esta enlazada a un llimnID (identificador de
illumina), por lo que sera necesario encontrar la ubicacion especifica de cada isla CpG
en el genoma humano. Esto fue llevado a cabo mediante el uso de la base de datos
iMthyl®, que permite la descarga de todas las islas CpG presentes en el genoma
Humano, cada una de ellas se encuentra identificada mediante lllmnID, por lo que es
posible seleccionar solo las islas que son utlizadas por Horvath para su reloj
epigenético.

El uso de iMehyl entrega solo la coordenada de inicio y la cadena de cada isla CpG,
por lo que con ayuda de comandos de Linux, se generan archivos en formato bed, con
las primeras 6 columnas, donde la primera corresponde al cromosoma, la segunda y
tercera son las coordenadas de incio y final, la cuarta al IllmnID, la quinta al puntaje

(representado por un punto “.”) y la dltima corresponde a la cadena (+ o0 -).

8 iMethyl, base de datos de metilacién del ADN integrativo. Contiene la ubicacion de todas las islas CpG

presentes en el genoma humano, version GRCh37/hg19. (http://imethyl.iwate-megabank.org/ )
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Las coordenadas de las exonizaciones de TEs, fueron extraidas a partir del archivo de
salida obtenido en la actividad del objetivo 2.2, y mediante comandos Linux, se generé
un archivo en formato bed similar al de las islas CpG, solo se diferenciaré por la cuarta
columna que corresponde al TE especifico de cada exonizacion, mencionando su
clase, familia y super familia a la vez, separado por simbolo numeral (#), tal como se

sefala el archivo de elementos transponibles (TE.bed) de Codigo Anexo 1.

3.3 Interseccidén de coordenadas de islas CpG usadas por de Horvath
y de exonizaciones de TEs

Teniendo las coordenadas de las islas CpG y el de exonizaciones de TEs, se pudo
observar si existe una relacion entre ambas coordenadas. Este paso se llevd a cabo
mediante la funcion intersect de bedtools (Aaron, 2021), que identificé la presencia de

islas CpG en genes que poseen exonizaciones de TEs

Se gener6 un archivo de 12 columnas, en donde se observaran en las columnas 4y 8

el TEs y laisla CpG especifica de la interseccion.

3.4 Visualizacion, analisis e interpretacién de graficos y archivos
resultantes de la relacion entre metilaciones de Horvath vy
exonizaciones de TEs

Se observaron los graficos de edades generados (3.1) y los resultados de la
interseccion (3.3), con el objetivo de determinar la correlacion entre las exonizaciones

de TEs y las metilaciones en las islas CpG del reloj epigenético de Horvath.

Los gréaficos generados (3.1), esperaban mostrar la capacidad de las metilaciones y
de las exonizaciones de TEs para predecir la edad bioldgica de una muestra. Se
esperaba encontrar una correlacion significativa entre el nimero de exonizaciones de

TEs relacionados a islas CpG con la edad cronoldgica de las muestras.

Con la informacion generada en la actividad 3.3, se generan graficos de: (1) proporcién
de nimero de Exonizaciones de TEs v/s la edad cronoldgica; (2) proporcién de nimero
de Exonizaciones de TEs con islas CpG v/s la edad cronoldgica; (3) proporcion de
numero de Exonizaciones de TEs v/s proporcién de namero de Exonizaciones de TEs
conislas CpG; (4) un grafico tridimensional de proporcion de nimero de Exonizaciones
de TEs con islas CpG v/s proporcién de nimero de Exonizaciones de TEs con islas

CpG v/s edad cronologica; y (5) un analisis de genes relacionados a exonizaciones de
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TEs conislas CpG, en busca de rutas metabolicas y/o enfermedades que puedan estar

relacionadas al envejecimiento.

Descripcion de protocolo de actividades Objetivo 3

Los datos generados en las actividades del objetivo 1 fueron evaluadas comparando
las edades reales versus las edades predichas por el reloj epigenético de Horvath, se
tomé en cuenta la informacién presente en la Tabla Anexa 1 para generar un heatmap,
con la herramienta pheatmap de R, en donde las columnas correspondian a las
predicciones del reloj de Horvath de las 17 muestras de metilaciones de ADN, mientras

gue las filas correspondian a las islas CpG (Fig. Anexa 2).

Para el desarrollo de la actividad 3.2, fue necesario identificar claramente las islas 353
CpG utilizadas por Horvath para la creacién de su reloj, mediante su archivo
suplementaria 3 (Horvath, 2013), se obtiene el ID de cada una de las islas y se guarda
en un archivo en forma de lista con el encabezado “ID” (lista obtenida en actividad 1.1),
para luego, con ayuda de la base de datos iMethyl®, identificar sus coordenadas

iniciales junto a su cadena.

La lista de islas CpG entragadas por iMethyl se encuentra en formato de tabla,
separada por tabulaciones, con los encabezados ID, Inicio y Cadena:

ID Inicio Cadena
COXXXXXXXX 100000 +

Con ayuda del comando “join” de la terminal Linux, se une el archivo con la lista de
los ID de las islas CpG de Horvath con la informacién entregada por la base de datos
iMethyl.

El comando utilizado fue:

join -1 1 -2 1 -t *\t’ lista CpG Horvath lista CpG iMethyl >
CpG Horvath

Donde:
e -11 hace referencia a la unién de la primera columna del primer archivo

e -2 1 hace referencia a la unién de la primera columna del segundo archivo
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o -tAt, hace referencia al tipo de separador de salida, en este caso corresponde

a una tabulacion.
e lista_CpG_Horvath: corresponde al primer archivo (353 CpG especificas).
e lista_CpG_iMethyl: corresponde al segundo archivo.

e > CpG_Horvath: archivo de salida, que contiene las 353 islas CpG especificas

de Horvath, con las coordenadas de inicio y cadenas

Las coordenadas finales de cada isla CpG fueron calculadas de manera pareja,
afiadiendo 25.000 pb (25 Kb) a las coordenadas iniciales, esto debido a que la
metilacion de una isla CpG afecta al gen o conjunto de genes que comparten la misma
funcién (Li & Zhang, 2014). Y debido a que el tamafio un gen humano es de entre 20
y 30 Kb, es correcto usar 25 Kb para identificar la presencia de una isla CpG en un

gen.

Se cred un archivo formato bed con la informaciéon de las islas CpG mediante el

comando awk de la terminal Linux:

awk ‘BEGIN{OFS=FS="\t”} ($2=!"Inicio”) {print $1,$2,$2+25000,"”.”,$3}’
CpG Horvath > CpG

El comando anterior afiade 25000 a la coordenada de inicio, siempre que ésta
coordenada corresponda a un valor numérico, es decir, sin tomar en cuenta el

encabezado “Inicio”.

Los resultados obtenidos en las actividades del objetivo 2 fueron normalizados y
evaluados generando datos cuantitativos en un archivo de columnas, con los IDs de
las muestras, edades cronoldgicas, la cantidad de exonizaciones de TEs por muestra,
proporcion de éstas, tipos de TE, proporcion de tipos de TE, entre otros. Estos datos
son capaces de ser utilizados en R, con los paquetes ggplot2 ytidyr. Fue posible
generar un grafico del nimero de exonizaciones de TEs (normalizados mediante la
ecuacion de la Fig. 11) versus la edad cronologica de las muestras, mediante un grafico
de puntos, coloreado por tipo de muestra (pre o posnatal), afladiendo también lineas
de pendientes. También, con el uso de ggplot2 y tidyr en conjunto se pudieron generar

gréficas de los porcentajes de las distintas familias de TEs presentes en cada una de
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muestras pre y posnatales (Fig. Anexa 3y Fig. Anexa 4). Con la intencion de encontrar

quizas una variacion entre las Familias de TEs durante el crecimiento.

num.de Exonizaciones de TEs por muestra

Normalizacion = - —
num. de candidatos iniciales por muestra

Fig. 11 Calculo de normalizacion de las exonizaciones de TEs
Posteriormente, se utilizé bedtools intersect para encontrar las intersecciones entre las
coordenadas de islas CpG y las exonizaciones de TEs, para afadir la informacion de
proporcion del numero de exonizaciones de TEs relacionadas a islas CpG de cada una
de las muestras al archivo creado anteriormente (Ver Tabla Anexa 3), y con dicha
informacion, se pudo generar otro grafico entre las proporcion de exonizaciones de
TEs relacionadas a islas CpG versus la edad cronoldgica de las muestras, ademas de

un gréfico comparativo entre ambos parametros.

El cuarto grafico corresponde a un gréafico tridimensional, generado con el paquete
scatterplot3d de R, utilizando la proporcién de exonizaciones de TE v/s exonizaciones
de TE con islas CpG v/s la edad cronoldgica, de esta manera se busca encontrar una

correlacion entre las 3 variables, mediante un plano de regresion, calculado con R.

Con la informacién resultante se calcula el coeficiente de determinaciéon mdltiple R? y

el coeficiente correlacion multiple mediante la ecuacién de la siguiente ecuacion.

2 2
Tip + 713 — 2Iq2 ¥ 13 * T3

Ri,2 =

123 1— r%g
Fig. 12 Ecuacion de Correlacion entre variables calculadas en grafico 3d

Todos los cédigos usados en R para la creacion de graficos en la actividad 3.4 se

encuentran especificados en Codigo Anexo 4.

Adicionalmente, con ayuda de bedtools, se identificaron los genes que contienen
exonizaciones de TEs relacionados a islas CpG, uno a uno, mediante la plataforma
Keeg?®, con el fin de encontrar rutas metabélicas y enfermedades relacionados a dichos

genes.

9  KEGG PATHWAY Database https://www.genome.jp/kega/pathway.html
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RESULTADOS
Resultados Objetivo 1

Durante el proceso de analisis de las 17 muestras de metilaciones en la plataforma del
reloj epigenético de Horvath, se compararon los datos sin predecir de una de estas
muestras mas jovenes (1 afio) y una de las mas longevas (60 afios), con la intencion
de observar una estimacion del comportamiento de las islas CpG a lo largo de la vida
del ser humano. La Fig. 13 muestra grafico de puntos, donde Se puede observar que
claramente ambas variables aumentan de manera casi pareja, ya que cuenta con una
pendiente muy cercana a 1 (0.977) y una correlacion entre los datos de 0.944. El
cuadrante superior muestra que existen islas en la muestra de 1 afilo que aumentan su
metilacion en la muestra de 60 afios, mientras que el cuadrante inferior sefiala que

existen islas que se desmetilan a lo largo de la edad.

Metilacion de Islas CpG del reloj de Horvath
En muestras de 1 y 60 afos

Islas CpG compietamente metiladas
en muestra de 60 afios . e

correlacion R 0,944
R? 0,891
pendiente 0,977

Metilacion 60 afos

en muestra de 60 afos

Mebtlacidn 1 afio

Fig. 13 Comparacion entre muestras de Metilacion de ADN mas joven y mas longevas
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La figura muestra a cada una de las islas CpG del reloj epigenético de Horvath como un punto,
los ejes x e y corresponden a muestras de 1 y 60 arios respectivamente y los colores del grafico
en celeste y rosado, representan si se considera que una isla se encuentra desmetilada o
metilada.

Esta comparacion (entre la muestra de 1 afio y la de 60 afos), permite identificar un
grupo de islas CpG que poseen una mayor varianza entre ambas muestras, lo que se
ve reflejado en la Fig. 14, para poder obtener este conjunto de islas CpG, se calculd
de promedio del valor beta de cada una de las 353 islas de Horvath en ambas edades,
aguellas que superaran el promedio fueron seleccionadas, en este caso, se trata de
50. En la figura se puede observar un leve patron de comportamiento entre las dos
muestras, si unaisla a la edad de 1 afio es mayor a 0.7, es mas probable que aumente

su metilacion a que disminuya.

Metilacién
Valor Beta

0.00-

Fig. 14 Muestra de 50 islas CpG con mayor varianza en edades de entre 1 y 60 arnos

Se observa en el eje x el conjunto de 50 islas CpG con mayor varianza entre las muestras de 1
v 60 arios, en el eje y el valor beta de cada una de las islas, disminuye o aumenta con la edad,
los puntos rojos representan el valor beta de una isla especifica a la edad de 1 afio, mientras
que los puntos azules representan los de 60 anos. Fue anadida una flecha por cada una de las
islas CpG que indican si la metilacion aumenta o disminuye en cada isla. Ademds se insero una
linea punteada en y=0.7.
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Los resultados del reloj epigenético de Horvath (ver Tabla Anexa 1 y Tabla 3), se
obtiene una prediccion de la edad de las muestras, y estos resultados fueron
graficados para identificar la eficiencia del reloj frente a las muestras entregadas. En
la Fig. 15, se observa un gréfico de las edades reales o cronoldgicas de cada muestra
versus la prediccion de Horvath. El error esperado de los resultados del reloj
epigenético multitejido segun Horvath era de 3.6 afios, y de 4.2 afios para muestras
especificas de rombencéfalo, y el error (desviacion estandar) de las muestras
entregadas fue de 4.309, lo que permite inferir que el reloj epigenético entregd

resultados esperados. En muchas ocasiones, la edad predicha es similar a la real,

aungue existen excepciones, diferencias de hasta 13 afios (Tabla 3).

Prediccion del Edad real de las Prediccion del Edad real de las
Reloj Multitejido muestras Reloj Multitejido muestras

0,84 1 27,79 28

3,96 1 38,47 28

4,54 4 43,15 39

7,67 8 43,40 30

8,82 4 43,89 30

10,46 8 43,90 39

16,79 11 53,63 60

24,13 22 62,82 60

24,73 22

Tabla 3 Resultados resumidos de Reloj Epigenético de Horvath

La tabla se encuentra ordenada a partir de la prediccion del reloj epigenético de Horvath, se
puede observar que, la diferencia entre la prediccion y la edad real de las muestras.
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Predicciéon de Reloj de Horvath
Rombencéfalo

60-
=
©
-
(=)
£ 940 sd 4,309
:S g menor 0,150
5 mayor 13,89
2 20 )
Pt pendiente 0,995
o
R 0.965
0-° | | | RZ 0.931
0 20 40 60
Edad Real
Anos

Fig. 15 Prediccion de Reloj epigenético de Horvath

La figura muestra la comparacion de la edad real o cronoldgica de las muestras versus su
respectiva prediccion de edad segun Horvath. Los resultados son bastante confiables, con una
desviacion estandar (sd) de 4.309, una pendiente de 0.995 y una correlacion entre los datos de

0.965.

Resultados Objetivo 2

Luego de la descarga de los sets de datos necesarios para obtencidén de exonizaciones
de TEs, fue necesario realizar un preprocesamiento de las muestras con FastP (Chen
et al., 2018). Inicialmente existian 59 muestras de rombencéfalo humano, de las cuales
2 fueron eliminadas debido a que su calidad y cantidad de reads era menor al resto,
por lo que el analisis solo se llevdé a cabo sobre las 57 muestras en formato fastq

presentes en la Tabla Anexa 2.

Al ejecutar tophat-fusions, los “candidatos” a exonizaciones de TEs eran en promedio
mas de 140.000, y al momento de ejecutar los 5 fiiltros, que aumentan la probabilidad
de que una fusion corresponda a una exonizacion de TEs, se obtiene un namero
mucho menor en de resultados (en promedio poco mas de 480 exonizaciones de TES).

La Fig. 16 muestra esta disminucion de manera gréfica.
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142040

jCount>1

142040

Splicing
Candnico

Promedio
Candidatos
iniciales

7759

No

exon-exon

Promedio

TEs

Fig. 16 Ejecucion de 5 filtros para encontrar exonizaciones de TEs

La figura muestra de manera grdfica con un diagrama de Venn la disminucion de resultados
desde los 142040 candidatos a iniciales, hasta las 487 exonizaciones de TEs en promedio. Los
simbolos de archivos representan los candidatos iniciales y el archivo de exonizaciones de TEs,
cada flecha representa uno de los filtros utilizados para la obtencion de exonizaciones de TEs,
exceptuando las ultimas dos flechas (No exon-exon y No TE-TE), que corresponden al ultimo
filtro (debe tener una interaccion TE-exon o exon-TE).

Los archivos resultantes de la ejecucion de los 5 filtros corresponden a archivos de 10
columnas como se puede observar en la Tabla 4, que se encuentra separada en dos
partes, izquierda (L) y derecha (R). Como es mencionado en la Fig. 5, es necesario
identificar la parte derecha e izquierda de una exonizacion para identificar cual de estos
lados corresponde a un exén y cuél a un TE. Se puede observar que en cada una de
las lineas se encuentra un exén y un elemento transponible independientemente del
lado, ya que no importa el lado en donde se encuentre el exén o el TE, lo importante

es que exista una interaccion entre ambos elementos.
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1164263 1164326  exon- = chrl 116688 116692  MIRb#SINE#

NM_016176.6- 7 1 MR
2

chrl 1608233 1608284  exon- = chrl 167568 167573  MLT1F2#LTR
NM_00111078 9 1  #ERVL-MalR
1.3-2

chrl 1622414 1622454  MLT1F2#LTRHE = chrl 167109 167114  exon-
RVL-MalLR 9 2 NM_001199

787.2-3

chrl 1671080 1671142  exon- = chrl 167568 167572  MLT1F2#LTR
NM_00119978 9 7  #ERVL-MalR
7.2-3

chrl 3506445 3506489  MER103C#DNA = chrl 351190 351194  exon-
#hAT-Charlie 0 0 NM_001409.

4-3
Tabla 4 archivo de salida de exonizaciones de TEs.

Presenta un extracto de un archivo de salida de una muestra de rombencéfalo humano, el
archivo cuenta con 10 columnas, donde la primera columna corresponde al ID de la fusion, un
identificador unico que posee cada exonmizacion, las columnas 2 y 7 corresponden a los
cromosomas de cada lado de la exonizacion de TEs, 3 y 8 son las coordenadas iniciales; 4y 9
son las coordenadas finales, y, 5y 10 son las cadenas (+ o -).

Resultados Objetivo 3

Con la prediccion entregada por Horvath en el objetivo 1, fue posible generar
heatmaps, en busca de patrones claros de metilacion o desmetilacion a lo largo de la
edad, es decir, se esperaba ver una degradacion de izquierda a derecha o de derecha
a izquierda en el Heatmap, a medida que la muestra fuera aumentando en edad, para
ello, se utilizaron inicialmente las 353 islas CpG, sin embargo, no se observé un patron
claro (ver Fig. Anexa 2). Debido a esto, se decidio recurrir a la clusterizacion de las

islas, desde k=150, 100 y 50 pero, no se observaron patrones claros.

Finalmente, se recurrié a la informacién suplementaria 2 del articulo de Horvath
(Horvath, 2013), que menciona la existencia de 7 islas CpG especificas con las que se
puede realizar una prediccién bastante acertada de la edad real de las muestras (con
error de hasta 8 afios), pero esta prediccion corresponde a una investigacion previa a
la de Horvath (Hannum et al., 2013).

Segun Hannum, con solo estas 7 islas CpG (cg04474832, cg05442902, cg06493994,
cg09809672, cg19722847, cg21296230, cg22736354) es posible predecir la edad de

una muestra, pero segun Horvath, es necesario afiadir “un par de cientos” mas, para
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que la prediccion tenga menos errores y pueda ser valida para todos los tejidos

humanos.

Dentro del reloj epigenético de Horvath solo se encuentran 6 de estas 7 islas CpG, y
fueron utilizadas para la creacion de un ultimo heatmap (Fig. 17). En esta ocasion, se
observan claros patrones de desmetilacion con la edad en dos islas cg05442902 y
€gl19722847, en donde sus colores pasan de blanco a celeste/azul mientras aumenta
la edad de las muestras. Ocurre lo contrario en las islas cg22736354 y cg06493994,
que pasan de un azul mas intenso a uno menos intenso, por lo que se puede decir que
se observa una metilacion de esas islas con el paso del tiempo. Las dos islas
sobrantes, no presentan un claro patrén de metilacion.

Dos de las 6 islas mencionadas en la figura se encuentran relacionadas a genes, el
resto se encuentra en regiones no codificantes del genoma. La isla cg04474832 (que
no posee un patron claro de metilacion) se encuentra relacionada a los genes
ABHD14A. ABHD14A-ACY1 y ACY1, los cuales codifican a proteinas con un posible
papel en el desarrollo de neuronas granurales (neuronas pequefias encontradas en
diversas estructuras del encéfalo), ademas de catalizar la hidrolisis de
aminoacidos N-acetilados a acetato y aminoacidos libres. Mientras que la isla
cg05442902 se encuentra relacionada al gen SLC7A4, que codifica a la proteina con
su mismo nombre que interviene en el transporte de los aminoacidos catidnicos

(arginina, lisina y ornitina).
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Fig. 17 Heatmap Comparacion de las 6 de las 7 islas CpG especificas de Hannum.

Estas islas se encuentran ubicadas en las filas, mientras que cada una de las muestras se
encuentra en las columnas, ordenadas segun la prediccion del reloj epigenético de Horvath,
de menor a mayor desde los 0.849 hasta los 62.823 arios.

Mediante la obtencion de las coordenadas de exonizaciones y de las islas CpG se
generaron graficos comparativos de estos parametros por separado, los graficos de
proporciones de exonizaciones de TEs v/s edad de la edad de las muestras (Fig. 18),
proporcién de Exonizaciones de TEs relacionados a islas CpG de Horvath v/s la edad
de las muestras (Fig. 19) y el gréafico que busca encontrar una correlacion entre ambos,
Proporcién de Numero de Exonizaciones de TEs v/s Exonizaciones de TEs con islas
CpG (Fig. 20).
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Proporcidn de nimero de Exonizaciones de TEs vs edad de las Muestras
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Fig. 18 Exonizaciones de TEs v/s edad cronoldgica de las muestras.

La figura especifica cada una de las muestras mediante puntos de distintos colores, rosa
femenino y azul masculino, ademas presenta dos lineas de pendientes de la recta, una para
muestras prenatales (sombreado celeste) y las posnatales (sombreado rosa). El eje x representa
la edad de las muestras, desde las 4 semanas de gestacion (w), hasta los 58 anos (y), Mientras
que el eje y representa la proporcion de exonizaciones de TEs presentes en cada una de las
muestras.

Proporcién de nimero de Exonizaciones de TEs con islas CpG vs edad de las Muestras
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Fig. 19 Relacion entre numero de exonizaciones relacionadas a islas CpG v/s edad
cronologica de las muestras

La figura muestra la proporcion de exonizaciones de TEs con islas CpG a lo largo de la edad.
Al igual que en la Fig. 18, el eje x representa la edad de las muestras, desde las 4 semanas de
gestacion (w), hasta los 58 anos (y), Mientras que el eje y representa la proporcion de
exonizaciones de TEs presentes en cada una de las muestras.
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Fig. 20 Proporcion de Numero de Exonizaciones de TE v/s Exonizaciones de TEs con islas
CpG

En el eje x se encuentra la proporcion de numero de exonizaciones de TEs , mientras que en el
eje y se encuentra la proporcion de numero de exonizaciones de TEs con islas CpG. Las
pendientes que poseen las muestras son bajas pero positivas, a diferencia de Fig. 18 y Fig. 19,
donde las pendientes son prdacticamente (. Sin embargo, las correlaciones varian con respecto
a las figuras anteriores.

Para poder identificar correctamente si existe una correlacion entre el numero de
exonizaciones de TEs y el nUmero de exonizaciones de TEs con islas CpG de Horvath,
es necesario generar un ultimo gréafico de 3 ejes (tridimensional) en el que se afiade el
pardmetro de edad. La Fig. 21 muestra un plano de regresion lineal, que entregdé los

siguientes parametros:
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Fig. 21 Grafico comparativo entre 3 variables

de

6n numero
exonizaciones con islas CpG

1e-04

Proporci

Se observa en el eje x las edades de las muestras, eje y la proporcion de numero exonizaciones
de TEs con islas CpG y en el eje z se encuentra la proporcion de numero de TE. Ademas, se
anadio un plano de regresion para calcular la correlacion entre los datos.

La correlacion a partir de los datos del grafico de la Fig. 21, y el calculo sefialado en la

Fig. 12 es de 0.71 (Ver Célculo Anexo 1). Lo que indica una correlacion alta entre los

tres parametros a la vez, utilizando los coeficientes de correlacion mencionados en las
figuras Fig. 18, Fig. 19 y Fig. 20.
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Finalmente, se analizaron los genes relacionados a exonizaciones de TEs con islas
CpG mediante el uso de bedtools instersect (Ver Codigo Anexo 3). Se encontraron 30
genes (ver Fig. Anexa 5), los cuales fueron analizados por separado, a través de la

plataforma Keeg® en busca de rutas metabdlicas y enfermedades en comun entre ellos.

De los 30 genes encontrados inicialmente solo 10 de ellos interactuaban dentro de las
mismas rutas o estan relacionados a enfermedades, dicha informacion es resumida en
la Fig. 22. Los genes relacionados a exonizaciones de TEs con islas CpG se encuentra

detallada en la Tabla Anexa 4.
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Ataxia Rutas
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| MGLL }——» Termogénesis «——{ TSC2 |
NS N/

Fig. 22 Rutas metabdlicas y enfermedades relacionadas a genes con exonizaciones de TEs e
islas CpG

La figura muestra los genes (en circulos) que participan en rutaes metabolicas (cuadros verdes),
o se relacionan con alguna enfermedad (cuadros rojos). Existen genes directamente
relacionados a la regulacion de la longevidad (AKT3 y TSC2) y otros directamente relacionados
con enfermedades (AKT3, GRIN2C, NOX4). Se marcaron con azul y celeste los genes GCDH y
GRIN2C respectivamente, que corresponden a genes que se encuentran solamente en una etapa

(pre y posnatal).
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DISCUSIONES

Discusiones Objetivo 1

El resultado obtenido en la Fig. 13, en donde se observa una comparacion entre dos
muestras una joven y una longeva, hace presumir que los grados de metilacion de las
islas CpG de Horvath son directamente proporcionales, ya que son pocas las
ocasiones en las que existe un cambio en el grado de metilacion con la edad. Lo que
desafia lo mencionado por Andersen y Tsurumi (Andersen et al., 2017; Tsurumi & Li,
2012), que mencionan que durante el envejecimiento existe una disminucion de ADNm
a nivel global. Pero la Fig. 14, apoya practicamente por completo lo mencionado por
los autores, ya que en las islas CpG que tienen mayor varianza si se observa que la
gran mayoria de las islas sufren desmetilacion més que metilacion durante el

envejecimiento.

El reloj epigenético multitejido de Horvath ha sido probado y validado por decenas de
investigadores en distintas ocasiones, debido a ello, es de esperar que sus
predicciones fueran acertadas. Sin embargo, existian predicciones muy alejadas de la
realidad, lo que hace pensar que el estilo de vida de cada uno de los sujetos de estudio
debe inducir a que sus tejidos posean una edad biologica diferente a la real. Segun
investigaciones posteriores de Horvath y Lu (Lu et al., 2019), la edad de un tejido se
ve afectada por la calidad de vida del sujeto (consumo de alcohol y tabaco,
alimentacion y factores ambientales). Produciendo que personas que llevan una mejor
calidad de vida tengan una prediccion de edad mas cercana a su edad real

(cronoldgica) que personas con una calidad de vida deficiente.

Discusiones Objetivo 2

Es necesario el preprocesamiento de los datos mediante una herramienta capaz de

mejorar su calidad, generar recortes de los reads y reducir o aumentar el porcentaje

GC a un valor adecuado al genoma humano (entre 46 y 48%), ya que los archivos

fastg que contienen un porcentaje GC diferente a lo esperado pueden estar en

presencia de alguna clase de contaminacién por parasitos u otros organismos, o puede
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existir algan error de secuenciacion que influiria en la confiabilidad de los resultados

gue se puedan obtener a partir de dicho archivo fastq.

El tiempo de ejecucion dentro del objetivo 2 fue un factor de gran importancia, ya que,
el preprocesamiento de todos los archivos fastq (57 muestras) con FastP demoraron
en total casi 7 horas en ejecutar, es decir, un promedio de 10 minutos por archivo.
Mientras que la ejecucion de Tophat-fusion demord un estimado de 2.5 horas por
archivo. Es este el motivo por el cual se opt6 por no utilizar el script de Wang para la
bdsqueda de exonizaciones de TEs, ya que el ingreso a la base de datos MySQL
presente en el Script de Wang (Wang et al., 2016), produce un tiempo de ejecucién de
hasta 20 horas por archivo, lo que genera grandes gastos computacionales que
mantendrian al servidor Exxact ocupado por cerca de 47 dias, lo que es demasiado

para un servidor compartido.

Ademas, el script de Wang entrega no entrega todos los resultados que son detectados
mediante el uso del script editado (Cdédigo Anexo 2) y el script de procesamiento
(Cadigo Anexo 3), ya que, con una prueba generada con datos propios, se encuentran
muchas mas exonizaciones de TEs con los scripts generados para esta investigacion
qgue con el de Wang. Y aquellas exonizaciones de TEs encontradas por el script de
Wang se encuentran dentro del conjunto de exonizaciones de TEs encontrados por los
scripts utilizados para esta investigacion, sefialado en la Fig. 23. Esto quiere decir que
existe la posibilidad de que el script de Wang no detecte todas las exonizaciones de

TES presentes en una muestra.
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script editado
+ procesamiento con Bedtools

487

Fig. 23 Comparacion de numero de exonizaciones obtenidos con el Script de Wang y las
obtenidas por el script editado y el de procesamiento con Bedtools

Discusiones Objetivo 3

El uso de los sets de datos por separado para la realizacién de las tareas de este
objetivo tiene como finalidad encontrar un patrén visual que permita identificar una
correlacion entre los sets de metilaciones en islas CpG de Horvath y el archivo de
exonizaciones de TEs versus las edades biol6gicas de las muestras. Es de esperar
gue mientras menos islas CpG se analicen a la vez, se pueda observar un patron mas
claro de metilacion entre las islas, sin embargo, el motivo del uso de 353 islas CpG y
no menos islas como las mencionadas en la Fig. 17, es porque el uso de estas islas
ayuda a proporcionar una mejor validacién de la prediccién en cada muestra. El hecho,
de que no se puedan observar patrones claros con las 353 islas CpG infieren que el
uso de 17 muestras es muy poca cantidad para poder encontrar un patron claro en un
heatmaps como el presentado en la Fig. Anexa 2. Por otro lado, el relacionar el nUmero
de exonizaciones de TEs versus la edad de las muestras no tiene mucho sentido, ya
gue cada una de las muestras correspondia a un archivo fastq con un tamafio (cantidad

de reads) unico, por lo que es posible que el nUumero de exonizaciones de TEs se
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encuentre relacionado al tamafio de la muestra inicial, 0 mas bien, a los candidatos
iniciales mencionados en Fig. 16, es decir, el nimero total de datos entregados por el
script editado. Esto se justifica mediante el estudio de (Sorek etal.,, 2002), que
menciona que aproximadamente el 4% de las proteinas humanas contienen
secuencias de TE, pero si durante el proceso de mapeo de los reads (con Bowtie), no
es posible tener una cobertura completa del genoma, es muy probable que no se
logren mapear los elementos del genoma (genes, exones e intrones). Debido a esto,
es normal pensar que, a mayor cantidad de candidatos iniciales, es mayor el nUmero
de exonizaciones de TEs encontradas, por lo que se recurrié a la normalizacion de los
datos, que en este caso corresponde a una proporcidn entre el numero de
exonizaciones de TEs dividido por el nUmero de candidatos iniciales como se observa
en la Fig. 11. De esta manera, los graficos que se generaron para el objetivo 3 tienen
sentido, ya que no corresponde al niumero de exonizaciones de TEs, sino a la

proporcion de estos con respecto a la edad cronolégica de cada una de las muestras.

Lo mismo ocurre al momento de querer analizar el nimero de exonizaciones de TEs
relacionadas a islas CpG, es necesario normalizar los datos creando una proporcion
como en la Fig. 11, con la unica diferencia de que es el nimero de exonizaciones
relacionadas a islas CpG divididas por el nimero de candidatos iniciales. En ambos
casos, se observa una correlacion muy baja o nula (Ver Tabla Anexa 5) entre sus
edades cronologicas, esto era esperable ya que las pendientes de cada grafico (Fig.

18 y Fig. 19) son practicamente 0.

La creacién del grafico de la Fig. 20 es el unico de los gréaficos bidimensionales que
cuenta con unas pendientes menos cercanas a 0 y una correlacién casi significativa
(ver Tabla Anexa 5), demostrando que mientras mas exonizaciones de TEs sean
identificadas de un archivo, el nimero islas CpG relacionadas a exonizaciones de TEs
aumentara también. Esto es esperable, ya que en el genoma humano los TEs se
encuentran altamente metilados gracias a que en sus secuencias se encuentra un alto
contenido de CG, siendo en ocasiones hasta un tercio de ellas(Li & Zhang, 2014; Sorek
et al., 2002).
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CONCLUSIONES

Inicialmente, se habia pensado en rechazar la hipétesis: “Existe una relacion entre el
namero de exonizaciones de TEs y las metilaciones de Horvath a lo largo del tiempo
celular’, debido a dos grandes motivos que posteriormente fueron descartados:

El primero, se consideré que la cantidad de 17 muestras de metilaciones de islas CpG
en rombencéfalo (cerebelo), eran muy pocas para poder encontrar un patrén visible de
metilaciones en el heatmap de la Fig. Anexa 2, esto se justificaba debido a que para
la creacion del reloj epigenético de Horvath (Horvath, 2013), él utilizé 7844 muestras
sanas de metilaciones de ADN de distintos tejidos, y entre mas de 27000 islas CpG
analizadas, y encontré las 353 con las que predice la edad bioldgica. Pero este motivo
dej6 de ser valido al momento encontrar las 7 islas de Hannum, (6 de ellas presentes
en las 353 de Horvath). Como se puede observar en la Fig. 17, si existen patrones de
metilacion en 4 de las 6 islas, se puede pensar que al afiadir mas muestras si se podria

encontrar un patron mas claro de metilacion en dichas islas.

El segundo estd relacionada a las pendientes de los graficos del nimero de
exonizaciones de TEs y la edad cronolégica son practicamente 0 (Fig. 18), al igual que
las pendientes entre el nimero de exonizaciones de TEs con islas CpG con respecto
a la edad cronoldgicas (Fig. 19), por lo que se pensaba que no existian correlaciones
entre los datos. Sin embargo, en ambos casos si existen, son débiles o muy débiles
en muestras pre y posnatales (muy cercanas a 0), pero, al comparar las proporciones
de exonizaciones de TEs v/s exonizaciones de TEs con islas CpG (Fig. 20) se
encuentran correlaciones moderadas o significativas (sobre 0.6), lo que es apoyado
por el grafico tridimensional de la Fig. 21, que tiene una correlacion multiple
significativa de 0.7. Los tipos de correlacion pueden observarse en la Tabla Anexa 5,

donde se resumen los valores que puede tomar el coeficiente de correlacion lineal.

La aparicion de genes que se encuentran directamente relacionados a enfermedades
neurodegenerativas y a la regulacion de la longevidad (Fig. 22), hace suponer que, si
existe una relacion entre las exonizaciones de TEs y las islas CpG de Horvath con la
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aparicion de enfermedades relacionadas con el envejecimiento, lo que apoya

directamente la hipotesis planteada en la investigacion.

El hecho de encontrar pequefias correlaciones entre los datos, aunque sean
pequefias, existen, por o no es posible rechazar ni comprobar la hipétesis de manera
tajante, seria necesario aumentar el nUumero de muestras y comprobar los resultados

con quizas mas tejidos.
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ANEXO

Tablas
Sam- DNA- EELE min- maxMethB corSam- meanAbs- predic-
plelD mAge MethBy- MethBy- ySample pleVs- Difference- tedGen-
Sample Sample goldstan- SampleVs- der
dard goldstan-
dard

M_1ly 0,8499 0,26827 0,00462 0,99192 0,90762 0,08242 male
M_1y 3,9695 0,24596 0,00475 0,99315 0,84268 0,09926 | male
M_4y 4,5414 0,26725 0,00433 0,99280 0,91123 0,08020 male
M_8y 7,6745 0,26976 0,00419 0,99507 0,90025 0,08512 | male
M_4y 8,8190 0,25279 0,00439 0,99425 0,84492 0,10023 male
M_8y 10,4572 0,26187 0,00469 0,99375 0,84799 0,10128 | male
M_11 16,7954 0,25706 0,00449 0,99586 0,83900 0,10217 male
M_22y 24,1321 0,27251 0,00371 0,99416 0,89174 0,08850 | male
M_22y 24,7331 0,25964 0,00374 0,99391 0,83950 0,10331 male
M_28y 27,7969 0,26573 0,00457 0,99457 0,84217 0,10281 | male
M_28y 38,4781 0,27591 0,00413 0,99506 0,90877 0,08258 male
M_39y 43,1577 0,25835 0,00429 0,99427 0,83875 0,10237 | male
M_30y 43,4061 0,26190 0,00486 0,99560 0,83477 0,10413 male
M_30y 43,8923 0,27050 0,00448 0,99437 0,89259 0,08753 | male
M_39y 43,9012 0,27165 0,00486 0,99381 0,88860 0,08926 male
M_60y 53,6398 0,25825 0,00349 0,99553 0,83957 0,10207 | male
M_60y 62,8239 0,27675 0,00379 0,99511 0,88883 0,09021 male

Tabla Anexa 1 Resultados de Reloj Epigenético de Horvath

La tabla se encuentra ordenada a partir de la prediccion del reloj epigenético de Horvath
(DNAmAge), La primera columna corresponde a cada una de las muestras con su respectiva
edad, desde la columna 3 a la 7 corresponden a datos estadisticos relacionados al grado de
metilacion de las islas CpG (promedio, minimo, maximo correlacion y diferencia de promedio
absoluta)

Muestras Prenatales Muestras Posnatales
ID SRA Edad de la Sexo Rango de Edad

Muestra Edad de la
Muestra

10 semanas  Masculino adolescente
de gestacion

10 semanas  Femenino adolescente 16 afos Masculino
de gestacion

11 semanas  Masculino adolescente 14 afos Masculino
de gestacion
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11 semanas  Masculino adolescente 17 afos Masculino
de gestacién

11 semanas  Masculino anciano 58 afios Masculino
de gestacion

11 semanas  Femenino anciano 58 afios Masculino
de gestacién

12 semanas  Masculino infante 221 dias Masculino
de gestacion

12 semanas Femenino infante 270 dias Masculino
de gestacion

12 semanas  Masculino infante 182,63 Femenino
de gestacion

13 semanas  Masculino adulto medio 53 afios Masculino
de gestacién

13 semanas  Masculino adulto medio 50 afios Masculino
de gestacion

13 semanas  Femenino recién nacido 4 dias Masculino
de gestacion

16 semanas  Femenino recién nacido 15 dias Femenino
de gestacion

16 semanas  Masculino recién nacido 19 dias Femenino
de gestacion

16 semanas  Femenino recién nacido 0 dias Femenino
de gestacion

4 semanas de  Femenino recién nacido 0 dias Femenino
gestacion

4 semanas de  Masculino edad escolar 8 afios Masculino
gestacion

4 semanas de  Masculino edad escolar 7 afos Masculino
gestacion

5semanas de  Masculino bebé 2 afios Femenino
gestacion

5semanas de  Femenino bebé 4 afios Masculino
gestacion

6 semanas de  Masculino adulto joven 29 afios Masculino
gestacion

6 semanas de  Masculino adulto joven 29 afios Masculino
gestacion

6 semanas de  Femenino adulto joven 32 afios Femenino
gestacion

6 semanas de  Femenino adulto joven 39 afios Masculino
gestacion

7 semanas de  Masculino adulto joven 39 afios Masculino
gestacion

7 semanas de  Femenino -
gestacién

7 semanas de  Masculino -
gestacion

8 semanas de  Masculino -
gestacion

8 semanas de  Femenino -
gestacion

8 semanas de  Femenino -
gestacién

8 semanas de  Masculino -
gestacion

9 semanas de  Femenino -
gestacion

Tabla Anexa 2 Muestras de RNA-seq en Pre y Pos-natales de rombencéfalo humano sano.
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ID_or ID candidatos

edad

sexo pDNA pLINE pLTR

prop_e

tipo

CpG_n

CpG_p

1 Awf 126731

1 4wml 150157

1 4wm2 156156

Feme- 11,49 37,93 26,7241
nino
Mascu- 14,28 36,46 25,5863
lino
Mascu- 15,42 37,96 26,1016
lino

X0
348 0,002746

469 0,003123

590 0,003778

prenatal
prenatal

prenatal

Tabla Anexa 3 Extracto de archivo usado para generar los grdficos en R

Gen asociado

THUMPDS3-AS1
CRTAP

COA1l
HSBP1L1
COAl
DNAJC18
TSC2

COA1l
BASP1-AS1
ZNF497
THUMPDS3-AS1
GRIN2C

COA1l

AKT3

GCDH

CLOCK

MGLL

ELP6

ELP6
ABHD14A-ACY1
THUMPDS-AS1
SLC20A2
ABHDI14A
TRIOBP

RFC3

TE asociado

(Subclase — Superfamilia — Familia)

Tiggerl DNA TcMar-Tigger
L3 LINE CR1

LIMEZ2 LINE L1

MLT1A LTR ERVL-MaLR
Tiggerl DNA TcMar-Tigger
AluSx SINE Alu

L2a LINE L2

MLT1K LTR ERVL-MaLR
MSTA LTR ERVL-MaLR
MLT1D LTR ERVL-MaLR
AluSz SINE Alu

MIR3 SINE MIR

L4 LINE RTE

L3b LINE CR1

L2b LINE L2

HAL1 LINE L1

L1MD2 LINE L1

MSTA LTR ERVL-MaLR
MSTA LTR ERVL-MaLR
MIR SINE MIR

Charliel DNA hAT-Charlie
L1IMC4 LINE L1

MIR SINE MIR

MIR3 SINE MIR

LTR16C LTR ERVL

isla CpG

cg25781123
€g23180365
cgl7408647
€cg09441152
cgl7408647
€g19569684
cg08331960
cgl7408647
cg08771731
€g22568540
cg25781123
cg09722397
€cgl7408647
cgl1314684
cg15341340
cg05960024
cg03330058
€g26614073
cg20524216
cg04474832
cg25781123
€cg14408969
cg04474832
€g19853760
€g24254120

umber
4

3

12
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PIPOX
PAWR
NOX4
NOL12
NCAN
LZTFL1
HEXA
GRIN2C
GPR68
ELP6
ELP6
CRAMP1
CCSER1
CCSER1
ACY1

MIR3 SINE MIR

MLT1F LTR ERVL-MaLR
L2c LINE L2

MIR SINE MIR

L1IMB4 LINE L1

LTR87 LTR ERVL?
Charlie10b DNA hAT-Charlie
L2c LINE L2

MER112 DNA hAT-Charlie
AluSx SINE Alu

AluSx SINE Alu

MIRb SINE MIR

THE1D LTR ERVL-MaLR
L1PBa LINE L1

MIR SINE MIR

cg06144905
cg09418283
cg17063929
€g19853760
cg06952310
cg08186124
€g21801378
cg09722397
cg03588357
€g26614073
cg20524216
cg06810647
cg06044899
cg06044899
cg04474832

Tabla Anexa 4 Conjunto de genes relacionados a Exonizaciones con islas CpG

Se destaca la unica de las 6 islas usadas para la creacion del Heatmap de Fig. 17.

Coeficiente de Correlacion Lineal

Tipo de Correlaciéon

Rango de valores (-1,1)

+0.96 +1.0 Perfecta
+0.85 +0.95 Fuerte
+0.70 +0.84 Significativa
+0.50 +0.69 Moderada
+0.20 +0.49 Débil
+0.10 +0.19 Muy débil
+0.09 +0.0 Nula

Tabla Anexa 5 Tabla resumen de valores de Coficiente de Correlacion Lineal

El coeficiente de correlacion puede tomar valores desde -1 hasta 1 pasando por 0. Cuando el
valor del coeficiente de correlacion lineal es -1 quiere decir que se trata de una asociacion
lineal perfecta negativa entre dos variables. Mientras cuando el coef. de correlacion lineal tiene
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un valor de 1, quiere decir que se trata de una asociacion perfecta positiva entre dos variables.
Pero si el valor es de 0, quiere decir que la asociacion es nula o no existe una asociacion entre
ambas variables.

Figuras

7

|
|
|
|
|
|
|
|
left.oed | Out left.bed /
|
/ — .
| |
| |
. : : Exon-TE.ixt
Salida 1 / '
Tophat-fusions awk : 1
| |
right.bed ! | Out_rightbed [
o 1
1 : join'y awk
: |
| |
| |

Bedtools intersect
Exones.bed yTE.bed

Fig. Anexa 1 Pipeline de funcionamiento de scripts.

La figura senala que la salida de Tophat-fusions se separa en dos partes en formato bed
mediante el uso de comando “awk”, estas partes, izquierda y derecha (left.bed y right. Bed,
respectivamente), con ayuda de Bedtools intersect, son procesados identificando si las
coordenadas encontradas en la salida de tophat-fusions corresponden a exones (Exones.bed) o
a elementos transponibles (TE.bed). Con ayuda de los comandos ‘“‘join” y “awk”, pasan por
los 5 filtros mencionados anteriormente.
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Fig. Anexa 2 Heatmap de prediccion de edad cronologica v/s islas CpG

La figura muestra la prediccion de cada una de las 17 muestras de metilaciones generadas
por el reloj epigenético de Horvath (en sus columnas), mientras que en las filas se encuentra
cada una de sus islas 353 CpG, identificadas por su ID. Los colores presentes en la imagen
representan el grado de metilacion de las islas CpG en cada una de las muestras, mientras

75



mads rojo, es mayor el grado de metilacion, y mientras mds azul, su grado de metilacion es
menor.

Porcentaje de Tipo de TE
en las exonizaciones en Prenatales

Porcentaje de Tipo de TE por archivo

Odwf
04wm1
04wm2

05wi

05wm
06wit
06wi2
06wm1
06wm2
o7wf
7wm1
07wm2
L 08wit
08wi2
08wm1
.00wm2
oowf
09wm
10wl
Owr
1wl
11wm1
11wm2
11wm3’
12wf
12wm1
12wm2
13wf
13wm3
3wmd
16wl
16wi2
16wm

4-16 semanas

Fig. Anexa 3 Porcentaje de Tipo de Elementos Transponibles en muestras prenatales

Porcentaje de Tipo de TE
en las exonizaciones en Muestras Posnatales

Porcentaje de Tipo de TE por archivo

0.00yf1
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0.0tym
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Edad en afos

Fig. Anexa 4 Porcentaje de Tipo de Elementos Transponibles en muestras posnatales
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Genes con Exonizaciones relacionadas a ADNm

Gen

ABHD14A
ACY1
AKT3
. BASP1.AS1

I CCSER1

| CLOCK
COA1
CRAMP1
CRTAP

— DNAJC18

ELPs
GCDH
GPRe8
GRIN2G

IS

Cantidad de Genes con
exonizaciones de TEs y ADNm

™

-tﬁgvtfﬁfr:vi‘tfu"AVEE T E
s EYETELSYEsYES s £
Si3ifzgiiitizizzsese g

Fig. Anexa 5 Genes presentes en distintas etapas del crecimiento.

Las muestras pre y posnatales se encuentran en el eje x, mientras que en el eje y se encuentra
el numero de veces que se repite el gen en una misma muestra.

Calculos

Correlacién multiple:

2 2
1"12 + r13 - 27'12 *T13 *¥ T3

Ryz3 =
1-77;

Coeficiente de correlacion lineal prop. exonizaciones de TE y edades r;, = 0.3681

Coef.cor.lineal prop.exo.de TE y prop.exo.de TE con islas CpG 113 = 0.6311617

Coef.cor.lineal edades y prop.exo.de TE con islas CpG 1,3 = 0.06963

0.36812% + 0.631617%2 — 2 x 0.3681 * 0.631617 * 0.06963
1—0.069632

Riz3 =

77

— HEXA
— HSBP1L1
— LZTFL1
— MGLL
NOL12
NOX4
PAWR
PIPOX
RFC3
SLC20A2
TRIOBP
TSC2
ZINF4g7



R — 0.1355 + 0.3989 — 2 x 0.01619
123 — 1—0.0048

0.5344 — 0.03238
Ri23 = 0.995

0.502

Ri2s = 15505

R123 = V05045
R123 = 071

Cdlculo Anexo 1 Correlacion multiple

Caodigos

#Comandos para editar archivos de anotaciones.

# Archivo de anotacidén genoma humano (genoma.gff)

# Obtencién de los datos junto con el id de cada linea, para
evitar exceso de informacidén (Se elimina gran parte de la informa-
cidén de la ultima columna).

awk 'BEGIN{OFS=FS=";"}{print $1}' genoma.gff > genome.gff

# obtencidén de las coordenadas de X (gene/exon) en formato

nal ($4 y $5), el id del gen o exdn ($9), y la cadena ($7)

awk '"BEGIN{OFS=FS="\t"} ($3=="X") {print $1,$4,$5,$9,".", "7"}' ge-
nome.gff > X.bed

# Archivo de anotaciones RepeatMasker (repeatMasker.rmsk)
# Se los elementos repetidos que no corresponden a TEs

$12=="DNA") {print $6,$7,$8,$11"#"$12"$"$13,".", "10"}' repeatMas-
ker.rmsk > TE.bed

bed, se conserva el cromosoma ($1), las coordenadas de inicio y fi-

awk '"BEGIN{OFS=FS="\t"} ($12=="SINE" || $12=="LINE" || $12=="LTR" ||

Codigo Anexo 1 Obtencion de archivos en formato bed, para la ejecucion de scripts
posteriores.

Uso de comando awk para la edicion de archivos.
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#!/usr/bin/perl -w

# Creado por Wang

# Adaptado por Loreto Farias 12/02/2022

# Propdsito:

# Encontrar puntos de fusidn y tipo de splicing para facilitar

el uso del segundo script.

use strict;

use warnings;

use feature 'say';
use diagnostics;

use List::Util gw[min max];
my Sfilename =S$SARGVI[O0];

open (FUSION, '<',S$filename) or die "Can't open '$filename': S$!";

my Seachline;
my S$linea=0;
my @datas 1;

my SFUSIONconteo=0;

while (defined ($eachline=<FUSION>)) {
my @eachFusion=();
my Qchr=();
my @exon=(
my @repeat
my @tempL=
my QtempR=() ;

my Srepeatl =
my S$repeatR
my S$SExonTable
my SRMSKtable
my S$StartL
my S$SEndL =
my SStartR
my SEndR =
my SSplice

~e

Il
I o o

waw o,
14

waw o,
14

ol ol
o
N

@eachFusion = split(/\s+/, S$Seachline); # space
@chr = split(/-/, $eachFusion[0]);

# Gather fusion information
my $sizel = min ($eachFusion[8], 100);
my $sizeR = min ($eachFusion[9], 100);




my Sseqgl. = substr($SeachFusion[18], 30); # Last 20bp

my Ssplicel. = substr($eachFusion[18], 48) . substr (Seach-
Fusion[19], 0, 4); # Last 2bp + First 4bp
my SspliceR = substr($eachFusion[21], 46) . substr (Seach-

Fusion([22], 0, 2); # Last 4bp + First 2bp

my S$SsegR = substr($eachFusion[22], 0, 20); # First 20bp

my S$StrandL;
my S$StrandR;

if (($splicel =~ /GT/) && (SspliceR =~ /AG/)){
my S1 = 'GT';
my Sr = 'AG';

if (index ($splicel,$1l) == index (SspliceR, Sr)) {
SSplice = 4;
}
else{
$Splice = 3;
}
}

elsif ((SsplicelL =~ /GC/) && (SspliceR =~ /AG/)){
my $1 = 'GC';
my $r = 'AG';
if (index ($splicel,$1) == index(SspliceR, S$r)) {

$Splice = 4;
}
else{
$Splice = 3;
}
}

elsif (($splicel =~ /CT/) && ($spliceR =~ /AC/)){
my $1 = 'CT';
my $r = 'AC';
if (index ($splicel,$1) == index(SspliceR, S$r)) {

SSplice = 4;
}
else{
$Splice = 3;
}
}

elsif (($splicel =~ /CT/) && ($spliceR =~ /GC/)){
my $1 = 'CT';
my $r = 'GC';
if (index ($splicel,$1) == index(SspliceR, Sr)) {
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$Splice = 4;

else{
SSplice = 3;
}
}
else{
if (($splicel =~ /GT/) || ($splicelL =~ /GC/)
celL =~ /CT/)){
SSplice++;
}
if (($spliceR =~ /AG/) || (SspliceR =~ /AC/)
($SspliceR =~ /GC/)) {
SSplice++;

}

(Sspli-

my Snumber=(SeachFusion[4]+$eachFusion[5]+S$SeachFusion([6]);

if (Snumber > 1) {
if ($eachFusion[3] eqg "ff"){

SStartl = SeachFusion[l]-S$sizel+1;

SEndL = SeachFusion[1l];

S$StartR = SeachFusion[2

SEndR = SeachFusion[2]+
}

elsif ($eachFusion[3] eq "fr") {
]-SsizelL+1;

SStartl = SeachFusion[1l
SEndL = SeachFusion[1l];
SStartR = SeachFusion[2
SEndR = SeachFusion[2];

}

elsif ($eachFusion[3] eq "rf"){
115
+Ssizel-1;
2];
+$sizeR-1;

SStartl = SeachFusion]|
SEndL = SeachFusion[1]
SStartR = SeachFusion]|

]

SEndR = $eachFusion|[2
}

elsif ($eachFusion[3] eqg "rr") {
SStartlL = SeachFusion[1l];
SEndL = SeachFusion[l]+$sizel-1;
S$StartR = SeachFusion[2]-$sizeR+1;
]

14

SEndR = SeachFusion|[2

}
SFUSIONconteo++;

# Write to fusions+Repeat.txt

SsizeR-1;

]-$sizeR+1;

(with repeat)
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push @datas 1, [@eachFusion[0..10], $StartL, $EndL,
$StartR, S$SEndR, S$seql, S$splicel, $spliceR, $segR, $Splice, SFUSION-
conteo];

}

close FUSION;

# Salida del resultado
open my $SDATAS , '> fusions analysis.txt';
say SDATAS Jjoin "\t",

gw (chr junctionl junctionR direction jCount jPair
jPairRead contradict ReadsL ReadsR jScore startlL endL startR endR
seqgql sitel siteR segR Splicing ID fusion);

for my $j (0 .. S#datas 1) {
# sacamos la informacién, por 1l{ineas
say $SDATAS join "\t",@{Sdatas 1[$j]};
}
close S$DATAS;

Codigo Anexo 2 Script editado a partir del de Wang.

Este codigo se encuentra en formato perl (.pl), identifica el tipo de splicing de las fusiones
presentes en el archivo fusions.out, les otorga un numero, siendo el 4 el splicing candnico o
esperado.

Como salida, este codigo entrega un archivo que contiene la ubicacion los cromosomas que
interactuan por lado de cada fusion, el inicio y final de cada lado, la direccion (ff, fr, rf o rr),
fragmentos de read, el tipo de splicing id de la fusion, entre otros. Esta informacion es procesada
con un segundo script (Codigo Anexo 3). La principal diferencia que tiene el script de Wang y
el editado es que el script de Wang pide el ingreso a una base de datos MySQL, que contiene la
informacion de las anotaciones del genoma humano, especificamente de los exones, ademds de
las anotaciones de RepeatMasker. Esto produce un excesivo gasto de tiempo y recursos
computacionales, lo que fue mejorado en el script editado, donde no se ingresa a una base de
datos, por lo que los archivos resultantes se encuentran menos procesados y mediante el
segundo script se genera un procesamiento de los datos, con ayuda principalmente de bedtools.

#!/bin/bash
#para ejecutar este archivo se requiere de:
## tener instalado bedtools
## Una lista de los archivos resultantes de tophat fusion
## carpeta con los archivos resultantes de tophat fusion
## las coordenadas de los exones y rpmk editados en formato
BED (Homo sapiens hgl9)
## el script editado de Wang (script.pl)
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## archivo de coordenadas CpG del reloj de Horvath en formato
BED (Homo sapiens hgl9)

1s tophat/ > Tophat 1list

my file="Tophat list"
£=0.9
for var in $(cat -t Smy file); do

mkdir -p S$var

#se eliminan los resultados sin lado izquierdo o derecho

awk 'BEGIN{OFS=FS="\t"} ($17~/[ATCG]/ ) {print $0}'
tophat/$var/fusions.out > fusions 2.out

#ejecucidn de script en busca de candidatos

perl script.pl fusions 2.out

# 'fusions analysis' salida de script

# separacién de lados Derecho e izquierdo R y L

# jCount >1, numero de reads que coinciden

awk 'BEGIN{OFS=FS="\t"} ($5>1) {print $0}' fusions analy-
sis.txt > L1

# Splicing == (candénico)

awk 'BEGIN{OFS=FS="\t"} ($20==4) {print $0}' L1 > L2

# Largo de los reads >=25

awk 'BEGIN{OFS=FS="\t"} ($9>=25) {print $1,$12,$13,S$NF,"."}"
L2 > L3

# Separacién de lados chr-chr — chr chr

awk 'BEGIN{OFS=FS="-"}{print $1"\t"$2}' L3 > L4

# Coordenadas lado izquierdo

awk 'BEGIN{OFS=FS="\t"}{print $1,$3,%4,$5,%$6}"' L4 >
$var/left coordinates.bed

awk 'BEGIN{OFS=FS="\t"} ($5>1) {print $0}' fusions analy-
sis.txt > R1

awk 'BEGIN{OFS=FS="\t"} ($20==4) {print $0}' R1 > R2

awk '"BEGIN{OFS=FS="\t"} ($10>=25) {print $1,$14,$15,SNF,"."}"
R2 > R3

awk 'BEGIN{OFS=FS="-"}{print $2}' R3 > $var/right coordi-
nates.bed

# Bedtools, uso de f, porcentaje minimo de interseccidn entre
Ay B

bedtools intersect -a Svar/left coordinates.bed -b exon coor-
dinates.bed rpmk coordinates.bed -wa -wb -f S$f > Svar/out left.bed

bedtools intersect -a S$var/right coordinates.bed -b exon co-
ordinates.bed rpmk coordinates.bed -wa -wb -f $f >
$var/out right.bed

# Orden de salidas derecha e izquierda

sort -t $'\t' -k4,4 -n
$var/out left.bed >$Svar/sort out left.bed

sort -t $'\t' -k4,4 -n $var/out right.bed >
$var/sort out right.bed

# Se inserta el titulo a los archivos ordenados, para poder
usar join

sed -1
'ls/”/chr left\tbegin left\tend left\tID\tscore 1l\tnum\tchr exon-
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rpmk\t\begin exon-rpmk\tend exon-rpmk\tname exon-
rpmk\tscore 2\tstrand\n/' $var/sort out left.bed

sed -1
'ls/”~/chr rigth\tbegin rigth\tend rigth\tID\tscore I1\tnum\tchr exon
-rpmk\t\begin exon-rpmk\tend exon-rpmk\tname exon-
rpmk\tscore 2\tstrand\n/' $var/sort out right.bed

join —--nocheck-order -t S$'\t' -1 4 -2 4
$var/sort out left.bed $var/sort out right.bed > $var/join out.txt

# Seleccién de los cromosomas iguales por lado ADEMAS DE LA
MISMA CADENA

awk 'BEGIN{OFS=FS="\t"} ($2==$13) {print $0}'
Svar/join out.txt > Svar/precandidatos.txt

awk 'BEGIN{OFS=FS="\t"} ($12==523) {print $0}' S$Svar/precandida-
tos.txt > $var/candidatos.txt

# Se eliminan los resultados que corresponden a exon-exon

awk
'"BEGIN{OFS=FS="\t"} (substr(5$10,1,4) !=substr($21,1,4)) {print $0}"
$var/candidatos.txt > $var/TE-exon TE TE.txt

# Se eliminan los resultados que corresponden a TE-TE

awk 'BEGIN{OFS=FS="#"} ($5~/7$/) {print $0}' $var/TE-
exon TE TE.txt > $var/candidatos TE exon.txt

# Se muestran solo las coordenandas de ambos lados junto a su
cadena, y el tipo de TE o exdbén

awk 'BEGIN{OFS=FS="\t"} ($2==$13) {print
$1,$2,83,%4,$10,812,$13,814,$15,821,$23}"' $var/candida-
tos TE exon.txt > $var/TE exon.txt

## COORDENADAS de TODAS LAS EXONIZACIONES :p la BEGIN=menor
coordenada inciial END= mayor coordenada final

fawk 'BEGIN{OFS=FS="\t"}{if ($8<=$19) {if ($9>=$20) {print
$7,$8,%9,51"#"s10"#"$21,5%11,$12} else {print
$7,88,%$20,$1"#"S$10"#"$21,511,512}} else {if($9>=520) {print
$7,$19,89,$1"#"S$10"4#"$21,5$11,%12} else {print
$7,$19,820,81"4#"s10"4#"$21,811,9812}}}"' $Svar/candidatos TE exon.txt >
$var/coordenada exonizacion.bed

awk 'BEGIN{OFS=FS="\t"}{if (substr($10,1,4)=="exon") {print
$7,$8,%89,81"4"s$21,511,512} else {print
$7,$19,820,81"4"510,$22,9823}}"' Svar/candidatos TE exon.txt >
$var/coordenada exonizacion.bed

# Se eliminan las posibles duplicaciones

## sort TE-exon.txt es el archivo que contiene todas las exo-
nizaciones de TEs encontradas en el analisis.

sort -u $var/TE exon.txt > $var/exonizaciones de TEs.txt

#### bUsqueda de genes que contienen exonizaciones de TEs y
CpG de Horvath

bedtools intersect -a genes.bed -b $var/coordenada exoniza-
cion.bed -s -wa -wb | sort -u > $var/genes exonizaciones $var.bed

bedtools intersect -a S$var/genes exonizaciones $var.bed -b
CpG _islands/coordenadas cpg 25k.bed -s -wa -wb | sort -u > $var/ge-
nes ex-te DNAM 25K $var.bed

awk 'BEGIN{OFS=FS="\t"}{print $4}' S$var/genes_ex-
te DNAM 25K Svar.bed | sort | unig -c | sort -nr > $var/num ge-
nes ex-te DNAM 25K
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sed -1 'li '$var'' Svar/num genes ex-te DNAM 25K
wc -1 L1 L2 L3 Rl R2 R3 $var/candidatos.txt $var/TE-
exon TE TE.txt S$var/candidatos TE exon.txt > $var/5 filtros
rm -r L1 L2 L3 L4 R1 R2 R3
## Guarda los resultados del script en la carpeta
mv fusions analysis.txt Svar
## Cuenta la cantidad de familias de TEs (CAMBIAR NOMBRE)
awk 'BEGIN{OFS=FS="#"}{print $2}' Svar/exonizacio-
nes de TEs.txt | sort | unig -c > $var/$var\ TE-exon
## Se afiade un titulo, con el nombre del archivo, esto para
poder ordenarlas
sed -1 'li 'Svar'' Svar/Svar\ TE-exon
done
mkdir £ Sf
mv Tophat Fusion * f $f
cp £ $f/Tophat Fusion */genes exonizaciones *.bed f $Sf/
cp £ $f/Tophat Fusion */genes ex-te DNAM *.bed f $Sf/
cat £ $f/Tophat Fusion */num genes ex-te DNAM 25K > num genes ex-
te DNAM 25K
cat £ $f/Tophat Fusion */Tophat Fusion * > TEs
mv num genes* TEs f Sf

Codigo Anexo 3 Script de procesamiento

Este script utiliza el resultado del Codigo Anexo 2 para analiza uno a uno los archivos de salida de
tophat fusién, ejecutando los 5 filtros para encontrar las exonizaciones de TEs. Este Scrip entrega los
resultados del objetivo 2 y parte del objetivo 3

#llamado a librerias

library(ggplot2)

library(tidyr)

prenatal <- read.delim(“muestras prenatal.txt”, sep="\t”,
header=TRUE)

#Grafico proporciones de Familias de Elementos Transponibles en las
distintas muestras

prenatal %>% gather ("Tipo","Value", -ID, -edad 2, -SampleName, -
edad 1, -sexo,-exo number, -LTR, -DNA, -SINE, -LINE, -Otro, -fu-
sion analysis, -prop exo) 3%>%

ggplot (aes (ID, Value, fill=Tipo)) +

geom bar (position="stack", stat = "identity")+geom label (aes(la-
bel=Value), position = position stack(.5)) +

theme bw()+ theme (text=element text (size=16), axis.text.x = ele-
ment text (angle=90)) +

labs (x='Semanas de Gestacién', y='Porcentaje de Tipo de TE', ti-
tle='Porcentaje de Tipo de TE\nen las exonizaciones en Muestras
Prenatales')+ facet wrap(~ sexo)

#leer el archivo con las muestras
muestras <- read.delim(“muestras.txt”, sep="”\t”, header=TRUE)

#GRAFICO Exonizaciones de TE v/s Edad cronoldgica
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ggplot (muestras3, aes(ID orden2, prop exo, fill=tipo))+

geom point (aes (color=sexo))+

geom_ smooth (method=1m)+labs (y='Proporcién de numero\nde Exonizacio-
nes de TEs', x='Edad de las muestras', title='Proporcidén de numero

de Exonizaciones de TEs vs edad de las Muestras') +
theme (text=element text (size=25), axis.text.x = element text (an-
gle=90))+

scale x discrete(limits=c("4w", "5w", "e6w", "7w", "8w", "9w",
":I_OW", ":I_:I_W", "l2w"’ "13w", "l6w"’"",""’"O-Ooy"’ "0.0ly", "O-O4y"’
"0.05y", "O‘5y", "O‘6y", 110‘74y", "2y", "4y", "’7y", "8y", "13y",
"l4y", "16y", "l7y", "29y", "32y", "39y", "50y", "53y", "58y"))+
geom point (aes (ID orden2, CpG prop))+geom smooth (method=1m)

#GRAFICO Exonizaciones de TE con islas CpG v/s Edad cronoldgica
ggplot (muestras3, aes(ID orden2, CpG prop, fill=tipo))+

geom point (aes (color=sexo))+

geom_smooth (method=1m) +

labs (y='Proporcién de numero\nde Exonizaciones de TEs con islas
CpG', x='Edad de las muestras', title='Proporcidén de numero de Exo-

nizaciones de TEs con islas CpG vs edad de las Muestras') +
theme (text=element text (size=25), axis.text.x = element text (an-
gle=90))+

scale x discrete(limits=c("4w", "5w", "ow", "7w", "8w", "Ow",
"low", Hllw", ":I_ZW", "13w", "16W","","","O'Ooy", "0.0ly", "O'O4y",
"O-OSY", "O.5y", "O.6y", "O.74y", "2y", "4y", "7y", "8y", "13y",
"14y", "16y", "17y", "29y", "32y", "39y", HSOy", "53y", "58y") )

#Grafico Exonizaciones de TEs v/s Exonizaciones de TEs con islas
CpG

ggplot (muestras3, aes(prop exo, CpG prop, fill=tipo))+

geom point (aes (color=tipo))+

geom_ smooth (method=1m) +

labs (y='Proporcién de numero\nde Exonizaciones de TEs con islas
CpG', x='Proporcién de numero de\nExonizaciones de TEs', ti-
tle='Proporcién de Numero de Exonizaciones de TEs vs Exonizaciones
de TEs con islas CpG', legend='Tipo de Muestra') +

theme (text=element text (size=25))

#Grafico Tridimensional

> scatterplot3d(x=c(orden), prop cpg, prop exo, pch = 19, color =
"blue", xlab="Edades", ylab="\n\nProporcidén numero de\n exonizacio-
nes con islas CpG", zlab="Proporcidn de numero de exonizaciones",
main="Proporcidén de Exonizaciones de TE\nv/s Proporcidén de Exoniza-
ciones de TE con islas CpG\nv/s Edad cronoldgica",
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X.ticklabS:C("4W", "8W", "l6w","O‘Oy", "8y", "29y","39y","58y") ,
grid=TRUE, box=TRUE, cex.axis=1, angle=45)$plane3d(my.lm)
> my.l1lm

Call:
Im(formula = prop exo ~ orden + pProp cpg)

Coefficients:
(Intercept) orden pProp_cpg
1.534e-03 4.017e-05 3.078e+01

Codigo Anexo 4 Codigo de creacion de grdfico en Rs de la actividad 3.4
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