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Resumen

Las células de ligamento periodontal (CLP) representan una estrategia prometedora para el desarrollo de
terapias celulares para el tratamiento de enfermedades, entre ellas la obesidad. Lo anterior, debido a su
facil obtencion, escasos conflictos éticos y su potencial de diferenciacion al linaje adipogénico. En el
proceso adipogénico interviene la actividad de factores de transcripcion como el receptor de peroxisoma
activado por proliferador y (PPARy) e isoformas como PPARy2, los cuales pueden ser regulados por
marcas epigenéticas como la acetilacion de la histona 3 en la lisina 9 (H3K9ac); sin embargo, los
mecanismos moleculares involucrados en esta interaccion han sido poco abordados en las CLP. Una
estrategia metodologica empleada para responder si una marca epigenética estd asociada con la
diferenciacion celular es la inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP). Por lo tanto, en este trabajo se
analizo el enriquecimiento de la H3K9ac mediante ChIP-qPCR empleando oligonucledtidos que
corresponden al sitio probable de la region promotora de PPARy2 en CLP durante la diferenciacion
adipogénica. Los resultados obtenidos demostraron el enriquecimiento de la marca H3K9ac en los sitios
3 y 4 cercanos al inicio de la transcripcion en el gen PPARy2. Estos hallazgos permitirdn comprender la
contribucion de H3K9ac en el mecanismo molecular de la adipogénesis.
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ChIP-qPCR: ANALYSIS OF HISTONE H3 LYSINE 9
ACETYLATION ENRICHMENT IN PERIODONTAL
LIGAMENT CELL IN ADIPOGENESIS

Abstract

Periodontal ligament cells (PLC) represent a promising strategy for the development of cellular therapies
for the treatment of diseases, including obesity, this is due to their easy obtaining, few ethical conflicts,
and their potential for differentiation to the adipogenic lineage. The adipogenic process involves the
activity of transcription factors such as peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARy) and
isoforms such as PPARy2, which can be regulated by epigenetic marks such as the acetylation of histone
3 at lysine 9 (H3K9ac). However, the molecular mechanisms involved in this interaction have been
poorly addressed in CLPs. One methodological strategy used to answer whether an epigenetic mark is
associated with cellular differentiation is chromatin immunoprecipitation (ChIP). Therefore, this work
analyzed the enrichment of H3K9ac by ChIP-qPCR at four probable PP4Ry2 transcription initiation sites
in CLP during adipogenic differentiation. The results demonstrated the enrichment of the H3K9ac mark
in sites 3 and 4 close to the start of transcription in the PPARy2 gene. These findings will allow us to
understand the contribution of H3K9ac in the molecular mechanism of adipogenesis.

Keywords: Periodontal ligament cells, chromatin immunoprecipitation, obesity, PPARy2, histone
acetylation

autorrenovaciéon, baja  inmunogenicidad y
1. Introduccion capacidad de diferenciaciéon multilinaje (Rodas-
Junco etal., 2017). Entre ellas, destacan las células
obtenidas de ligamento periodontal humano
(CLP), debido a que poseen un potencial de
diferenciacion al linaje adipogénico, ademas de
expresar genes relacionados a este fenotipo
(Mercado-Rubio et al., 2021).
La regulacion génica de la obesidad esta
influenciada por la actividad de factores de
transcripcion (FT) como la proteina  de union al
potenciador de CCAAT (C/EBPB y C/EBPA), y el
receptor de peroxisoma activado por proliferador
v (PPARy) (Zhang et al., 2012). PPARy, en
particular su isoforma 2, desempefia un papel
importante en el proceso adipogénico (Jin et al.,
2014). PPARy2 estd modulado por mecanismos
epigenéticos, como la metilacion del ADN, las
modificaciones de las histonas y los ARN no
codificantes (Qian et al., 2021).
La acetilacion, es una modificacion en las
histonas, que tiene un papel en la regulacion de la
expresion génica. Ya que, facilita la formacion de
una estructura de cromatina mas accesible,

La obesidad se define como el incremento
excesivo del tejido adiposo y actualmente emerge
como un desafio cada vez mas apremiante en el
ambito de la salud a nivel mundial. Se proyecta
que para el ano 2030 (Masood & Moorthy, 2023),
aproximadamente el 58% de la poblacion adulta
se vera afectada por esta condicion. Este
fendomeno no solo se limita a la acumulacion de
grasa, sino que también conlleva el riesgo de
inducir comorbilidades, tales como hipertension
arterial, resistencia a la insulina, diabetes tipo 2
(DMT2), sindrome metabolico (SM),
enfermedades cardiovasculares, entre otras
(Franzago et al., 2022).

Una estrategia empleada para abordar este
problema es el uso de las células troncales de
origen dental (CTOD) ya que se han convertido en
herramientas prometedoras para la terapia celular
dada su accesibilidad, potencial de
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ademas, de estar asociada directamente con
eventos biologicos como la progresion de la
obesidad (Funato et al., 2011; Tateishi et al.,
2009). En este contexto, se ha observado una
induccion en la acetilacion de las lisinas 9 y 27 en
la histona H3 (H3K9ac, H3K27ac) en el locus del
gen PPARy (Mikkelsen et al, 2010).
Especificamente, la marca epigenética H3K9ac
participa en el proceso de adipogénesis, aunque su
papel exacto aun se desconoce. Algunos estudios
sugieren que puede actuar como coactivador y
facilitar la union de factores de transcripcion a sus
genes diana, promoviendo asi la expresion génica
durante la diferenciacion adipogénica (Zhou et al.,
2014). Otro estudio sugiere que H3K9ac puede
mantener la pluripotencia de las células e inhibir
la adipogénesis en determinadas condiciones
(Hezroni et al., 2011).

Por lo tanto, para estudiar la relacion que existe
entre esta marca epigenética y el gen PPARy2, una
estrategia metodologica empleada es la
inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP), la cual
permite mapear modificaciones de histonas y
factores de transcripcion que se unen al ADN. Este
enfoque proporciona una vision in vivo de los
cambios nucleares dindmicos que tienen lugar
durante el proceso adipogénico, ofreciendo asi una
comprension mas completa de la regulacion
genética de este (Cardamone et al., 2018; Haim et
al., 2013).

Wang et al. (2008) empled la metodologia de ChIP
con el andlisis de microarreglos (ChIP-chip) para
investigar la interaccion entre los genes
reguladores de la adipogénesis (PPARy y CEBPa)
y las modificaciones de histonas en diferentes
etapas de la adipogénesis en células de adipocitos
3T3-L1. Donde encontr6 que los niveles elevados
de H3K4me3 estaban correlacionados con los
sitios de inicio de la transcripcion (TSS), mientras
que las regiones enriquecidas con H3K4me2 y
H3K9ac se asociaban con las regiones
potenciadoras (Bernstein et al., 2006; Heintzman
& Ren, 2009).

En células diferenciadas 3T3-L1, Lee y Ge, 2014
observaron mediante ChIP y andlisis de
secuenciacion (ChIP-seq) un enriquecimiento
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significativo de las marcas epigenéticas H3K9ac y
H3K27ac en la regién promotora y regiones
potenciadoras intergénicas de PPARy2 que
favorecia su actividad transcripcional para el
desarrollo del mecanismo adipogénico (Lee y Ge,
2014). En células embrionarias de raton, las
marcas epigenéticas H3K9ac y H3Kl4ac
presentan un enriquecimiento en diferentes
regiones gendmicas de PPARy que incluyen al
promotor, regiones intergénicas ¢ intronicas
asociada con una mayor transcripcion del gen
(Karmodiya et al., 2012).

Los resultados anteriores destacan la importancia
del estudio de la interaccion entre la marca
epigenética H3K9ac y el regulador mas
importante del fenotipo adipogénico PPARy2, la
cual ha sido ampliamente estudiada en modelos
murinos; sin embargo, su papel en la adipogénesis
en CTOD es poco conocido.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue analizar
el enriquecimiento de H3K9ac en diferentes
regiones génicas de PPARy2 en CLP en la
diferenciacion adipogénica.

2. Metodologia

2.1 Cultivo celular

La CLP criopreservadas fueron aisladas de un
paciente masculino de 17 afos, con previa firma
del consentimiento informado de acuerdo con los
criterios de inclusion y exclusion del protocolo
experimental aprobado por el Comité de
Investigacion Etica del Centro Regional de
Investigacion Dr. Hideyo Noguchi, UADY
(Numero de Aprobacion: CIE-06-2017). Las CLP
se cultivaron en Medio Eagle’s alfa modificado (a-
MEM, Gibco) suplementado con 10% de Suero
Fetal Bovino (SFB, Gibco) y 1% de Antibidtico-
Antimicotico (penicillin/streptomycin, Gibco) a
37°C y 5% de CO; en atmodsfera humeda hasta
alcanzar el pase celular 4 para realizar los estudios
posteriores.

2.2 Diferenciacion adipogénica

Para la diferenciacion adipogénica, se emplearon
un total de 3 x 10* células/mL de CLP en pase 4,
con una confluencia del 80%. Las células fueron
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sometidas a induccion adipogénica durante un
periodo de 21 dias empleando el medio de
diferenciacion  adipogénico [MIA: o-MEM
suplementado con 10 % SFB, 1 %
antibiotico/antimicético, dexametasona (1 uM), 3-
isobutil-1 metil xantina (500 uM), indometacina
(60 uM), insulina (1.72 pM)].

2.3 Tincion con aceite rojo oleoso

Para confirmar que las células presentaban la
formacion de las vacuolas lipidicas caracteristicas
del fenotipo adipogénico. Las CLP se fijaron
durante 30 min con paraformaldehido al 10%, se
lavaron con PBS 1x y se tifieron con solucion de
aceite rojo oleoso (0.21% de Oil Red O en alcohol
isopropilico al 60%) durante 30 min a temperatura
ambiente. Las células se lavaron con agua y se
fotografiaron mediante un microscopio invertido.

2.4 Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP)
Los ensayos de ChIP para PPARY2 se realizaron
mediante la adaptacion de los protocolos descritos
por (Raha et al, 2010; Rodriguez-Ubreva &
Ballestar, 2014; Sullivan & Santos, 2020) para las

CLP en adipogénesis. Los ensayos de
inmunoprecipitacion (IP) se llevaron a cabo
utilizando 1x10® células/mL, las cuales se

recuperaron de la caja de cultivo mediante
triptinizacion y se resuspendieron en PBS 1X pH

7.4. Las células se fijaron con formaldehido al 16%

durante 10 min a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo, la reaccion se detuvo con
glicina 1.25 M a 4°C. Posteriormente las cé€lulas
fijadas fueron centrifugadas a 750g durante 5 min
a 4°C para recolectar la pastilla. Esta se
resuspendid en un buffer de sonicacion (0.1% SDS,
0.1% Triton X-100, 2mM EDTA, 20mM Tris-HCI
pH 8.1, 500mM NacCl, més un coctel de inhibidor
de proteasas 1x SIGMA).

Posteriormente se realizo la fragmentacion de la
cromatina mediante la sonicacion de la muestra

empleando el equipo CV18 (Cole Parmer) con 50%

de amplitud a 4°C hasta alcanzar 30 ciclos (30 seg
on/30 seg off). Para inmunoprecipitar los
fragmentos de cromatina, se incubo la cromatina
sonicada junto con el anticuerpo H3K9ac 1:20
(Invitrogen) toda la noche a 4°C en agitacion y
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como control se empled una muestra sin el
anticuerpo de interés (INPUT). Después, se
afiadi6 la proteina G agarosa (Invitrogen) y se
incubo durante 3 h a 4°C en rotacion. Tras ello, se
llevaron a cabo una serie de lavados empleando las
siguientes soluciones: amortiguador de baja
concentracion salina (0.1% SDS, 1% Triton X-100,
2mM EDTA, 20 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM
NaCl), amortiguador de alta concentracion salina
(0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA,
20mM Tris-HClI pH 8, 500 mM NaCl),
amortiguador de LiCl y amortiguador Tris-EDTA
(TE). Una vez finalizados los lavados, se eluyo6 la
cromatina inmunoprecipitada con buffer de
elucion (1% p/v SDS, 100 mM NaHCO3).
Finalmente, para aislar el ADN de interés, se
incubd la muestra con 160 mM NaCl y 20 pg de
RNAasa, seguido de 2 h de incubacion a 45°C con
la proteinasa K, la extraccion se llevo a cabo
mediante el método fenol-cloroformo y
precipitacion con etanol.

2.5 Diseiio de oligonucledtidos para la region
promotora de PPARy2

Con la finalidad de evaluar si existe un
enriquecimiento significativo de H3K9ac en las
regiones gendmicas de PPARy2, se disefiaron
oligonucledtidos especificos para evaluar la
interaccion de ADN con esta marca epigenética.
Para ello, se emple6 la secuencia del gen PPARy2
reportada  en el NCBI (NG 011749.1,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov), seleccionando un
fragmento de esta de 5640 pb (87061-92701), que
comprende dos CDS (90643 pb, ATGgttgaca y
92253, GTGcaatcaa). A partir del cual, se
seleccionaron cuatro sitios probables de union a la
region promotora del gen PPARy2 (Figura 2A)
mediante el servidor Promoter 2.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/Promo
ter-2.0/). Posteriormente, se generaron los pares
de oligonucledtidos con el programa Primer 3,
asegurando que los amplicones tuvieran una
longitud entre 100 y 250 pb, y con un contenido
de GC del 50% (Tabla 1). Los oligonucledtidos
disefiados fueron validados mediante una PCR
punto final utilizando como templado ADN
gendémico de CLP obtenido con el Kit Zymo
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Reasearch Quick-DNA (No. Cat. D3012) de
acuerdo con las instrucciones del proveedor

Tabla 1. Secuencias y localizacion respecto al TSS de los oligonucledtidos empleados para ChIP-qPCR

Localizacion respecto al

Oligonucleotidos Secuencia 5’ a 3’ TSS
Oligonuclestido 1 gcccecttetgetgaaactte -655 pb
tccccactggctaacaaagg
Oligonucledtido 2 gtctcgaactcctgacctca -492 pb
aaggtatacaggccaggcac
cgcccagatgagattactt -123 pb
Oligonucleotido 3 SeEeeCagdisns P
agaatggcatctctgtgtcaa
cctctcacatgtetccatacaca 1586 pb

Oligonucleotido 4

ctgaaatgaaataataaagtttcaaca

2.6 ChIP-qPCR

Para analizar el ADN inmunoprecipitado se llevo
a cabo una qPCR utilizando SYBR® Green dye
(BioRad), empleando como templado el ADN
inmunoprecipido de las CLP (IP) y como control
el ADN total de las CLP (IN). El enriquecimiento
se calculd con los valores de CT obtenidos de la
reaccion de qPCR de los sitios probables de union
al promotor en las muestras IP e IN mediante la
formula:

Enriquecimiento=2/ (€T IN)- €T (1P)

2.7 Analisis estadisticos

Para evaluar las diferencias significativas entre
datos, se realizo un analisis de varianza (ANOVA)
utilizando SigmaPlot v12. Este analisis se aplico a
los datos recopilados en el andlisis de expresion
relativa de las muestras IP e IN. Posteriormente,
para identificar las diferencias especificas entre
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los datos, se llevo a cabo la prueba de Tukey como
un analisis post hoc.

3. Resultados

3.1 Diferenciacion adipogénica en células de
ligamento periodontal

Con el objetivo de evaluar la interaccion entre
PPARy2 y la marca epigenética H3K9ac durante el
proceso adipogénico, fue importante verificar que
las CLP presentaran la morfologia caracteristica
para este fenotipo. En este sentido, se observé que
las CLP presentaron un incremento significativo
en la deposicion de lipidos después de 21 dias de
diferenciacion adipogénica (Figura 1B). Esto se
corrobor6 mediante la tincidon con aceite rojo
oleoso (OROS, Figura 1C). Por lo tanto, las CLP
tienen la capacidad de diferenciarse hacia el linaje
adipogénico.
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Figura 1. Microfotografias del proceso de diferenciacion adipogénica de CLP a los 21 dias de induccion. (A)
Microfotografia del control sin induccion adipogénica. (B) Microfotografia de las CLP sometidas al proceso de
diferenciacion adipogénica, mostrando la formacion de vacuolas lipidicas. (C) Microfotografia de la tincion de las

vacuolas lipidicas con el aceite rojo oleoso (OROS).

3.2 Validacion de los
especificos para ChIP-qPCR
Los juegos de oligonucledtidos seleccionados para
verificar los posibles sitios de interaccion de la
H3K9ac con la region promotora de PPARy?2 se
presentan en la Figura 2A. Los oligonucledtidos 1-
3 se distribuyen a -655 pb, a -492 pby a -123 pb
respecto al sitio de inicio de la transcripcion (TSS),
mientras que los oligonucledtidos numero 4
fueron disefiados a 1586 pb respecto al TSS.

oligonucleotidos

La wvalidacion de la especificidad de los
oligonucledtidos se llevo a cabo mediante pruebas

Cromosoma 3: 12,326,867-12,477,843

NG_011749.1

-655 -550 -492 -397 -123 +22
Oligonucleétido 1 Oligonucleétido 2 Oligonucledtido 3

-----
-
-

de amplificacion por RT-PCR utilizando ADN
genémico de CLP como control positivo para
simular las condiciones del entorno bioldgico real.
Esto permiti6 obtener resultados precisos y
reproducibles para evaluar las interacciones
proteina-cromatina. Los resultados revelaron
bandas tnicas y definidas en las muestras de ADN
gendmico de CLP (Figura 2B). Con ello, se valido
que los cebadores eran idoneos para su utilizacion
en ensayos de ChIP-qPCR, asegurando una
amplificacion especifica y eficiente para analizar
los sitios de interés durante la
inmunoprecipitacion de la cromatina.

(B) Promotor- PARy2

ADN
genoémico

Oligonucleétido 1

Oligonucledtido 2

Oligonucleétido 3

Oligonucledtido 4

Figura 2. Mapa de localizacion y validacion de los oligonucledtidos empleados para ChIP-qPCR. (A)
Localizacion de los oligonucleodtidos disefiados para identificar los sitios probables union a la region promotora de
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PPARy2. (B) Validacion de oligonucleotidos empleando como templado ADN genomico de CLP mediante RT-
PCR. El producto de la PCR se visualiz6 en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con Sybr Gold.

3.3 Analisis del enriquecimiento de H3K9ac en
la region promotora de PPARy2

Con la finalidad de analizar las posibles
interacciones de la histona H3K9ac en la region
promotora del gen PPARy2, se empled la
metodologia de ChIP-qPCR. Los resultados
obtenidos de la ChIP-qPCR revelaron un patrén de
enriquecimiento particular entre los cuatro
oligonucledtidos  correspondientes a  sitios
probables de union a la region promotora del gen
PPARy2. Observando que los oligonucleotidos 3 y
4 presentaron un incremento significativo en el
enriquecimiento con la histona H3KO9ac en
contraste con los oligonucledtidos 1 y 2.
Especificamente, el oligonucledtido 3 mostré un
aumento del 20% en comparacion con el
oligonucleétido 4, y de alrededor del 75% y 90%
en comparacion con los oligonucledtidos 1 y 2,
respectivamente. Esto indica una mayor union de
la marca H3K9ac en este sitio especifico, el cual

Cromosoma 3: 12,326,867-12,477,843

+1

NG_011749.1 +

-655  -550 -492 -397
I 1 Olig ] ol lectido 3

se encuentra cercano al sitio de inicio de la
transcripcion (TSS). Por otro lado, se observo un
aumento del 60% y 80% en el enriquecimiento de
H3K9ac con el oligonucledtido 4 en comparacion
con los resultados obtenidos con los
oligonucledtidos 1 y 2, respectivamente. En
contraste, los oligonucleotidos 1 y 2 no mostraron
un enriquecimiento significativo, lo que sugiere
una falta de interaccion entre H3K9ac durante las
condiciones experimentales. Estos hallazgos
resaltan una selectividad diferencial en la unioén de
H3K9ac a los sitios especificos de la region
promotora, destacando un enriquecimiento
significativo en la region proximal al TSS
utilizando el oligonucleodtido 3 (Figura 3B). Este
perfil de enriquecimiento ofrece una vision crucial
sobre la regulacion diferencial de la actividad
génica asociada con estos sitios particulares de
inicio de la transcripcion.
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Figura 3. Enriquecimiento de H3K9ac en los sitios probables de union a la region promotora de PPARy2. (A)
Mapa de localizacion de los sitios probables de interaccion de H3K9ac en la region promotora. (B) En la figura se
presentan los resultados obtenidos de los analisis por ChIP-qPCR de los diferentes sitios de union a la region
promotora seleccionados mediante el Promoter 2.0. Los resultados representan la media + error estandar (ES) para
n=3. El analisis estadistico se llevo a cabo mediante un analisis de varianza (ANOVA), seguido de pruebas post

hoc de Tukey, con una significancia estadistica p<0.05.
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4. Discusion

La metodologia de ChIP-qPCR es una
herramienta importante para investigar las
interacciones proteina-ADN a nivel molecular
(Sullivan y Santos, 2020). Esta técnica, puede
contribuir en la identificacion de los mecanismos
moleculares asociados al proceso adipogénico.
Especificamente, a investigar la contribucion de
los genes asociados con la diferenciacion
adipogénica, como PPARy2.

Los resultados obtenidos mediante la técnica
ChIP-gPCR revelan un patron distintivo de
enriquecimiento de la  histona H3KO9ac,
identificado mediante los cuatro juegos de
oligonucleétidos que corresponden a sitios
probables union al promotor del gen PPARy2
(Figura 3). De manera interesante, se observo un
aumento significativo con los oligonucle6tidos 3 y
4 en comparacion con los oligonucledtidos 1y 2,
sugiriendo una deposicion diferencial de la
modificacion epigenética en estos  sitios
especificos (Figura 3).

En particular, el oligonucledtido 3 el cual se
encuentra ubicado cerca del inicio de la
transcripcion del gen PPARy2, presentd un
incremento significativo en el enriquecimiento
con H3K9ac. Este hallazgo podria indicar una
funcion clave de este sitio en la regulacion de la
actividad génica asociada a PPARy2. La histona
H3K09ac, conocida por su papel en la activacion
transcripcional, podria estar desempefiando un
papel crucial en la promocion de la expresion
génica en este sitio en particular. Esto se ha
reportado en células de raton donde se ha
encontrado un aumento en H3K27ac en los sitios
de inicio de la transcripcion de Pparylsv'y Ppary2
después de la diferenciacion adipogénica
(Takenaka et al., 2019).

En el caso de las células 3T3-L1 en diferenciacion
adipogénica se ha reportado un enriquecimiento
en H3K9ac en regiones proximales al sitio de
inicio de la transcripcion (Wang et al., 2019),
indicando que estas 4areas tenian un papel
importante en la regulacion de la transcripcion de
PPARy2.
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En contraste, los resultados con Ilos
oligonucleétidos 1y 2 no muestran el mismo nivel
de enriquecimiento, esto podria sugerir una
heterogeneidad funcional dentro de los sitios
probables de union a la regién promotora. Esta

variabilidad  podria  relacionarse con la
conformacion de la cromatina en estos sitios y
podria ser importante para entender la

complejidad de la regulacion génica asociada a
PPARy2. De la misma forma se ha reportado que
el enriquecimiento de H3K9ac en regiones
distales al sitio de inicio de la transcripcion
favorece la generacion de adipocitos por efecto del
reclutamiento de histonas metiltransferasas;
ademads, se sugiere que PPARy también puede ser
capaz de orquestar bucles de ADN como un
mecanismo de regulacion genética facilitando el
reclutamiento de la polimerasa, lo que explicaria
la presencia de un gran nimero de sitios de union
distales de PPARy (Lefterova et al., 2008; West y
Fraser, 2005). Sin embargo, los resultados
obtenidos en el trabajo muestran que las regiones
proximales al TSS podrian tener un papel
importante en el proceso de diferenciacion
adipogénica de las CLP (Figura 3) a diferencia de
las distales.

Por otro lado, en modelos murinos, donde
resultados de ChIP-Seq han revelado un
enriquecimiento con H3K27ac en las regiones
intergénicas cercanas al TSS de PPARy2,
sugiriendo su funcion como potenciadores activos
especificos del tejido adiposo. Nuestros resultados
sugieren que el enriquecimiento de H3K9ac,
independientemente de las regiones de union a
PPARy2 analizadas, podrian tener un papel
importante como elemento potenciador del
proceso adipogénico.

Por otro lado, es fundamental reconocer las
limitaciones de la técnica ChIP-qPCR, como la
posibilidad de variabilidad experimental y la
necesidad de confirmacion con otras técnicas
complementarias tales como ChIP-seq (Kim &
Dekker, 2018), o metodologias mas precisas como
es el caso de CUT&RUN (Skene y Henikoff,
2017).
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incremento en el enriquecimiento de H3K9ac con
En resumen, la variacion en el patron de el oligonucleotido 3, el cual es cercano al TSS de
enriquecimiento diferencial identificado entre los ~ PPARy2. Esto permite inferir que H3K9ac podria
cuatro sitios seleccionados plantea preguntas  ser un modulador importante de la expresion
acerca de los posibles mecanismos que podrian  génica durante el compromiso adipogénico de las
estar relacionados con el aumento o disminucion  CLP.
en el enriquecimiento de H3K9ac. Por lo tanto, es
importante explorar a fondo estas interacciones 6. Agradecimientos
para obtener una vision integral de los procesos
epigenéticos y de regulacion transcripcional que
estan ocurriendo en la actividad de PPARy2.
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metodologia de ChIP-qPCR permitié detectar un

5. Conclusion
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