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RESUMEN

Introduccién: La dependencia del alcohol exhibe un patrén de herencia multi-
factorial. Las vias de respuesta inflamatoria han despertado un interés particular,
especificamente el aspecto epigenético estd muy influenciado étnicamente y por
la evolucién personal de la enfermedad. Objetivo: Comparar el estado de metila-
ci6n de una regién promotora con islas CpG de algunos genes candidatos a dianas
farmacéuticas en la via de respuesta inflamatoria, entre controles e individuos con
consumo problemitico de alcohol de una muestra de una poblacién universitaria
colombiana. Métodos: Previamente, se realizaron estudios sobre 29 variantes
gencéticas que afectan a 10 genes implicados en la respuesta inflamatoria. Luego se
realizd andlisis de la expresién de ARNm y proteinas de algunos de estos genes, perfi-
lando a tres genes para estudios de metilacidn, a saber, SNCA, MIF ¢ IEFNGRI. Se
analizé el estado de metilacién del ADN modificado con bisulfito mediante PCR
con marcaje fluorescente, electroforesis capilar y validacién con secuenciacién de
Sanger. Resultados: Existen cambios en el estado de metilacidn del promotor de los
genes MIF'y SNCA en los casos. Se observé concordancia entre la expresién génica
y el estado de metilacién en MIF en la muestra general, y también con la sintesis de
ARNm-SNCA, sin cambios apreciables en la proteina, aunque con diferencias segin

el sexo. Conclusidn: Nuestro estudio proporciond informacién sobre el estado de
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metilacién de los promotores SNCA y MIF y su relacion con la expresion génica
en fenotipos de consumo problemitico de alcohol. Estas dos proteinas se proponen

como candidatas para estudios de modelado.

Palabras Clave: Metilacién, modificacién con bisulfito, respuesta inflamatoria,
alcohol, SNCA, MIF, IFNGR1

SUMMARY

Methylation status of promoter regions of three inflammatory
response genes in a sample of Colombians with alcohol
consumption problems - an exploratory study

Introduction: Alcohol dependence exhibits a multifactorial inheritance pattern.
The inflammatory response pathways have aroused particular interest; specifically
the epigenetic aspect is highly influenced by ethnicity and by the personal evolu-
tion of the discase. Objective: To compare the methylation status of a promoter
region with CpG islands of some candidate genes for pharmaceutical targets in the
inflammatory response pathway, between controls and individuals with problem-
atic alcohol consumption from a sample of a Colombian university population.
Methods: Previously, studies were carried out on 29 genetic variants that affect 10
genes involved in the inflammatory response. Analysis of the mRNA and protein
expression of some of these genes was then performed, profiling three genes for
methylation studies, namely SNCA, MIF, and IENGRI. The methylation status of
bisulfite-modified DNA was analyzed by PCR with fluorescent labeling, capillary
electrophoresis, and validation with Sanger sequencing. Results: There are changes
in the methylation state of the promoter of the MIF and SNCA genes in the cases.
Concordance was observed between gene expression and methylation status in MIF
in the general sample, and also in the synthesis of mMRNA-SNCA, without appre-
ciable changes in the protein, although with differences according to sex. Conclu-
sion: Our study provided information on the methylation status of the SNCA and
MIF promoters and its relationship with expression in problem drinking pheno-

types. These two proteins are proposed as candidates for modeling studies.

Keywords: Methylation, bisulfite modification, inflammatory response, alcohol,
SNCA, MYF, IFNGR1
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REsumMmoO

Estado de metilagao de regides promotoras de trés genes de
resposta inflamatdria em uma amostra de colombianos com
problemas de consumo de dlcool — um estudo exploratério

Introdugio: A dependéncia do 4lcool apresenta um padrio de heranca multifatorial.
As vias de resposta inflamatéria tém despertado particular interesse, especificamente
o aspecto epigenético ¢ altamente influenciado etnicamente e pela evolugao pessoal
da doenca. Objetivo: Comparar o estado de metilagio de uma regiio promotora
com ilhas CpG de alguns genes candidatos a alvos farmacéuticos na via de resposta
inflamatdria, entre controles ¢ individuos com consumo problemdtico de 4lcool
de uma amostra de uma populagio universitdria colombiana. Métodos: Anterior-
mente, foram realizados estudos com 29 variantes genéticas que afetam 10 genes
envolvidos na resposta inflamatéria. A anélise do mRNA ¢ da expressio proteica de
alguns desses genes foi entdo realizada, tracando o perfil de trés genes para estudos
de metilagao, a saber, SNCA, MIF ¢ IFNGRI. O status de metilagio do DNA modi-
ficado com bissulfito foi analisado por PCR com marcacio fluorescente, eletrofo-
rese capilar e validagio com sequenciamento Sanger. Resultados: Ha alteragées no
estado de metilagio do promotor dos genes MIF e SNCA nos casos. Foi observada
concordancia entre expressio génica e status de metilagio em MIF na amostra geral,
e também com a sintese de mMRNA de SNC4, sem alteragoes aprecidveis na proteina,
embora com diferencas de acordo com o sexo. Conclusao: Nosso estudo forneceu
informagoes sobre o estado de metilagio dos promotores SNCA e MIF e sua relagio
com a expressio génica em fendtipos problematicos de consumo de dlcool. Estas

duas proteinas sio propostas como candidatas para estudos de modelagem.

Palavras-chave: Metilagao, modificagio de bissulfito, resposta inflamatéria, alcool,

SNCA, MIF, IFNGR1

INTRODUCCION

Elalcohol se constituye en la principal sustancia psicoactiva de uso legal que se consume
en Colombia, particularmente en la poblacién universitaria, el 95 % de los estudiantes
declaran haber consumido alcohol al menos una vez en la vida, el 85 % declara un con-
sumo reciente, el 62 % declara un consumo actual, el 75 % de la poblacién encuestada
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tienen conducta de riesgo, es decir 3 de cada 4 personas pueden ser consideradas como
bebedoras de riesgo o con un uso perjudicial y finalmente el 14% de la poblacién mos-
tro signos de dependencia [1].

La alcohol-dependencia es una enfermedad de cardcter multifactorial con un compo-
nente genético de alrededor del 50%. La evidencia genética acumulada, aunque con
resultados contradictorios y una gran heterogeneidad, més la concordancia incompleta
entre gemelos monocigdticos en respuesta al alcohol, sugiere que ademds de los facto-
res genéticos y ambientales, son importantes los epigenéticos [2]. Ademds, los resultados
tan distintos y con escasa reproducibilidad en estudios de variantes genéticas asociados al
alcoholismo nos hacen pensar que, quizds anadido a la heterogeneidad génica propia de
las enfermedades de herencia multifactorial, las diferencias se deban a alteraciones en un
nivel diferente a la secuencia del ADN como lo son: la expresion génica o su regulacion,
la interaccién entre genes, las variables metabdlicas, otras enfermedades concomitantes,
el estado nutricional, el estado de la microbiota intestinal, etc. de los pacientes [3, 4]. El
alcohol y sus “metabolitos” pueden causar cambios epigenéticos, alterando el estado de
metilacién del ADN, modificando las histonas y la expresién de miRNA contribuyendo
a la alteracién en numerosas vias de sefalizacién celulares [5, 6].

Las alteraciones genéticas han sido ampliamente estudiadas, particularmente las
variantes de nucledtido simple (SN'V ’s) que son sustituciones de una base (nucledtido)
por otra en la secuencia de un gen que debe estar en al menos el 1% de la poblacién.
Pueden ser marcadores genéticos ideales en la busqueda de genes de susceptibilidad
a una enfermedad o genes que determinan la respuesta a un firmaco determinado
[7-9]. Los hallazgos més robustos de la influencia genética sobre el alcoholismo estdn
relacionados con SNV '’s de genes que codifican enzimas para el metabolismo del eta-
nol que implican la conversion del etanol a acetaldehido por la enzima alcohol des-
hidrogenasa (ADH) y este ultimo a acetato por la enzima aldehido deshidrogenasa
(ALDH). En el sistema nervioso, el citocromo P4502E1 del sistema microsomal, en
bebedores fuertes cobra relevancia. En Asia las variantes ADH1B*2, que genera una
enzima con 100 veces mas actividad y ALDH2*2 con menor actividad conllevan al
fenotipo que presenta enrojecimiento facial, hipotensidn, dolor de cabeza y nduseas y
por tanto se consideran un factor de proteccién [7]. En Colombia, nuestro grupo de
investigacion realizé un estudio con una muestra poblacional de la region central del
pais encontrando que una combinacién particular de genotipos de ADHI1B, ADHIC,
ALDH?2y CYP2EI podria estar llevando a la poblacién a un posible riesgo, dado que
al presentar alelos cuyo producto enzimatico permite una tasa de oxidacién mayor del
etanol (ADHI1B*2, ADHIC*1, CYP2EIc2) combinados con el genotipo homocigoto
de ALDH2*1 aumentaria las tasas de aclaramiento del alcohol y acetaldehido dando
como resultado una mayor tolerancia al consumo de cantidades elevadas de alcohol,
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siendo esto un factor de riesgo para desarrollar una dependencia. Esta caracteristica
sumada a otros factores como son los sociolégicos, psiquicos y ambientales contribuyen
fuertemente a la susceptibilidad de una poblacién a la enfermedad [10, 11].

Los estudios con genes candidatos y particularmente los ensayos con SNV’s en huma-
nos no son suficientes para explicar los mecanismos tan complejos del efecto neuro-
téxico del alcohol y los diversos fenotipos del alcoholismo. A pesar de la complejidad
del panorama, los estudios de gendmica total, expresion génica (transcriptémica y pro-
te6mica) nos muestran algunas redes intimamente ligadas con los cambios funcionales
que se presentan. Mediante técnicas de microarreglos y neuroprotedmica se analizé la
expresion génica en la corteza prefrontal de tejidos humanos postmorten de individuos
con historial de adiccién a distintos psicoactivos, incluido el alcohol, encontrando alte-
raci6n significativa en genes de distinta localizacién y funcién celular, ademas de los ya
mencionados anteriormente del metabolismo, se han descrito genes de transduccién
de sefiales (CREBI, MAPK1, NTRK2, SOD2), genes de inflamacién (I'NFRI,IL-IR,
IL-6R, TLR2, TLR4 y NFxf), genes inmunitarios y de otras vias como la via de sefia-
lizacién de calmodulina, genes de transito del reticulo endoplasmatico y aparato de
Golgi, genes estructurales del cito-esqueleto, adhesién celular, receptores nucleares y
moléculas que modulan la plasticidad neuronal, el circuito de recompensa, la memoria
y arquitectura dendritica [12-15].

Otra arista de esta enfermedad compleja, es el aspecto epigenético, mas del 50% de
estudios epigenéticos hacen referencia a la metilaciéon del ADN por ser cambios mds
estables y técnicamente mas faciles de realizar, mientras la obtencién de muestras ade-
cuadas y su procesamiento para otros tipos de estudios epigenéticos es mds compleja
[16, 17]. En el genoma de mamiferos alrededor del 75% de dinucleétidos CpG meti-
lados se encuentran principalmente en elementos repetitivos y de regulacién génica,
ademas alrededor de la mitad de los genes estin asociados a islas CpG y su estado de
metilacién depende de factores externos como la dieta, estilo de vida y de condiciones
fisiol6gicas y clinicas especificas [18].

El consumo continuo de alcohol altera la metilacién del ADN de tres formas: por inhi-
bicién de las ADN metiltransferasas (DINMT); interfiriendo el metabolismo de carbo-
hidratos, por cambios en el estado redox de las células; o limitando la disponibilidad
de 4cido félico que disminuye la concentracién de S-adenosilmetionina (SAM) [19].
Todo lo anterior, lleva a un estado de hipometilacién generalizado en el organismo de
consumidores crénicos de alcohol, cambiando la actividad de promotores, alterando la
transcripcion de genes. Aunque se ha evidenciado hipermetilacién de secuencias tipo
CCGG y de islas CpG en promotores de genes candidatos que han sido asociados al
alcoholismo como: el transportador de dopamina (SLC643), la vasopresina (ADH),
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el péptido natriurético atrial (ANP), la proopiomelanocortina (POMC), la proteina
del reticulo endoplasmético inducida por homocisteina (HERPUD), la alfa sinucleina
(SNCA), la monoaminoxidasa A (MAO A), el transportador de serotonina (SLC6A44),
la subunidad 2B del receptor de N-metil-D-aspartato (GRIN2B), la prodinorfina
(PDYN), entre otros, mostrando diferencias en patrones de metilacion entre controles
y pacientes con dependencia al alcohol [20-22]. Por otro lado, los férmacos zebularina
y 5-aza-2-deoxicitidina bloquean a DNMT alterando la metilacién del promotor del
factor neurotrdpico derivado de cerebro (BDNF) y de la reclina (RELN) implicados
en la plasticidad en el hipocampo en respuesta al alcohol [23].

Diferentes estudios han permitido establecer las redes funcionales que mds frecuen-
temente han relacionado al alcoholismo con alteraciones del estado de metilacién de
islas CpG de promotores de genes involucrados en neurodesarrollo, neurocomporta-
miento, metabolismo de lipidos y respuesta inflamatoria. Con relacion a esta tltima
funcidn, se ha encontrado al gen de receptor tipo toll-4 (T7LR4) hipermetilado cau-
sando la alteracion de la via con efectos de neurotoxicidad y neurodegeneracién [24].
Por otro lado, otros autores han encontrado hipometilacién en genes reguladores de
la respuesta inmune a través de interleuquina 1-beta (IL-18), IL-4, IL-10y factor de
necrosis tumoral alpha (7NF-2) que se relacionan con aumento de infecciones y cdncer
en el tracto digestivo en los bebedores de alcohol. En particular, el consumo de alco-
hol a nivel hepético puede alterar la sintesis de proteinas relacionadas con respuesta
inflamatoria e inmunidad innata y particularmente el metabolito S-adenosilmetionina
y, por tanto, disminuir la metilacién del ADN [25]. Ademds, la hipometilacién del
promotor del gen miRNA-34a, inducida por el etanol, cambia los patrones de expre-
sidon de genes como caspasa 2 (CASP2), sirtuina 1 (SIRT'1), metaloproteinasas 2y 9
(MMP2 y MMP9) relacionados con la supervivencia de los hepatocitos [26].

En este estudio seleccionamos los siguientes genes candidatos: SNCA (sinucleina),
MIF (factor de inhibicién de la migracién de macréfagos) e IFNGR1 (receptor tipo 1
del interfer6n gamma) a partir de los resultados de trabajos previos propios sobre SNV
(polimorﬁsmos de nucledtido tnico) en la regién promotora, haplotipos, epistasis y
expresion, en donde resultaron ser promisorios blancos terapéuticos [27, 28]. SNCA
juega un papel importante en los procesos de neuroproteccién y neurotoxicidad, y su
ausencia aumenta la sensibilidad del sistema de recompensa cerebral en los consumido-
res crénicos de alcohol [29-31]. Sin embargo, esta proteina podria plegarse de forma
incorrecta una vez fuera de la célula nerviosa, activando la microglia [32]. Por otro
lado, el promotor de SNCA se ha relacionado principalmente con la variante Rep-1,
un polimorfismo repetido de un dinucledtido con variados alelos en diferentes pobla-
ciones humanas. A medida que el alelo es mas corto, menor es la expresién del gen y
se ha asociado con la predisposicion al consumo de alcohol [30]. El riesgo de enferme-
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dades neurodegenerativas aumenta con el consumo excesivo de alcohol, especialmente
en individuos que tienen variantes de fécil agregacidn, con ciertos SNV en la regién
codificante del gen [30, 33]. Ademds, los polimorfismos en la regién 3-UTR del gen
SNCA podrian estar relacionados con cambios que modifican la estructura secunda-
ria del ARNm y cdmo se unen a ¢l los miARN, lo que a su vez afecta su expresion

génica [34].

MIF es una proteina que controla tanto la inmunidad innata como la adquirida. En
grandes bebedores de alcohol se incrementa su expresion y el uso del fairmaco inhibi-
dor, Ibudilast, muestra buenos efectos, lo que sugiere que MIF deberia ser evaluado
como un biomarcador para predecir la respuesta psicoterapéutica y farmacolégica en
pacientes con problemas de consumo de alcohol. Se considera un candidato viable para
una diana terapéutica [35].

Los interferones gamma (IFNY) son producidos por los linfocitos T CD4*, los NK y
NKT con la funcién de activar las células presentadoras de antigenos como macréfagos
y células dendriticas, ademas de funcionar como estimuladores ¢ inmunomodulado-
res del sistema inmune. Ademds actia como activador de iNOS e induce la sintesis
de inmunoglobulinas y moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad tipo IL
Por otro lado, los receptores de los IFNy (tipo I y II) se expresan de manera ubicua
actuando por la via de JAK-STAT. Es conocido que el consumo excesivo de alcohol,
finalmente inhibe la respuesta inmune, aumentando la susceptibilidad a infecciones.
Durante la fase inicial del alcoholismo se activa la via de los interferones, aumentando
la sensibilidad de células hepaticas al TNF-a y la produccién de citoquinas proinflama-
torias como IL-12 [36].

La epigenética puede cambiar dindmicamente en respuesta a factores externos y puede
proveer un mecanismo que explique mejor como el ambiente afecta la expresion génica
y, por tanto, los diferentes fenotipos de la enfermedad a medida que progresa (toleran-
cia, abstinencia, recaida, etc.) [28, 29]. Hay caracteristicas particulares de las adiciones
como la recaida, que dificilmente se explica por aspectos genémicos; hoy en dia hay
evidencias que cambios en la regulacién de enzimas relacionadas con alteraciones epi-
genéticas podrian explicar estos fendmenos [31, 37-39]. Ademds, los cambios epigené-
ticos son dindmicos y reversibles y, por tanto, potentes candidatos para intervenciones
terapéuticas [40].

En los ultimos afios se han desarrollado diversos estudios que muestran la alteracién en
estados de metilacion en islas CpG de nimeros genes de pacientes con uso problema-
tico del alcohol, particularmente los relacionados con respuesta inflamatoria [3, 41].
El objetivo de este trabajo fue determinar el estado de metilacién de islas CpG de
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regiones promotoras de tres genes candidatos: IFNGRI, MIFy SCNA, de respuesta
inflamatoria y relacionarlos con el uso problematico del alcohol, comparando con-
troles y casos colombianos.

METODOLOGIA

La definicion del objeto de estudio.

Para el reclutamiento inicial de voluntarios se tuvo en cuenta a hombres y mujeres
mayores de 18 anos, nacidos en Colombia, residentes en la ciudad de Bogota, que estu-
vieran vinculados a la Universidad Nacional de Colombia, ya sea como estudiantes,
docentes o empleados, y que accedieran a participar en el estudio firmando consen-
timiento informado. A todos los sujetos incluidos en el estudio se les aplicé el cues-
tionario AUDIT (Alcohol Use Disorders Identification Test) como instrumento de
clasificacion de la gravedad de la dependencia del alcohol validado para Colombia por
Campo-Arias et al. [42] y Ospina-Diaz ez al. [43]. La seleccién de la muestra de indi-
viduos se hizo por conveniencia, el grupo control se seleccioné teniendo en cuenta que
fueran personas del mismo sexo y edades similares a los casos y que obtuvieran puntajes
AUDIT menores de siete, mientras que la seleccion de individuos con uso problema-
tico del alcohol (casos) se realizé teniendo en cuenta los siguientes criterios: individuos
cuyo primer problema con sustancias adictivas fuese el alcohol y que obtuvieron punta-
jes AUDIT mayores a siete. Por otro lado, a todos ellos, tanto controles como casos, se
les realiz6 una entrevista semiestructurada, elaborada con base en Scoppetta ez al. [44]
y Silla-Stoel y Rosén-Herndndez [45] con el objetivo de obtener mayor informacion
sobre habitos, frecuencia y cantidad de consumo, estado médico, antecedentes perso-
nales y familiares. De igual forma se calculé los gramos de alcohol consumidos por los
participantes en el estudio teniendo en cuenta su tltimo consumo, no olvidando que
se requeria una abstinencia de 48 horas [46]. Se excluyeron los voluntarios que repor-
taron infecciones, alergias, algtin tratamiento farmacolégico, enfermedades hepaticas y
psiquidtricas diagnosticadas.

Del muestreo inicial en el que participaron 139 personas, 73 se clasificaron como con-
troles y 66 como personas con consumo problematico de alcohol [27], se selecciona-
ron 25 personas de cada grupo para este estudio, teniendo en cuenta el valor AUDIT.
25 voluntarios con los puntajes AUDIT mas bajos, igual o menores a siete para los
controles y 25 con puntajes mds altos, mayores a siete para el grupo de casos. Fue un
estudio descriptivo con un muestreo no probabilistico por conveniencia, aprobado por
el comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia.
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Estudio del estado de metilacion

El estudio del estado de metilacion de las regiones promotoras de los genes seleccionados, se
realiz6 mediante la técnica de modificacion con bisulfito del ADN, seguido de PCR especi-
fica para metilacién y electroforesis capilar de productos fluoromarcados, reportado previa-
mente por Shi [47]. Por otro lado, parala validacién de los resultados se ejecutd la prueba de
metilacién especifica mediante PCR (MSP) [48] seguida de secuenciacién del ADN por el
método de Sanger y Coulson [49]. Empleamos las dos técnicas, la primera de uso general y
la segunda como prueba de verificacién de los resultados. Se obtuvieron los perfiles de meti-
lacién de las islas CpG de segmentos de promotores de forma indirecta teniendo en cuenta
que el ADN metilado migré més répido que su contraparte no metilado. Se confirmé estos
hallazgos mediante secuenciamiento directo de algunas muestras seleccionadas.

El principio de la modificacién de ADN con la técnica de bisulfito de sodio se basa en
su capacidad de convertir a todos los residuos de citosina (C) no metiladas en uracilos
(U) mediante deaminacién y su visualizacién en la secuencia como timina (T); la cito-
sina metilada es resistente a la reaccién y permanece como citosina [48]. Los iniciado-
res de PCR (Tabla 1) que se utilizaron flanqueaban las islas CpG que se modificaron
por igual después del tratamiento del ADN con el bisulfito y aprovecha las diferencias
de metilacién en su interior para discriminar entre estas secuencias.

Tabla 1. Caracteristicas de los iniciadores empleados en la amplificacién por PCR de segmentos del
promotor ricos en secuencias CpG de los genes seleccionados en ADN modificado por la técnica

del bisulfito.

Longitud Temperatura Longitud
Gen  Iniciad Secuencia §’-3’ del de del
€ teiadores ceuencia iniciador  hibridacién = amplicén
(pb)” (*C) (pb)*
Directo TTTTTTTTATATTTAGAA 28
IFNGRI CTTIAGGTTT 59,5 293
I AACCCTACTCACACCCTA 2%
nverso CATAAC
Directo AAAATTTTGAAGATATTT 27
SNCA GAATTAAAG 59.9 444
I CTAATCCTCCTCCTTCTCC 25
nverso TTCTC
Directo TAGTGGAATGAATTGGG 25
MIF TTTTATTT 59.8 134
I AATCTTTCTTAATCCTTTC 29
TV ACTAAATCAC

*pb: pares de bases.
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Para poder tener un ADN metilado de referencia, se amplificaron los segmentos de inte-
rés con iniciadores fluoromarcados y una parte de los productos se sometieron a reacciéon
de metilacién total, otra no y ambas se corrieron en electroforesis capilar y se determina-
ron los tamanos de estos productos. Para ello se siguieron los protocolos de la casa comer-
cial de la enzima EcoRI Methyltransferasa descritos en detalle por Rey-Buitrago [27].

El ADN se purifico de células mononucleares de sangre mediante la técnica de pre-
cipitacion salina [27, 50] y su pureza e integridad se confirmé mediante la medicién
espectrofotométrica y electroforesis en geles de agarosa al 2% en buffer TBE 1X,
tefiidos con SYBRsafe. Se seleccionaron algunas muestras, se purificaron y se les rea-
liz6 secuenciamiento de Sanger. Por otro lado, los productos de PCR amplificados
empleando los mismos iniciadores, pero esta vez fluoro-marcados con 5-FAM (5-cax-
boxifluoresceina), se corrieron en electroforesis capilar en un analizador genético ABI
PRISM 310. La electroforesis capilar permite separar fragmentos de ADN marcados
con diferentes fluorocromos en una sola corrida utilizando un polimero lineal de acri-
lamida (POP-4) contenido en un capilar. Al migrar a través del capilar los fragmentos
se van separando por tamano, pasan por la ventana de deteccién dénde un laser emite
sefales que excitan los fluorocromos, dicha emision es detectada por el equipo y trans-
formada en registros graficos o electroferogramas. La muestra, el amplificado (entre 0,5
y 2 uL (microlitros)) se disolvié en 12,5 uL de formamida Hi-Diy se le adiciono 0,5 pL
de Rox-500 (Applied Biosystems), marcador interno de tamafio molecular fluoromar-
cado. Se desnaturalizaron las muestras por 5 minutos a 95 °C e inmediatamente fueron
colocadas en frio hasta el momento de la electroforesis capilar. Los fragmentos fueron
corridos a 60 °C, usando un capilar de 36 cm con médulo de corrida GS STR POP4
(1.0 mL) Emd4, en promedio 30 minutos y los resultados de las corridas se analizaron
con el software GenMarker v2.2.0.

Analisis estadistico

El tamaiio de los amplificados se presenté como la media +SD (desviacién estdndar)
del tamafio determinado y para la comparacién entre casos y controles se empled
la prueba paramétrica de t para igualdad de medias o el estadistico no paramétrico
prueba U de Mann-Whitney. Para determinar la distribucién de los datos, se realizé la
prueba de Shapiro wilk. En los casos donde no se present6 una distribuciéon normal, se
emplearon pruebas no paramétricas. También fue realizada la prueba de Levene parala
homocedasticidad de las varianzas (p>0,05). Silos resultados presentaban normalidad
y homocedasticidad, se realizé la prueba ANOVA de dos factores, con test post hoc
de Bonferroni, cuando fue necesario. Se construyeron diagramas de caja con el propd-
sito de visualizar mds claramente las diferencias entre los grupos de muestras objeto de
andlisis, se determind un nivel de significacién de 2=0,05 en todos los casos. Todos los
célculos se ejecutaron con el programa SPSS versién 23.
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REsuLTADOS

De los sujetos control que se examinaron, 14 fueron mujeres y 11 hombres. En el grupo
de consumo problemadtico de alcohol, 7 fueron mujeres y 18 fueron hombres. En los
dos grupos, la edad de los participantes fue similar, con sujetos de entre 18 y 37 anos, y
una media de 24 y 23,5 afios para controles y casos, respectivamente. Tanto en el grupo
control como en el grupo con problemas con la bebida, aproximadamente el 90 % de
los participantes comenzaron a beber alcohol antes de los 18 afios. Los dos grupos esta-
ban compuestos principalmente por estudiantes universitarios de pregrado, quienes
predominaron en el grupo de casos y profesionales que trabajaban en la universidad,
perteneciendo estos ultimos en mayor proporcién al grupo control (Tabla 2) [28].

Considerando que el cuestionario AUDIT es una herramienta de tamizaje, se emple6
adicionalmente un cuestionario semiestructurado, en el cual se planted una pregunta
especifica acerca de la cantidad media de alcohol consumida durante la tltima sesi6n,
entre otras. En el 4&mbito de los controles, aproximadamente el 50% de los individuos
consumieron principalmente cerveza, con un promedio de 37 g de alcohol por evento,
mientras que aquellos con un consumo problematico de alcohol consumieron princi-
palmente cerveza, ron y brandy, con un promedio de 209 g de alcohol por evento. La
puntuacién del AUDIT vy los gramos de alcohol consumidos en una sesién de bebida
nos permitieron categorizar claramente nuestra muestra en sujetos control y casos, que
coincidieron en un 100%. La mayoria de estos ultimos (>50%) podrian clasificarse
como dependientes del alcohol. En cuanto al nivel socioeconémico, no encontramos
diferencias entre los dos grupos, lo que representa la misma proporcion de individuos
de condicién de clase media. La mayoria de los individuos que padecian alcohol-depen-
dencia manifestaron el consumo de otros sustancias psicoactivas como marihuana y
tabaco, con una diferencia estadisticamente significativa en comparacién con el grupo
control. Aunque el criterio de seleccién fue que la primera sustancia consumida fuera
el alcohol, los consumidores de otras sustancias no fueron excluidos debido a la impo-

sibilidad de encontrar bebedores exclusivos de alcohol (Tabla 2) [28].

Tabla 2. Caracteristicas sociodemogrificas de los participantes en el estudio [28].

Grupo de consumo Consumo problemético
(o Grupo de
, problematico de de alcohol
Parimetro controles,
alcohol, (%) vs Controles
n (%) nae (Valor p)
: io +
faiﬁfmmed‘o 5D 23,5+3,9 24,1439 0937
L 18-35 20-37 ’
Rango etario (afos)
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Grupo de consumo Consumo problemético
L. Grupo de
Parimetro problemitico de controles, de alcohol
alcohol, (%) vs Controles
n (%) e (Valor p)

Hombres 18 (72) 11 (44)
Sexo Mujeres 7 (28) 14 (56) 0,085
Eliitgl(l)a(c)l-;n AUPIT 0(0) 25 (100) 0,000*
Rancp 57 25 (100) 0(0)
Consumo de alcohol por 209492 37425 0,000*
evento (g, gramos)
Edad de inicio de
consumo de alcohol
(afios) 22(88) 24(99) 0,2971
<18 3(12) 1(4)
>18
Familiares con problemas
de consumo de alcohol 9(36) 12 (48)
i 0(0) 0(0) 0,390
No 16 (64) 13 (52)
No sabe, no responde
Consumo de otras
sustancias sicoactivas 25 (100) 12 (48) 0.000*
St 0(0) 13 (52) ’
No
Estrato socioeconémico
Bajo 7 (28) 6 (24)
Medio 18 (72) 18 (72) 0.948
Alto 0 (0) 1(4)

n= numero de individuos.
*Diferencias estadisticamente significativas.
# Analisis de varianza p<0,005.

Con relacién al ensayo de metilacién de regiones promotoras de los genes selecciona-
dos, la acumulacién de diferencias entre C/T en los amplificados produce una diferen-
cia en la relacién masa/carga. Nuestros ensayos y los reportados en la literatura [51]
mostraron que el ADN metilado migré més répido que su contraparte no metilada.
La figura 1S, muestra los electroferogramas tipicos de fragmentos de ADN modificado
con bisulfito y amplificado empleando iniciadores de PCR especificamente disefiados
para tal fin. Se puede observar dos picos, el de mayor tamafo corresponde a ADN sin
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metilar, es asi como el segmento de SNCA generé6 un producto de tamafo en prome-
dio de 450,6 pb; el INFGRI con un producto de 286,2 pb y MIF con un producto de
128,8 pb. Por otro lado, el primer pico, de menor tamafio corresponde al mismo seg-
mento de ADN, pero metilado, con tamanos de 447,4; 284,7 y 125,5 pb, respectiva-
mente (tabla 3, figura 1). Algunos de los productos de la PCR de este ensayo fueron
sometidos a secuenciamiento, la figura 28 corresponden a electroferogramas de secuen-
cia, se evidencia segmentos con metilacién total y parcial, en este ultimo caso depen-
diendo del porcentaje de islas CpG metiladas y su posicion en los electroferogramas de
secuencia se observa el solapamiento de los picos citosina (C) y timina (T). Optando
por la electroforesis capilar, disefio ya probado previamente [47], nos muestra los tama-
fios de los fragmentos amplificados, lo cual dependera del grado de metilacién, aunque
si estas diferencias son pequefias o hay cambio de posicion de los grupos metilados, mas
no en el nimero, no se podran discriminar en el electroferograma.

Por otro lado, se calcul6 el tamano de estos amplificados metilados y sin metilar
teniendo en cuenta el aparente cambio de masa por la reaccién, de acuerdo con Boyd ez
al. [51] en el contexto de analisis de metilacién con bisulfito, la transicién C/T resulta
en aproximadamente 0,1 nucleétidos o par de bases (nt o pb) la diferencia en el cambio
aparente de tamano de los fragmentos y es aditiva. Los productos de PCR del ADN
modificado con bisulfito que contenia méds C, aparentemente mds cortos migraron mas
rapido que los que contenfan T, aunque podria presentarse alteraciones relacionadas
con el tamano de los amplificados (entre mas grandes, més dificil su resolucién) y la
presencia de estructuras secundarias también puede alterar su interpretacién, lo cual
no fue nuestro caso. En la tabla 3 se observa la diferencia entre los segmentos metilados
y no metilados experimentales y predichas, siendo mucho mayores en las predichas
de SNCA e INFGRI, quizés una evidencia de la metilacién parcial de las muestras y
detectada en la secuenciacion (ver figura 2S). Se observa claramente que la secuencia de
segmentos de ADN de controles muestra mezcla de citosinas metiladas y sin metilar, lo
que no se evidencia o es mucho menor en los casos.

Al promediar los resultados para el grupo de control y casos, se encontré que no habia
diferencias en estado de metilacién del segmento del promotor rico en islas CpG del
gen INFGRI, por lo cual no se utilizd en los subsiguientes andlisis [28]. Se encontré
diferencias estadisticamente significativas al analizar los segmentos del promotor rico
en islas CpG de los genes SNCA y MIF, donde se evidencia mas metilacién en el grupo
de casos de individuos con consumo problemético del alcohol (tabla 3).
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Tabla 3. Comparacién de medias del tamafio de amplificados de segmentos del promotor ricos en

islas CpG de ADN modificado con bisulfito y corridos en electroforesis capilar de los genes SNCA,

INFGRIy MIF en controles y casos de individuos con consumo problematico de alcohol. Entre més

pequerfios sean los segmentos significa mayor grado de metilacién.

. Coml? aracion Comparacion de medias
Distribucién varianzas del tamafio del ADN
Gen (Prueba (Prueba de € tamanode Valor P
Shapiro-Wilk) Levene) amplificado (test de U de
Valor P Mann-Whitney), nt o pb*
Control: n=25
No Normal 449,35+0,44 .
SNCA Alcoholin=25 0,040 448,8240,46 0,000
No Normal
Control: n=25
No Normal 284,85+0,38
INFGRI Alcohol:n=25 0,259 284,75+0,30 0,357
No Normal
Control: n=25
No Normal N 125,15+0,08 N
MIE Alcoholin=25 0,000 124,69+0,61 0,009
No Normal

n= numero de individuos.

# pb: pares de bases.

*Diferencias estadisticamente significativas p<0,005.

Tabla 4. Tamanos de grupo de segmentos génicos amplificados experimentalmente y predichos de

ADN metilado y no metilado corridos en electroforesis capilar.

Tamafios promedio de los Tamafios promedio de los
, amplificados observados amplificados predichos
Numero : « . N
Gen de islas experimentalmente (nt, pb) tedricamente (nt, pb)
CoG ADN ADN si ADN ADN
P totalmente ) S Diferencia totalamente sin Diferencia
. metilar . .
metilado Metilado  metilar
SNCA 23 447 4 450,6 32 441,7 446,3 4,6
INFGRI 25 284,7 286,2 1,5 290,5 295,5 5,0
MIF 9 125,2 128,8 3,6 131,1 132,9 1,8

*nt: nucleotido 6 pb: pares de bases
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Figura 1. Tamafno de amplificados de ADN modificado con bisulfito de segmentos promotores
ricos en islas CpG de los genes SNCA (a), INFGR1 (b) y MIF(c) en lisado de células mononucleares
sanguineas de controles y casos (consumo problemdtico de alcohol). Entre mds pequeios sean los
segmentos significa mayor grado de metilacién. Los datos se presentan como un diagrama de caja

ue muestra el rango de valores del 25 a 6 con una linea que representa la mediana.
q tra el rango de val del 25 al 75 % 1 q p tal d
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De acuerdo con los resultados de expresion [28], con relacién al gen MIF, la trans-
cripcion relativa de ARNm disminuyo en los casos al igual que la proteina, como era
de esperarse, y como se mostrd arriba, el estado de metilacién del promotor es mayor,
lo cual se corresponde con lo esperado teéricamente, ya que la metilacién de la region
promotora de los genes conlleva disminucién de la transcripcion [52], y al producirse
menos ARNm se sintetizard menos proteina, lo que es concordante con nuestros resul-
tados. Por otro lado, en el caso del gen SCNA, no hubo cambios tanto en la trans-
cripcion relativa del ARNm como en la concentracidn proteica en la muestra general,
aunque hubo diferencias estratificando por sexo (figura 2). Con relacién al estado de
metilacién del segmento seleccionado del promotor de SNCA estaba més metilado en
alcohol-dependientes, lo que no es concordante con los datos de expresion, aunque no
hay que olvidar que la concentracién de proteinas se determiné en plasma sanguineo y
los andlisis de ARNm y estado de metilacién del ADN se realizaron en células mono-
nucleares de sangre, dos blancos sanguineos diferentes, aunque son componentes de un
mismo tejido y estdn muy interrelacionados (Tabla 5). De igual forma, debe conside-
rarse las diferencias debidas al sexo de los participantes, pues el comportamiento de la
expresion es distinto en hombres y mujeres, con aumento de ARNm y disminucién de
la concentracién plasmética de SNCA en hombres [28].

Tabla 5. Comparacién de medias de la medida de expresién relativa (adimensional) de ARNm en
células mononucleares de sangre periférica y concentracién de proteina en plasma (pg/mL), de los
genes SNCA y MIF de controles y casos alcohol-dependientes [28].

Gen Grupo Promedio Valor P
Control,
MIE n=25 1,39+0.63 .
n=50 Casos: Consumo problemdtico de alcohol, 0,924+0,43 0,004
mRNA
n=25
MIF Control,
N=50 n=25 8898,34+5342,38 0.001*
Proteina Casos: Consumo problematico de alcohol, = 4391,424+1659,75 ’
(pg/mL) n=25
Control,
ijf;)A n=25 1,02+0,74 0.193
Casos: Consumo problemadtico de alcohol, 1,42+1,17 ’
mRNA
n=25
SNCA Control,
N=50 n=25 198,13+£135,62 0.585
Proteina Casos: Consumo problemdtico de alcohol, 199,31+165,77 ’
(pg/mL)  n=25

n= namero de individuos. *Diferencias estadisticamente significativas p<0,005.
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Figura 2. Tamano de amplificados de ADN modificado con bisulfito de segmentos promotores
ricos en islas CpG de los genes MIF (a) y SNCA (b) en lisado de células mononucleares sanguineas
de controles y casos, estratificados por sexo. A mayor tamafio del amplificado, menor grado de me-

tilacion. Los datos se presentan como un diagrama de caja que muestra el rango de valores del 25 al
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75 % con una linea que representa la mediana.
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Di1scUSION DE RESULTADOS

Sehaevidenciado que polimorfismos en la regiéon promotora de un geny que diferencias
del estado de metilacion de las islas CpG de esta region en genes que las posean, estan
asociados con su expresion alterada [53]. En este trabajo encontramos que el segmento
estudiado del promotor de los genes SNCA y MIF con secuencias CpG se encontraba
més metilado en individuos con uso problematico del alcohol que en los controles,
hecho previamente evidenciado para SCNA por Bonsch ez 4l. [54] que indicarfan dis-
minucién de la actividad transcripcional, lo que efectivamente se observé al analizar las
tasas de transcripcion y concentracion proteica de MIF, y sin cambios para SNCA en la
muestra general [55, 56]. Por otro lado, al estratificar por sexo se observan diferencias
significativas entre hombres y mujeres, siendo los casos de hombres los que presentan
mayor grado de metilacién para las regiones promotoras de los dos genes (ver figura 2)
y menor expresion proteica. De igual forma, se encuentran diferencias en metilacion
si estratificamos por edad, en el rango de edad de 18 a 30 afios en el promotor de MIF
y SNCA que estén mas metilados en casos que en los controles (datos no mostrados)
[27], lo que coincide parcialmente con lo encontrado por otros autores, pues los casos
estan mas metilados, pero en el grupo de jovenes y no en el de mayor edad, como otros
autores lo han reportado [56], aunque hay que tener en cuenta que el gran porcentaje
de individuos con problemas de consumo de alcohol de nuestro estudio, se sittian en la
franja etaria de menores de 30 afios y ain no pertenecen al grupo de grandes bebedores,
ademds, el grupo de bebedores de mayor edad es muy reducido.

El promotor de MIF no contiene caja TATA, contiene islas CpG (34, para ser mds
exactos) desde la posicidn +1 hasta -300 a las que se une el factor de transcripcion
SP1, de igual forma posee secuencias tipo CRE, c-Myb, AP-4 y AML-1A a las que
se les une diversos factores de transcripcién, aunque solo SP1 y CREB lo hacen de
manera conjunta regulando constitutivamente la expresién de MIF [57]. De acuerdo
con la literatura, la metilacién de islas CpG proximales en MIF, es un evento muy raro
y menos relacionado con su transcripcion, siendo més probable que modificaciones de
histonas como la acetilacién, ubiquitinacién, sumoilacién, metilacién y fosforilacion
intervengan en la remodelacién de la cromatina y se constituyan en mecanismos epi-
genéticos fundamentales en la regulacién de la expresién de MIF [58]. Para el caso del
gen SNCA desde la posicion +1 hasta -1500 encontramos alrededor de 70 islas CpG,
regiéon promotora a la cual se unen diversos factores de transcripcion. Se ha hallado un
factor de transcripcién que se une a esa region y al intrén 1, una proteina con moti-
vos de dedos de zinc (ZSCAN21) y existe otro factor, GATA2 que se une a la misma
region reguladora y al intrén 2 regulando la expresion constitutiva del gen [58]. Para
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este gen, las islas CpG se han metilado con la técnica de CRISPR-cas9 en lineas celula-
res en modelos 77 vitro de enfermedad de Parkinson, comprobando la disminucion de
su expresion [59].

La hipermetilacién en estos genes SNCA y MIF podria explicarse por una alteracién en
la maquinaria de la metilacién, es decir, en las DNMT, lo que parece ser mds probable
a la luz de recientes estudios. Un ejemplo de ello es la alteracion de la actividad de las
DNMT, claves en el proceso de metilacién del promotor de los genes reelina y BDNF
en el hipocampo durante la induccién de la plasticidad sindptica. Igualmente, el empleo
de farmacos como la zebularina y 5-aza-2-deoxicitidina, inhibidores de DNMT, pue-
den bloquear este proceso de induccidn [56, 60]. Por otro lado, la evidencia para el
proceso contrario es mas contundente, es ampliamente conocido como la avitaminosis
y malnutricién que padecen los bebedores crénicos de alcohol y particularmente la
deficiencia de folato y metionina necesarios para la sintesis de moléculas donantes de
grupos metilo durante la metilacién podrian explicar la hipometilacion [25].

Los mecanismos epigenéticos son dindmicos y reversibles, agentes quimicos que modi-
fiquen la metilacién del ADN vy acetilacién de las histonas en la cromatina podrian
ser excelentes candidatos para intervenciones terapéuticas, incluso la identificaciéon de
patrones epigenéticos especificos asociados a patologias particulares podrian servir de
biomarcadores para la deteccion, diagndstico o intervenciones preventivas [37]. La
hipermetilacién de los promotores de SNCA y MIF podria constituirse en candidatos
a biomarcadores de la enfermedad.

En esta area de investigacioén se encuentran numerosos trabajos con resultados con-
tradictorios, algunos se han llevado a cabo en células de sangre, sin separar leucocitos
de no leucocitos, sin conocer sus variaciones interindividuales. El nivel de metilaciéon
en el ADN de sangre periférica puede no reflejar lo que sucede en otros tejidos, espe-
cificamente en cerebro o células bucales, aunque algunos trabajos han mostrado su
correspondencia [25, 61-63]. Faltan evidencias que relacionen las alteraciones en la
metilacién del ADN en los promotores y las tasas de transcripcion y por ello la necesi-
dad de realizar este tipo de ensayos.

Por otro lado, se han encontrado diferencias en estados de metilacién del ADN al com-
parar grupos étnicos; igualmente, al comparar grupos etarios, a mayor edad, mayor
grado de metilacién; también hay diferencias entre sexos, los hombres presentan mayor
grado de metilacién que las mujeres; la exposicion a sustancias quimicas, hébitos ali-
menticios, el fumar, realizar ejercicio fisico, el indice de masa corporal, y particular-
mente en un mismo individuo los patrones de metilacién son tejido-dependientes. Por
tanto, al realizar estudios de metilacién se debe tener en cuenta todos los aspectos ante-
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riores que generan confusion, todos ellos alteran los patrones de metilacion del ADN
tanto de controles como de casos. De igual forma, se ha evidenciado que la alteracién
del patrén de metilacion del ADN en los bebedores de alcohol va a depender de la fase
de la enfermedad por la que estén transcurriendo: tolerancia, ansiedad, abstinencia y si
se tiene adicionalmente otras codependencias. Algunos autores, también afirman que
las personas con alcoholismo exhiben una mayor aceleracion de la metilacién del ADN
con el aumento en la edad en comparacién con controles sanos en todos los tipos de

tejidos estudiados [19, 25, 63-66].

En este trabajo hemos encontrado aumento en la metilacion en segmentos del promo-
tor de los genes SNCA y MIF, relacionada con la disminucidn en la expresion relativa
de mARN vy proteina MIF en individuos del grupo de consumo problemético de alco-
hol, sin cambios en SNCA en la muestra general, aunque con cambios en hombres del
grupo de casos, donde se observa concordancia con la expresion de proteina y no de
mARN, lo que se puede explicar quizis por eventos reguladores postranscripcionales o
por la naturaleza de la muestra. Por lo tanto, las terapias epigenéticas con blancos en la
respuesta inflamatoria podrian evaluarse para el manejo del alcoholismo, ademds que
podrian constituirse en biomarcadores de diagnéstico y clasificacién de subtipos de
pacientes, ademas de ser determinados ficilmente mediante una “biopsia liquida” no
invasiva. Teniendo en cuenta la importancia de caracterizar estas proteinas como posi-
bles blancos terapéuticos, es fundamental realizar analisis bioinforméticos y funcio-
nales adicionales para valorar mejor este papel [67]. Seria interesante a futuro realizar
un estudio similar con una muestra de mayor tamano, ademas de poder explorar otros
aspectos epigenéticos del alcoholismo y particularmente la acetilacién de histonas y la
presencia de microRNA en pacientes con gran y prolongado consumo de alcohol.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO
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Figura 18. Electroferogramas de amplificados de genes seleccionados: SNCA (A), INFGR1 (B)
y MIF (C) que muestra el estado de metilacién del segmento del promotor rico en islas CpG; el
primer pico de cada figura corresponde a ADN control totalmente metilado mientras el segundo

corresponde al mismo segmento sin metilar.
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Figura 28. Electroferogramas de secuencia de amplificados de ADN modificado con bisulfito de
segmentos promotores ricos en islas CpG de los genes SNCA (A, B), INFGR1 (C, D) y MIF (E,
F) en lisado de células mononucleares sanguineas de controles (primera imagen) y casos (segunda
imagen). No olvidar: R=A 0 G; Y=Co T; K=To G, W=AoT.
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