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Resumen y Abstract IX

Resumen

INTRODUCCION: La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma méas comdn de
demencia. Un estudio previo en poblacién colombiana reporté la asociacion significativa
entre el alelo €4 de APOE, el alelo G del rs2075650 de TOMMA40 y el anticipo de la edad
de inicio de la enfermedad. Aunque el alelo ¢4 de APOE es el principal factor de riesgo
genético para EA, la presencia de este alelo por si sola no es suficiente para causar la
enfermedad. Multiples investigaciones han reportado cambios en la metilacion del ADN en
EA, tanto a nivel global como a nivel de locus especificos. OBJETIVO: Caracterizar los
patrones de metilacion de las islas CpG de los genes APOE y TOMM40 en sangre
periférica de pacientes colombianos con EA. MATERIALES Y METODOS: Se extrajo ADN
de sangre periférica de 54 pacientes colombianos con EAE y 54 controles sanos, el cual
fue tratado con bisulfito de sodio. Se identificaron los niveles de metilacion de la isla CpG
de APOE y la playa de la isla CpG de TOMM40 usando las metodologias MS-HRM y BSP.
Los datos obtenidos fueron analizados mediante un modelo de regresion beta.
RESULTADOS: Se encontraron discrepancias entre los resultados obtenidos mediante
ambas técnicas, mientras que la metodologia MS-HRM mostré6 una tendencia hacia la
hipermetilacién en el grupo de pacientes con EAE con respecto a los controles, la
metodologia BSP mostré una tendencia hacia la hipometilacion. Se evidencié mediante la
metodologia BSP hipometilacion en pacientes con EAE en dos CpGs, la CpG 148 de
APOE y la CpG 141 de TOMMA40. Independientemente del diagnéstico, los portadores del
alelo ¢4 de APOE tienen menor porcentaje de metilacion en la CpG 162 y CpG 182 de
APOE, mientras que los portadores del genotipo GG del SNP rs2075650 de TOMMA40
tienen diferencias en el porcentaje de metilacion, disminuyendo en la CpG 148 de APOE
y aumentando en la CpG 130 y CpG 155 de TOMMA40. Adicionalmente, a medida que
aumenta la edad de inicio disminuye la metilacién en la CpG 148, CpG 162 y CpG 213 de
APOE y CpG 155 de TOMM40. CONCLUSIONES: La metodologia BSP ofrece
informacion mas precisa sobre el estado de metilacién de las regiones analizadas. Se
identifico que las regiones evaluadas de la isla CpG de APOE y la playa CpG de TOMMA40,
tanto en pacientes como en controles se encuentran hipermetiladas. Las diferencias
significativas encontradas entre la metilacién del ADN en las regiones analizadas de la isla
de APOE y la playa de la isla de TOMMA40, no solo entre los pacientes y los controles, sino
también en portadores y no portadores de ciertos alelos, indican la gran complejidad de
esta region a nivel epigenético.
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Abstract

INTRODUCTION: Alzheimer's disease (AD) is the most common dementia. A Previous
study in a Colombian population reported a significant association between APOE ¢4 allele,
TOMM40 G allele (rs2075650) and the earlier onset of the disease. Although APOE ¢4
allele is the main genetic risk factor for AD, the presence of this allele by itself is not enough
to cause the disease. Several research studies have reported changes in the DNA
methylation in AD globally and loci specific. AIM: To characterize methylation patterns of
the CpG islands of APOE and TOMM40 genes in peripheral blood of Colombian AD
patients. METHODS: DNA was isolated from peripheral blood in 54 Colombian AD patients
and 54 healthy controls and then treated with sodium bisulphite. Methylation levels of
APOE CpG Island and TOMM40 CpG shore were identified by MS-HRM and BSP
methodologies. Data analysis was performed using a beta regression model. RESULTS:
Differences between results were identified. MS-HRM methodology showed
hypermethylation in AD patients; BSP methodology showed hypomethylation in AD
patients. BSP methodology allowed to identify hypomethylation in AD patients at APOE
CpG148 and TOMM40 CpG141. In the spite of diagnosis, APOE ¢4 allele carriers have a
lower methylation percentage at APOE CpG162 and CpG182, whereas TOMM40 GG
genotype (rs2075650) carriers have a lower methylation percentage at APOE CpG148 and
higher methylation percentage at TOMM40 CpG130 and CpG155. In addition, as onset
age increases, methylation at APOE CpG 148, CpG 162, CpG 213 and TOMM40 CpG 155
decreases. CONCLUSIONS: BSP methodology provides more specific information about
methylation levels in the evaluated regions. APOE CpG Island and TOMM40 CpG shore
are hypermethylated in AD patients and healthy controls. The differences found in DNA
methylation in APOE CpG Island and TOMM40 CpG shore indicate the epigenetic
complexity of this region, not only among patients and controls, but also in carriers and no
carries of certain alleles.

Keywords: Alzheimer's Disease, DNA Methylation, BSP, MS-HRM, APOE, TOMMA40,

Colombia



Contenido X

Contenido
Pag.
I O o 1 { V] Lo T IR 1Y = 1o I =0 ] T o USSP 5
1.1 Enfermedad de AlZNEIMEer ..o 5
1.2 Epigenética y mecanismos €pPIigeNEliCOS ......uiiiiiiiiiiiiiiiiiii e ee et e e eeerrins 8
1.2.1 Modificaciones de hiStONas ..........ccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiee e 9
1.2.2 ARNS NO COIfICANTES ...oeviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 9
1.2.3 MetilaCcion del ADN .......oooviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 10
1.3  Metilacién del ADN y Enfermedad de Alzheimer ..., 12
2. Capitulo 2. ODJELIVOS ..ccc oo 19
P R @ o] = 1Y T =T o 1= | PP 19
2.2 ODbjetivos ESPECITICOS .....uviviiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeee e 19
3. Capitulo 3. Materiales Y MEtOAOS ......ccooiviiiiiiiii e 21
3.1 MueStra de ESUAIO .....oeeeeiiiiiie e 21
3.2 EXIracCion d€ ADN .......oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee ettt e e e e e e e e e e e aa e 21
3.3  Conversion del ADN con Bisulfito de SOdi0...........ccevvvvveiviiiiiiiiiiiiiiiiieeiieeeeeee 21
I R B 151 =T o (o o L= o ] 1 0= = S 22
3.4.1 Disefio de Primers para MS-HRM ..., 22
3.4.2 Diseflo de Primers paraBSP...........ccouiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 23
3.5 Determinacion del porcentaje de metilacion del ADN por la metodologia MS-HRM
25
3.6 Determinacion de porcentaje de metilacion del ADN en CpGs individuales por la
MELOdOIOGIA BSP ... ..o 28
3.7 ANAlISIS €StATISHICO.....ciiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 29
4. Capitulo 4. RESUIAAOS ......ccoiiiiiieeeeeeeee e 31
7 ot R =0 o] F= Yt To ] g e (=YY (F o Lo 31
4.2  Porcentaje de metilacion del ADN por la metodologia MS-HRM ...................... 32
4.3  Porcentaje de metilacién del ADN por la metodologia BSP..............cccceeeeeneee.e. 35
4.3.1 Porcentaje de metilacion del ADN en CpGs individuales en laregién
evaluada de APOKEE. ... ..o e 36
4.3.2 Porcentaje de metilacion del ADN en CpGs individuales en laregién
evaluada de TOMMAD ........coouiii e e e et e e e abe e e e et s 41
5. Capitulo 5. DISCUSION ..ccoe i 45
6. Conclusiones y reCoOmMENdaACIONES .....cccoeiiiiuuiii et e e e e e e e e eeeeeeans 52

6.1 (0001416 111530 11 TR 52



XVI Andlisis de metilacion de las islas CpG de los genes APOE y TOMMA40 en una

muestra de pacientes colombianos con Enfermedad de Alzheimer

6.2 RECOMENUACIONES ...oueee ittt ettt et e et et r et et r et s et s et reanreaees 53

Bibliografia



Contenido Xl

Lista de figuras

Pag.
Figura 3-1 Conversion con bisulfito (Tomada de [109])......cceeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeiiiiieeeeeen 292
Figura 3-2 Regiones de los genes TOMM40 y APOE evaluadas por los primers
disefados para MS-HRM Y BSP ... 24
Figura 3-3 Gréfica esquemaética de las curvas de melting de ADN no metilado y ADN
totalmente metilado. (Tomada de [109]) ....ccovviiiiiiiiiiiiiiiie e 25
Figura 3-4 Gréfica esquemética de las curvas de diferencia de melting de ADN
estandar. (Tomada de [109]) .....cooiiiiiiiiiii e e e e e e e e 26
Figura 4-1 Diagrama de caja y bigotes de los porcentajes de metilacion de APOE y
TOMMA40 obtenidos por MS-HRM segun el diagnOStiC .......ccooeeeviiiviiiiiiiiieeeecceicee e, 34

Figura 4-2 Diagrama de caja y bigotes de los porcentajes de metilacion de la CpG148
de APOE en el grupo de pacientes y controles, segun el genotipo GG, AG y AA del SNP
rS2075650 A€ TOMMAO. .....ccciiiiiiiieiiee ettt e e e e e e et e e e e e e e e s s st b e e e e e e e e e s nnssnneeeaeens 38
Figura 4-3 Porcentaje de metilacion de la CpG162 de APOE en el grupo de portadores
del alelo €4 de APOE (-/4) y los no portadores (-/-) con respecto a la edad de inicio. ..... 39
Figura 4-4 Diagrama de caja y bigotes de los porcentajes de metilacion de la CpG182
de APOE en el grupo de portadores del alelo ¢4 de APOE (-/4) y los no portadores (-/-).
....................................................................................................................................... 39
Figura 4-5 Porcentaje de metilacion de la CpG213 de APOE segun la edad de inicio.. 40
Figura 4-6 Diagrama de caja y bigotes de los porcentajes de metilacién de la CpG130

de TOMM40 segun el genotipo GG, AG y AA del SNP rs2075650 de TOMMA40. ......... 43
Figura 4-7 Diagrama de caja y bigotes de los porcentajes de metilacion de la CpG141
de TOMMA40 en el grupo de pacientes y CONrOlES. ..........ooevuiiiieiieeeeeieeecee e, 43

Figura 4-8 Porcentaje de metilacion de la CpG155 de TOMMA40 del grupo de portadores
del genotipo GG, AG y AA del SNP rs2075650 de TOMM40 con respecto a la edad de
1o T 44



Contenido XV

Lista de tablas

Pag.
Tabla 1-1: Estudios de metilacion global del ADN en EA..........oooviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeei 1g4
Tabla 1-2: Estudios de metilacion del ADN en genes asociados con EA........................ 15
Tabla 4-1: Caracterizacion de la muestra evaluada..............ccccoeeeeeeiie e, 31
Tabla 4-2: Promedio de los porcentajes de metilacion en la isla CpG de APOE vy la playa
CpG de TOMM40 mediante la metodologia MS-HRM.............ccceeieiiiiiiiiiiiiiieeeeei 32
Tabla 4-3:  Resultados del modelo de regresion beta para los datos obtenidos por la
metodologia de MS-HRM para la regién de APOE Yy TOMMA40. .....cccooeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeiiins 33
Tabla 4-4 CpGs evaluadas por la metodologia BSP para las regiones de APOE y
LI 11 PRSPPI 35
Tabla 4-5 Promedio de los porcentajes de metilacion de los dinucleétidos CpG
evaluados en la isla CpG de APOE por la metodologia BSP. .........cccoocciiiiieiiieeiiiiiiee 36
Tabla 4-6 Resultados del modelo de regresién beta para los datos obtenidos por la
metodologia de BSP para las CpGs evaluadas en la region de APOE. ..........ccccccvvvnnnns 37
Tabla 4-7 Promedio de los porcentajes de metilacion de los dinucle6tidos CpG
evaluados en la playa CpG de TOMMA40 por la metodologia BSP. .............cceeeeeeeeeeeennn. 41

Tabla 4-8 Resultados del modelo de regresion beta para los datos obtenidos por la
metodologia de BSP para las CpGs evaluadas en la region de TOMM40....................... 42



Contenido XV

Lista de Anexos

A. Protocolo Kit de Extraccion de ADN ReliaPrep Blood gDNA Miniprep System™

(AS082)- PROMEGA ...ttt 57
B. Protocolo del Kit de Conversion con Bisulfito de Sodio EZ DNA Methylation- Direct

Kit (D5021)- ZYMORESEAICK ......uuiiiiiiiicieeecee et e e e e e e e eaaees 59
C. Primers disefiados para MS-HRM ............ooiiiiiii e 61
D. Primers disefiados para BSP ............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 62
E. Condiciones MS-HRM APOE .........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieninneennernnnnnerenrers 63
F. Condiciones MS-HRM TOMMAO0 .......cuuuiiiiieeiiiiiiiieae e eeeiess s e e e e eeaaaenn s e e eaeaeannes 64
G. Curvas de melting de ADN @StANGAT .........c.uuiiiiiiieeiiiiiiiiee e 65
H. Ejemplo de curva estandar para ensayo de MS-HRM ...........ccoooooiiiiiiiiiinnn i, 66
I CoNndiCIONES BSP APOKE........cii ittt s s s e e e e e e ee et e e e e eaaeeaene 67
J.  Condiciones BSP TOMMAO.........ccouiiiiiiiiiiiiieeeeee e 69
K. Protocolo de purificacion de productos de PCR ...........cccoviiiiiiiiiiiiiiieeiiiieeeen 71



XVI Andlisis de metilacion de las islas CpG de los genes APOE y TOMMA40 en una
muestra de pacientes colombianos con Enfermedad de Alzheimer

Lista de Simbolos y abreviaturas

5hmC 5-Hidroximetilcitosina

5mC 5-Metilcitosina

AB Amiloide B

APOE Apolipoproteina E

APP Proteina Precursora Amiloide

BSP Bisulfite Sequencing PCR

CpG Citosina-enlace fosfodiester-Guanina
DNMTs DNA methyltransferases

EA Enfermedad de Alzheimer

EAE Enfermedad de Alzheimer Esporadica
EAF Enfermedad de Alzheimer Familiar
ESME Epigenetic Sequencing MEthylation analysis software
EOAD Early-Onset Alzheimer’s Disease
GWAS Genome-Wide Association Studies
HATs Histone acetyltransferases

HDACs Histone deacetylases

LD Desequilibrio de Ligamiento

LOAD Late-Onset Alzheimer’s Disease
MeCPs Methyl CpG binding protein

MS-HRM Methylation Sensitive- High Resolution Melting

ncARNSs ARNS no codificantes
PBMCs Peripheral Blood Mononuclear Cells
SAM S-adenil metionina

SNC Sistema Nervioso Cental



Contenido XVII

SNP Single-Nucleotide Polymorphism
TET Ten-eleven translocation enzymes
™m Temperatura de melting

TOMMA40 Translocase of outer mitochondrial membrane 40






Introduccioén

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia, se estima que del
60% al 80% de los casos de demencia corresponden a esta enfermedad, que se
caracteriza por un descenso progresivo en las funciones cognitivas, las cuales tipicamente
comienzan con deterioro de la memoria, acompafiados por alteraciones en el juicio,
desorientacion, confusién, cambios de comportamiento y dificultad en el habla, comer y
caminar [1].

En el afilo 2001, en Latino América 3,4 millones de personas mayores de 60 afios sufrian
de demencia, para el 2040 se proyecta que el nUumero aumente a 9,2 millones en esta
poblacion [2]. La tasa de prevalencia e incidencia para Enfermedad de Alzheimer se
incrementa exponencialmente con la edad, con un aumento mas notable en la séptima y
octava década de vida [3]. Adicionalmente, se predice que para el afio 2050, la enfermedad
de Alzheimer generara el mayor gasto en salud publica superando el gasto generado por
el cancer y las enfermedades cardiovasculares [2].

La EA es la principal enfermedad neurodegenerativa. Se define clinicamente por la pérdida
progresiva de las funciones cognitivas que llevan a la demencia y por ultimo a la muerte.
A nivel neuropatolégico se caracteriza por la presencia de placas seniles formadas por la
agregacién de péptidos amiloide beta (AB), provenientes del clivaje de la proteina
precursora amiloide (APP) y por ovillos neurofibrilares, formados por la proteina tau
hiperfosforilada, la cual esté involucrada en el ensamblaje de microtibulos. Estos cambios
patoldgicos van acompafiados de la pérdida de neuronas y de la sinapsis [3, 4].

La EA se clasifica segun su edad de inicio en enfermedad de Alzheimer de inicio temprano
(EOAD, Early-Onset Alzheimer’s Disease) que corresponde a s6lo 1-5% de los casos de
EA, los cuales exhiben una edad de inicio antes de los 65 afios, la cual tiene una forma de
herencia autosomica dominante, por lo que también se le denomina enfermedad de
Alzheimer familiar (EAF), que esta asociada con mutaciones en los genes de la proteina
precursora amiloide (APP), presenilina 1 (PSEN1) y presenilina 2 (PSEN2) [3, 4], por otro
lado, esta la enfermedad de Alzheimer de inicio tardio (LOAD, Late-Onset Alzheimer’s
Disease) de la cual hace parte la mayoria de los casos (> 95%) con una edad de inicio
mayor a los 65 afios, considerada como una enfermedad compleja ya que no tiene un
patron de herencia mendeliana y es causada por multiples factores de riesgo entre ellos
factores genéticos y ambientales, también denominada como enfermedad de Alzheimer
esporadica (EAE). El Unico gen establecido como factor de riesgo genético para EAE es el
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gen de la apolipoproteina E (APOE), el cual tiene tres alelos polimorficos (€2, €3 y €4),
siendo el alelo €3 es el mas comun en la poblacion (77%), el €2 es el menos comun (8%)
gue se ha asociado con proteccién contra EAE y el alelo €4 asociado con riesgo de
desarrollar EAE [3, 4]. La prevalencia del alelo €4 en los pacientes con EA es mayor del
50%, por lo tanto los individuos con uno de los alelos €4 tienen tres a cuatro veces mas
probabilidades de desarrollar la enfermedad que aquellos que no poseen este alelo [5].

Multiples estudios de genoma completo (GWAS, Genome-Wide Association Studies)
realizados en EA han respaldado al alelo ¢4 de APOE como el factor de riesgo genético
siendo el hallazgo mas significativo, pero también han implicado a muchos més loci con
EA, por lo que se ha sugerido que otros genes pueden estar involucrados en el desarrollo
de la enfermedad aunque no tengan un efecto similar a APOE [4, 6]. En algunos de estos
GWAS se ha confirmado que la regién con desequilibrio de ligamiento que contiene los
genes APOE, TOMM40 Y APOC1 est4 asociada con EAE [7]

El grupo de Neurociencias de la Universidad Nacional reportd en un estudio caso-control
con pacientes colombianos una fuerte asociacion del SNP rs2075650 de TOMMA40 con EA,
encontrando que los pacientes con EA portadores de un alelo ¢4 de APOE vy del alelo G
del rs2075650 presentan una edad promedio de inicio de la enfermedad seis afios mas
temprano que aquellos pacientes portadores del alelo A y una edad de inicio 13 afios antes
cuando se asocia con un genotipo homocigoto para €4, identificando a TOMM40 como un
gen importante en la EA en poblacion colombiana [8].

Aunque APOE ¢4 sigue siendo identificado como el principal factor de riesgo para EAE y
existen numerosas hipotesis acerca de como éste aumenta el riesgo de la enfermedad,
aun no se conoce el mecanismo preciso por el cual este alelo ejerce su efecto. Algunos
portadores del alelo ¢4 no manifiestan consecuencias biolégicas asociadas con EA y
permanecen cognitivamente normales en su vejez, lo cual indica que la presencia del alelo
€4 por si sola no es suficiente para causar EA [9]. Estos resultados han llevado a la
deduccién de que APOE vy el aleo €4 pueden tener funciones adicionales que van mas alla
de ser solo un templete codificante para una proteina, sino que puede estar involucrado
en la regulacién transcripcional, la cual puede ser mediada por la metilacién del ADN [10].

El gen APOE tiene una isla CpG bien definida que coincide con la region 3’ del exén 4, en
la cual esta ubicada la regién donde se encuentran los alelos de APOE, esta isla esta
enriquecida con dinucleétidos CpG, los cuales son los blancos naturales para la metilacién
del ADN, estudios han demostrado altos niveles de metilacién a lo largo de esta isla. [10]

Se ha manejado la hipétesis que la isla de APOE es un potenciador transcripcional que
puede regular multiples genes en el locus de APOE, entre ellos el gen TOMM40. La
actividad potenciadora de la isla de APOE puede ser modificada por su estado de
metilacion, influenciada por el tipo celular, los alelos de APOE y por haplotipos en el
promotor, esta actividad modula la expresion de TOMMA40, lo cual apoya a la hipotesis que
la isla de APOE hace parte de una red de regulacion transcripcional actuando como un
potenciador/silenciador que puede estar relacionado con el desarrollo de la patogénesis
de EA[10, 11]
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En este trabajo se analizaron los patrones de metilacion del ADN de la isla CpG de APOE
y la playa CpG de TOMM40 en sangre periférica de una submuestra de pacientes con
Enfermedad de Alzheimer y controles sanos del Biobanco de Demencias del Instituto de
Genética de la Universidad Nacional de Colombia, mediante las metodologias de
Methylation Sensitive- High Resolution Melting (MS-HRM) y Bisulfite Sequencing PCR
(BSP). Los porcentajes de metilacion obtenidos en ambas regiones evaluadas fueron
analizados mediante un modelo de regresion beta, evaluando factores como el
diagnostico, edad de inicio de la enfermedad, alelo de riesgo €4 de APOE y genotipo de
TOMMA40 para el SNP rs2075650.

Los resultados obtenidos son Utiles para la identificacion de las CpGs individuales en la
isla CpG de APOE y playa CpG de TOMM40 que presentan diferencias significativas en
su porcentaje de metilacion y su implicacion en la patogénesis de la EA en la poblaciéon
colombiana, lo cual es de gran importancia debido a que pueden llegar a ser posibles
blancos terapéuticos.
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1.Capitulo 1. Marco Teérico

1.1 Enfermedad de Alzheimer

La EA es la forma mas comin de demencia, se estima que en el afio 2015
aproximadamente 44 millones de personas alrededor del mundo tenian EA o una demencia
relacionada [12]. Cada afio se presentan 4,5 millones de casos nuevos de demencia, para
el afio 2030 esta cifra puede llegar a duplicarse [13]. Estas cifras son probablemente un
subestimado debido a que no se incluyen los estados clinicos tempranos de la enfermedad
[14].

La EA se caracteriza clinicamente por el deterioro progresivo de la memoria y de las
funciones cognitivas, tales como cambios en las habilidades atencionales y de solucion de
problemas, con el progreso de la demencia se puede presentar disfuncion del lenguaje,
dificultad viso-espacial, pérdida de la perspicacia y cambios de la personalidad, lo que
puede llevar a la pérdida de la autonomia del paciente y por este motivo requerir cuidado
médico de tiempo completo [14]. Debido a esto, la EA no sélo tiene un fuerte impacto en
los pacientes y los cuidadores, también existe una gran carga en la sociedad y en la salud
publica debido a los altos costos asociados con el cuidado y tratamiento de la demencia,
por este motivo la EA y otras demencias son probablemente uno de los problemas de salud
publica global mas importantes [12, 14].

A nivel neuropatoldgico se caracteriza por la presencia de placas extracelulares formadas
por la agregaciéon de péptidos amiloide B (AB), provenientes del clivaje de la proteina
precursora amiloide (APP) y por ovillos neurofibrilares, formados por la proteina tau
hiperfosforilada, la cual esta involucrada en el ensamblaje de microtubulos [3, 4]. Ademas
de las placas y los ovillos, hay otras marcas neuropatoldgicas y neuroquimicas en EA,
incluido la pérdida de sinapsis y la muerte neuronal selectiva, también el decremento en
marcadores de ciertos neurotransmisores. Las neuronas son particularmente vulnerables
en EA incluidas aquellas en la capa Il de la corteza entorrinal, las capas piramidales del
hipocampo y ciertas areas de la neocorteza temporal, parietal y frontal [14].

La EA se clasifica segun su edad de inicio en enfermedad de Alzheimer de inicio temprano
(EOAD, Early-Onset Alzheimer’s Disease) o enfermedad de Alzheimer Familiar (EAF), que
corresponde a sélo 1-5% de los casos de EA, los cuales exhiben una edad de inicio antes
de los 65 afios y en enfermedad de Alzheimer de inicio tardio (LOAD, Late-Onset
Alzheimer’s Disease) o Enfermedad de Alzheimer Esporadico (EAE) de la cual hace parte
la mayoria de los casos (> 95%) con una edad de inicio mayor a los 65 afios. Aunque las
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dos formas de EA no se pueden diferenciar clinicamente, ambas estan asociadas con
patrones de herencia diferentes [3, 4].

La EAF tiene una forma de herencia autosomica dominante que esta asociada con
mutaciones raras y con una penetrancia alta (> 85%) en los genes de la proteina
precursora amiloide (APP), presenilina 1 (PSEN1) y presenilina 2 (PSEN2), los cuales
estan involucrados en un mecanismo patogénico comudn que involucra el clivaje de APP y
la generacién y agregacion de A, lo cual lleva a la hipotesis de la cascada amiloide [3, 4].
Segun esta hipétesis, APP es proteoliticamente procesada por a-, B-, y y-secretasa en dos
vias diferentes: la via no amiloidogénica o la amiloidogénica, las cuales llevan a la
produccion de diferentes péptidos. En la via no amiloidogénica, la protedlisis de APP se
da por o- y y-secretasa produciendo fragmentos no patogénicos (sAPPa y el fragmento a-
C-terminal). Sin embargo, en la via amiloidogénica, enriquecida en las neuronas, la
protedlisis de APP por B-secretasa y y-secretasa da origen a una mezcla de péptidos con
diferentes longitudes, dentro de estas se encuentran dos especies principales de AB: AR
1-40 (90%) y AB 1-42 (10%). Los fragmentos AB 1-42 son mas propensos a agregarse y
estdn predominantemente presentes en las placas amiloides en los cerebros de los
pacientes con EA. Se han descrito un total de 30 mutaciones en APP, todas estas afectan
la protedlisis de APP a favor de AB 1-42 [12, 15, 16]. APP es altamente expresado en el
Sistema Nervioso Central (SNC), particularmente en las neuronas. El AB es relativamente
abundante en el fluido cerebro-espinal en concentraciones de 10 a 20 ng/ml, este péptido
esta presente en niveles mucho menores en el plasma [17, 18].

EAE es la forma mas frecuente de demencia afectando a 24 millones de personas
alrededor del mundo [19]. La tasa de incidencia anual de EA se incrementa del 1% entre
personas de 65 afios a aproximadamente 8% para personas mayores de 85 afios [20]. Se
considera que EAE es una enfermedad compleja, ya que no tiene un patron de herencia
mendeliana y es causada por multiples factores de riesgo entre ellos factores genéticos y
ambientales. El Unico gen establecido como factor de riesgo genético para EAE es el gen
de la apolipoproteina E (APOE) [3, 4].

El gen APOE tiene tres alelos polimérficos (€2, €3 y €4). El alelo €3 es el mas comun en la
poblacion (77%) y el €2 es el menos comun (8%) y esta asociado con proteccidn contra
EAE [5]. La prevalencia del alelo €4 en los pacientes con EA es del 40 al 65%, por lo tanto
los individuos con uno de los alelos €4 tienen tres a cuatro veces mas probabilidades de
desarrollar la enfermedad que aquellos que no poseen este alelo, mientras que tener dos
copias estad asociado con 15 veces mas riesgo [12]. Adicionalmente, cada alelo €4
heredado reduce la edad de inicio de 6 a 7 afios [12, 14, 20].

Los tres alelos de APOE codifican para tres isoformas de la proteina (APOE2, APOE3 y
APOE4), las cuales se diferencian entre si por los aminoécidos en las posiciones 112 y
158, estas diferencias alteran la estructura de la proteina e influencian la asociacion con
lipidos y la unién a receptores. La isoforma APOE4 esta asociada con EA y sus procesos
patogénicos tales como la agregacion de AB, la formacién de ovillos, el procesamiento
amiloidogénico y la toxicidad neuronal, mientras que la isoforma APOE3 esta asociada con
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funciones del cerebro normal como la reparacion sindptica, la plasticidad sindptica, el
transporte de colesterol y la eliminacion de AB [5].

El uso del alelo €4 de APOE en la prediccion de la EA en el ambito clinico es limitado, no
solo debido a la restriccion de las consecuencias terapéuticas actuales, sino también
debido a que el alelo €4 no es necesario ni suficiente para causar la enfermedad [20-23].
Hasta el 75% de los individuos heterocigotos para el alelo €é4 no desarrollan EA y hasta el
50% de las personas con EA no son portadoras del alelo de riesgo [24].

Se ha estimado que el efecto de alelo €4 cuenta para el 27.3% de la heredabilidad de EA
[25], debido a que acerca del 50% de los individuos con EA son portadores del alelo €4, lo
gue sugiriere que otros factores genéticos pueden contribuir al riesgo de la enfermedad
[14], por lo que se continla en la basqueda de factores de riesgo genético que aporten a
la parte de la heredabilidad que aln no se ha encontrado [12]. Aunque existe una fuerte
asociacion entre APOE y EAE, la cual es util para la prediccion de la enfermedad, dado
gue es una enfermedad multifactorial, el uso del perfil genético debe ser complementado
con informacién de factores ambientales y su relacién con la genética, por medio de un
perfil epigenético [20].

Estudios de GWAS han identificado multiples SNPs en al menos 20 loci adicionales
relacionados con genes candidatos asociados con el riesgo genético para EAE [25-27],
pero ninguno de estos ha tenido un efecto en el riesgo de EA de la magnitud del alelo €4
de APOE [12].

Aunque estos loci aportan a solo una parte de la heredabilidad de la EA [20], al agrupar
las vias en los que sus genes identificados operan, se han identificado cinco vias comunes
gue estan alteradas en EA: procesos de membrana plasmatica y citoesqueleto,
homeostasis de lipidos, sefializacion sinaptica, procesos de células inmunes y procesos
mitocondriales. [28]

Respecto a esta ultima via, la disfuncion mitocondrial es una de las caracteristicas mas
prominentes en EA tanto en el cerebro como en la periferia [29, 30], siendo TOMM40 uno
de los genes mas robustos identificados en los GWAS, asociado con la funcién
mitocondrial [28]. TOMMA40 codifica para la subunidad Tomm40 que forma un canal de la
translocasa de membrana externa mitocondrial (Complejo TOM) [31], la cual forma un
canal que conduce proteinas en la membrana externa mitocondrial, facilitando la
translocacion de proteinas no plegadas del citosol hacia el espacio intermembranal [32].
La disfuncién mitocondrial estd asociada con EAE [33-35], debido, en parte, a la
internalizacién del péptido AB y quizas APP, mediado por el poro TOM40 [36]. La
mitocondria internaliza APP y AB in vitro [37, 38], en cultivos [33, 37] y en muestras de
cerebros humanos de pacientes con EA [39-41] y de APP en ratones que lo sobreexpresan
[33, 37].

El gen TOMM40 esta localizado aproximadamente a 2 Kb corriente abajo de APOE y
debido a la localizacién de ambos genes, existe un fuerte desequilibrio de ligamiento (LD)
[28, 42]. Multiples estudios han descubierto que SNPs y variantes de TOMM40 estan
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asociados con EAE, como es el caso de una variable de longitud de timinas (rs10524523),
localizada en el intron 6 del gen TOMM40 que esta asociado con el riesgo de EAE en
sujetos caucésicos. Desde el descubrimiento original de la asociacion del rs10524523 y la
edad de inicio de EAE [43, 44], un ndmero creciente de estudios han reforzado las
observaciones originales, sin embargo otros estudios reportan datos en conflicto, fallando
en replicar la asociacion entre TOMMA40 y el riesgo por EAE [45]. Esta variante de longitud
se harelacionado con el genotipo de APOE y se ha llegado a considerar que los haplotipos
TOMMA40 rs10524523- APOE son mas informativos para el riesgo de EA que el genotipo
APOE4 [46].

Por otro lado, el SNP rs2075650 de TOMM40 ha sido asociado con EA en multiples
estudios en su mayoria en poblacién caucdsicay asiatica [47-50]. Este SNP esta localizado
en el intron 2 de TOMM40 y se encuentra corriente arriba de APOE, el cual puede estar el
LD con €4 y podria modular los niveles de expresion de APOE [51, 52]. Se ha descrito que
el rs2075650 hace parte de un bloque haplotipico el cual forma un elemento enhancer
putativo (TOMMA40 1VS2-4), el cual puede modular la expresion no solo de TOMM40 sino
gue también de genes cercanos como APOE y APOCL1 [53]. Algunos estudios han
reportado un efecto sinérgico entre el rs429358 de APOE (g4) y el rs2075650 de TOMM40
[51, 54]. Un estudio en poblacién colombiana reporta una fuerte asociacion del rs2075650
de TOMMA40 con EA, identificando que los pacientes con EA con el alelo G del rs2075650
y un alelo €4 de APOE presentan una edad de inicio de la enfermedad en promedio 6 afios
antes, comparado con los portadores del alelo A y una edad de inicio 13 afios antes cuando
se asocia con un genotipo homocigoto de APOE4 [8].

Recientes analisis funcionales del locus APOE han revelado que la variacién genética en
este locus esté influenciada significativamente por una region enhancer reguladora en cis,
estos datos indican que multiples elementos en cis del locus de APOE pueden influenciar
la actividad promotora de acuerdo con el haplotipo y el tipo de célula, sugiriendo que
estructuras reguladoras transcripcionales complejas pueden modular la expresion regional
de los genes APOE y TOMMA40 en este locus [53].

1.2 Epigenéticay mecanismos epigenéticos

La epigenética es el estudio de los cambios heredables en la actividad génica que no estan
asociados con ningun cambio en la secuencia del ADN [55-57]. Estos cambios pueden ser
considerados como una forma en la cual el ambiente puede influenciar la genética [58].
Las modificaciones epigenéticas son la razén por la cual aunque todas las células en un
organismo contienen la misma informacion genética, existe una variedad de células y
tejidos, debido a que no todos los genes son expresados simultdneamente por todos los
tipos celulares [56]. Estas modificaciones pueden ocurrir en un loci especifico de un gen
en células especificas para alcanzar fenotipos celulares especificos, o puede abarcar
muchos genes en muchas células, este mecanismo orquestrado ayuda a manejar procesos
biol6gicos amplios como el desarrollo y el envejecimiento [59-61].
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Debido a que el fenotipo y la funcién son afectados por los genes que son expresados y
por los que son reprimidos, epigenéticamente estados de transcripcion regulados y
desregulados pueden llevar a resultados favorables o desfavorables para células
especificas dentro de un mismo sistema de dérganos. Asi, cambios en la regulacién
epigenética puede causar que algunas ceélulas desarrollen anormalidades estructurales,
fisiologicas y metabdlicas, mientras que otras células del mismo tipo permanezcan
normales [62].

Los tres mecanismos epigenéticos principales incluyen la metilacion del ADN, las
modificaciones de histonas y los ARNs no codificantes. Alteraciones en estos mecanismos
epigenéticos afectan la mayoria de procesos nucleares, tales como la transcripciéon y el
silenciamiento génico, la replicacién y reparacion del ADN y la progresién del ciclo celular
[57].

1.2.1 Modificaciones de histonas

Los cambios conformacionales en las proteinas histonas o las modificaciones de la forma
en como el ADN se enrolla alrededor de las histonas, puede alterar diferencialmente el
acceso de la maquinaria transcripcional a algunos genes [62].

Aunque hay multiples mecanismos por los cuales las histonas son modificadas, incluyendo
metilacién, fosforilacién, ubiquitinacién, sumolacién, citrulinaciéon, adenosin difosfato
ribosilacion y otras modificaciones postranscripcionales de los aminoacidos de las
histonas, la acetilacion de histonas es uno de los mas estudiados. En este mecanismo, las
acetiltransferasas de histonas (HATS) catalizan la transferencia de un grupo acetil de la
acetilcoenzima A a los residuos de lisina en el N-terminal de las histonas, como resultado
de la acetilacion, la carga positiva de la histona es neutralizada haciendo que disminuya la
interaccion de las colas de histonas con los grupos fosfatos negativamente cargados del
ADN asociado. Este relajamiento conformacional de la cromatina permite el acceso de
factores de transcripcion a genes dentro del complejo. Inversamente, las deacetilasas de
histonas (HDACSs) transfieren los grupos acetil de las histonas acetiladas de nuevo a la
coenzima A, produciendo un estado de cromatina mas condensada y una disminucion o
silenciamiento de la transcripcién génica [62].

1.2.2 ARNSs no codificantes

El papel de los ARN no codificantes (ncRNAs) en la regulacion génica esta siendo
gradualmente descrito. Los miembros mejor caracterizados de los ncRNAs son los micro
ARNAs (miRNAs), estos son RNAs pequefios de aproximadamente 22 nucle6tidos, que
regulan la expresién génica de dos formas [63], por un lado los miRNAs reprimen la
traduccion al formar un complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) e induce a la
degradaciéon de mRNA por unién imperfecta a la regién 3’ no traducida (3’'UTR). Por otro
lado, algunos miRNAs regulan positivamente la expresion de genes al potenciar la
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traduccion de mRNAs e induciendo la expresion génica al unirse al promotor del gen blanco
[57, 64].

1.2.3 Metilacion del ADN

La metilacién del ADN se da en los dinucledtidos CpG y es catalizada por una familia de
las ADN metiltransferasas (DNMTSs) conformada por DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b
y DNMT4, las cuales transfieren un grupo metilo del S-adenil metionina (SAM) al quinto
carbono de un residuo de citosina para formar 5mC [56]. En mamiferos, DNMT1 esta
involucrada en el mantenimiento de la metilacion del ADN hemimetilado después de la
replicacién del ADN, copiando el patrén de metilacion del ADN de la hebra padre de ADN
a una hebra hija sintetizada nueva, por otro lado, DNMT3a y DNMT3b son importantes en
la metilacion de novo, ya que pueden establecer un patrén nuevo de metilacién a un ADN
no modificado [56]. DNMT2 es considerada como una metiltransferasa de ARN, aunque
también tiene actividad metiltransferasa de ADN de 5-citosina [65] y forma complejos
resistentes a la denaturacion con el ADN [66].

La metilacién de los dinucleétidos CpG puede alterar la expresién génica inhibiendo la
transcripcién directamente, al interferir en la unién de factores de transcripcion a sus sitios
de reconocimiento en sus respectivos promotores e indirectamente al reclutar y unir
represores transcripcionales especificos, como proteinas de unién al grupo metilo de CpG
(MeCPs) tales como MeCP2 [57]. Cuando se une a ADN metilado, MeCP2 recluta HDACs
gue inducen a un estado de cromatina mas condensado y decrece o silencia la
transcripcién génica [62]. Aunque se esperaria que los genes altamente metilados podrian
estar reprimidos y que la hipometilacion de un gen podria llevar a una expresién potenciada
0 una sobreexpresién comparado con el normalmente reprimido, se han encontrado
excepciones, por lo tanto es importante la validacion funcional de la expresion de los genes
y los niveles de proteina [62]

Datos recientes sugieren que la relacion entre la metilacion del ADN y la transcripcion
puede ser mas compleja, la metilacion en el cuerpo del gen y la metilacion en los sitios no
CpG a menudo han sido asociados con la activacion de la expresion del gen [67-70] y el
splicing alternativo en invertebrados [71, 72]. Los mecanismos involucrados en la
demetilacion de las citosinas han sido estudiados también, la demetilacién llevada a cabo
por las enzimas TET (ten-eleven translocation enzymes) realiza un cambio gradual en el
estado de la cadena lateral de la citosina, cambiando de una citosina metilada a una
citosina hidroximetilada (5-hmC), formil citosina, carboxil citosina y finalmente a una
citosina no modificada por un mecanismo o enzima todavia no clasificada [73]. Cada uno
de estos intermediarios puede tener su propio efecto en la transcripcion, splicing y
subsecuente funcion en la proteina, recientes estudios han mostrado que existen altos
niveles de 5-hmC en el cerebro [74, 75] con variaciones a través de diferentes regiones
anatémicas [28, 76].
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Debido a la metilacion del ADN, aproximadamente el 70% de los CpGs dentro del genoma
humano estdn metilados, aunque la metilacion del ADN puede darse en cualquier sitio
CpG, ya sea en regiones codificantes o no codificantes, estudios previos a menudo se han
enfocado en regiones ricas en CpG llamadas islas CpG [77].

Las islas CpGs, segun los criterios de Gardiner-Garden, se definen como una region
gendmica de aproximadamente 1 kb de longitud con un contenido de G+C = 50% con una
razén de CpG observados/esperados = 0,6 [78, 79], las cuales se sobrelapan con las
regiones promotoras del 60 al 70% de todos los genes humanos, aunque también se
encuentran en menor medida en los exones o0 en las regiones intergénicas [80-83].

La posicién y la conservacion de las islas CpG a través de la evolucién, implica que estas
regiones poseen una importancia funcional [56]. Parece que las islas CpG han sido
evolutivamente conservadas para promover la expresion génica al regular la estructura de
la cromatina y la union de los factores de transcripcion. Una de las caracteristicas comunes
de las islas CpG es que contienen menos nucleosomas que otros sitios del ADN [84].
Aunque los sitios de unién a factores de transcripcion son ricos en CG, las islas CpG estan
probablemente para potenciar la unién a los sitios de inicio de la transcripcion. A pesar de
su falta de elementos comunes del promotor, las islas CpG potencian la accesibilidad del
ADN y promueven la unién de factores de transcripcion [56].

La mayoria de las islas CpG se encuentran en los promotores y estan hipometiladas, este
efecto es usualmente explicado por la proteccion de estos sitios de las ADN
metiltransferasas por varias proteinas de unién incluyendo Spl, E2F, CTCF y entre otras
[85]. Aunque se han identificado por medio de microarreglos que un 3-4% de las islas CpG
en promotores estan hipermetiladas en varios tejidos somaticos, los cuales adquieren la
metilacién durante el desarrollo normal [81, 86, 87], por otro lado, los promotores con un
contenido de CpG relativamente reducido se encuentran a menudo hipermetilados [81],
pero se ha identificado que la mayoria de estas islas CpG hipermetiladas estan en regiones
intragénicas [88].

Se han realizado multiples estudios que tratan de explicar la relacién de la metilacién del
ADN vy la regulacion génica, la mayoria de estos han analizado islas CpG asociadas con
promotores, algunos autores han reportado que el cambio de la intensidad de la metilacion
de estas islas esta correlacionada negativamente con el nivel de expresién génica [89-91],
mientras que otros no observaron una correlacion obvia entre la metilacion de las islas y
la expresion génica [81, 92-95].

La mayoria de metilacién tejido especifico esta en las playas CpG, estas playas CpGs son
regiones enriquecidas con CpGs localizadas hasta a 2 kb corriente arriba o corriente
debajo de las islas CpG [96]. Se ha sugerido, que los patrones de metilacion de las playas
CpG estan suficientemente conservadas para discriminar completamente tipos de tejidos
a pesar de la especie de origen [97], la metilacion de las playas esta altamente
correlacionada con la reduccion de la expresion génica [97].
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En los genomas de los vertebrados, los dinucle6tidos CpG aparecen en una frecuencia de
cinco a seis veces menor de la esperada [98, 99] . Estudios computacionales han estimado
gue la citosina en el contexto de la CpG tiene una tasa de mutacién incrementada del 10-
50% [100-103], este incremento en la tasa de mutacion de la citosina en un contexto de
CpG es conocido con el termino CpG decay.

El incremento de la tasa de mutacion es atribuible a la metilacion del ADN, debido a que
las modificaciones covalentes de nucledtidos pueden influenciar la mutabilidad de ADN
gendmico, especialmente en la 5mC [103], este nucle6tido modificado es bioquimicamente
menos estable que la citosina y es propensa a deaminacion hidrolitica espontanea. Se ha
demostrado que la 5mC se deamina 2.2 veces mas rapido que la citosina en el ADN de
doble cadena [104]. Los productos de la deaminacion de ambas moléculas son diferentes,
mientras que la citosina es deaminada a uracilo, la 5mC es deaminada a timina.

Debido a que el uracilo no esta presente en una secuencia regular de ADN es facilmente
reconocido como un nucleétido mutado, por lo que el mecanismo de reparacion de
mismatch U/G que sustituye el uracilo por citosina es relativamente mas efectivo, al ser
comparado con el sistema de reparacién de T/G, ya que este puede ser menos preciso
reparando en ambas direcciones, o simplemente ser transmitido a la siguiente generacion
celular [105-107]. Adicionalmente, en el caso de la 5mC, las mutaciones son introducidas
con mas frecuencia, tanto en una o ambas de las hebras hijas después de la replicacién
dependiendo si el sistema de reparacion no es activado. Debido a que la sustitucion de
dinucleétidos CpG/CpG en TpG/CpA ocurre en una tasa que es 10 a 50 veces mas alta
gue otros procesos de sustitucion de otros nucleétidos, el efecto del CpG decay puede ser
una posible explicacién para la baja representacion de los dinucleétidos CpG en muchos
de los genomas de mamiferos.

Una excepcién a esta regla de la baja representaciéon de dinucleétidos CpGs es el caso de
las islas CpGs , las cuales muestran niveles de CpG cercanos a la frecuencia esperada,
como se menciond anteriormente, la mayoria de las islas CpG estan hipometiladas, hecho
gue podria protegerlas de los efectos del CpG decay [108].

1.3 Metilacion del ADN y Enfermedad de Alzheimer

La EA es una enfermedad compleja y abarca muchos factores de riesgo genético y
ambiental, los cuales pueden influir en cambios en la expresién de miles de genes y
cambios en la regulacion de varias vias patogénicas tales como la deposicién de A, la
hiperfosforilacion de tau, inflamacion, estrés oxidativo, metabolismo de la energia y un ciclo
aberrante de apoptosis. Con excepcion de las mutaciones que inducen AR, ninguno de
estos factores moleculares y genéticos tiene una penetrancia absoluta causando el
desorden, debido a que la proporcion de la heredabilidad genética explicada por variantes
comunes es solo de 3-4% por cada locus [62], se ha propuesto que otros tipos de variacién
genética, tales como variantes de baja frecuencia y raras o cambios epigenéticos, pueden
ayudar a explicar la condicion [109].
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La edad es el factor de riesgo mas importante para el desarrollo de EA y esta asociada con
patrones aberrantes de metilacién [60]. En sangre periférica, los cambios dependientes del
tiempo en la metilacion global dentro de un mismo individuo han sido observados, con un
8-10% de los individuos mostrando cambios mayores al 20% en un lapso de 11 a 16 afios
[110].

Multiples estudios han reportado una tendencia hacia la hipometilacion del ADN con la
edad en diferentes tipos de células, consistente con el descenso relacionado con la edad
de DNMTL, la cual es responsable en el mantenimiento de la metilacién del ADN en los
sitios CpGs [111], por lo que se ha especulado que la hipometilacién del genoma completo
relacionada con la edad puede deberse a los déficits de DNMTL1 [57, 61, 62]. En pacientes
con EA se ha observado que la metilacién del ADN y los factores tales como DNMT1 estan
significativamente reducidos en las neuronas de la capa Il de la corteza entorrinal [112,
113].

Aunque se ha demostrado que hay una metilacién global anormal en pacientes con EA, no
se ha llegado a una clara conclusion ya que se han reportado tendencias tanto hacia la
hipometilacion como a la hipermetilacion del ADN (Tabla 1-1). Mdltiples estudios han
identificado una asociacién entre la variacién de la metilacion del ADN y la EA en
numerosos loci, algunos de ellos con hallazgos consistentes a lo largo de mudltiples
cohortes [114, 115], ademas de cambios en los patrones de metilacion del ADN en
regiones especificas del cerebro y en sangre (Tabla 1-2).

El gen APOE tiene una isla CpG bien definida que coincide con la region 3’ del exdn 4, en
la cual esta ubicada la regién donde se encuentran los alelos de APOE, estudios han
demostrado altos niveles de metilacion a lo largo de esta isla [10, 116]. Se ha manejado la
hipétesis que la isla de APOE es un potenciador transcripcional que puede regular
multiples genes en el locus de APOE, entre ellos el gen TOMM40. La actividad
potenciadora de la isla de APOE puede ser modificada por su estado de metilacion,
influenciada por el tipo celular, los alelos de APOE y por haplotipos en el promotor, esta
actividad modula la expresion de TOMMA40. [10, 11].

Aungque no se conocen reportes donde se analice la metilacion del ADN en el gen
TOMMA40, estudios recientes muestran que los niveles de mRNA de TOMM40 estan
significativamente incrementados en EAE versus cerebros de controles [117]. Sin
embargo, se encuentran reportes opuestos en la literatura donde se reporta que los niveles
de mRNA de TOMM40 estan reducidos en sangre periférica de pacientes con EAE
comparados con controles pareados [118]. La regulacion tejido-especifica de la expresion
del gen TOMM40 puede explicar, al menos en parte, los resultados que se contradicen.
Las comparaciones entre EAE y controles de tejidos cerebrales completos pueden tener
una limitaciéon debido a las diferencias en la composicién del tipo de células resultado de
la pérdida de células neuronales en los cerebros con EAE [36]. Estos cambios en los
niveles de mRNA de TOMMA40 asociados con EA pueden no solo estar relacionados con
la variacidn genética dentro del locus APOE, sino que también pueden estar mediados por
mecanismos epigenéticos, como la metilacion el ADN.
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Tabla 1-1: Estudios de metilacion global del ADN en EA

Patron de
metilacion en Tejido Poblacién Numero de Metodologia Referencia
enfermedad de evaluado muestras evaluadas bibliogréfica
Alzheimer
5 controles
Hipocampo, giro 5 Pacientes EA
Hipermetilacion hipocampal y E.E.U.U preclinico Inmunoquimica, Dot blot [119]
cerebelo 5 Pacientes EA
estado avanzado
Giro frontal
Hipermetilacion medio y giro Nueva_1 42 cc_)ntroles Inmunohistoquimica [120]
: Zelandia 42 pacientes EA
temporal medio
. S Sangre . 44 controles
Hipermetilacion perifé?rica Norte de Italia 37 pacientes EAE LUMA [121]
No hay
diferencias Sangre Colombia 30 controles MS-HRM de LINE-1 [122]
R periférica 28 pacientes EAE

significativas

- e 10 controles e o
Hipermetilacion Corteza frontal E.E.U.U : Methylated DNA [123]

10 pacientes EA e .
Quantification kit)

. S Sangre . 38 controles Pirosecuenciamiento de
Hipermetilacion periférica Italia 43 pacientes EA LINE-1 [124]
Hi tilacié tC(_)rtelza EEUU 20 controles | histoquimi 195

ipometilacion en orrlnl?, capa E.U. 20 pacientes EA nmunohistoquimica [125]

Corteza 10 controles

: S prefrontal . 25 pacientes EA Espectrometria de
Hipometilacion Sangre Alemania 6 controles masas (MALDI-TOF) [126]

periférica 6 pacientes EA
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Tabla 1-2: Estudios de metilacién del ADN en genes asociados con EA

Patrén de

Gen evaluado metilacion en Tejido evaluado | Poblacion NrElTeesrt?aie Metodologia Referencia
enfermedad de ) 9 bibliogréfica
) EVEUTEEL
Alzheimer
PSEN1
gﬁﬁ[ﬁ dh!\elzcr)err]l?:?/as Sangre periférica Italia 11218 ngit(;?l![iss MS-HRM [127]
DNMT3A significativas grep pE AE
DNMT3B
MTHFR
BDONF difli(r)ezi?/as 19 controles
SIRT1 significativas Sangre periférica Italia 20 pacientes EA MSP en tiempo real [128]
PSEN1
S100A2 Hipometilacién
Corteza E.E.U.U 1893 C‘?”tio'esé A Methylight [129]
SORBS3 Hipermetilacion pacientes
12 controles lllumina Infinium
TMEM59 Hipometilacion Corteza frontal E.E.U.U 12 pacientes Human Methylation [130]
EAE 27 Bead Array
No hay
APP , ; Corteza frontal, ~ 26 controles
PSEN1 qlﬁe:_rgnc_ms hipocampo Espana 44 pacientes EA MALDI-TOF [131]
significativas
: S . 1 control Digestion Hpall,
APP Hipometilacion | Lobulo temporal E.E.U.U 1 paciente EA Mspl y Southern blot [132]
28 controles
Pinl Hipometilacion | Sangre periférica Italia 32 pacientes MSP en tiempo real [133]
EAE
. S s . 58 controles . S
OPRK1 Hipermetilacion | Sangre periférica China 48 pacientes EA Pirosecuenciamiento [134]
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Tabla 1-2: (Continuacion)

Patrén de .
metilacion en . ., Numero de . Referencia
Gen evaluado Tejido evaluado | Poblacion muestras Metodologia o o
enfermedad de bibliografica
. evaluadas
Alzheimer
ANK1
Corteza 708 controles
prefrontal dorso 429 pacientes EA Illumina Human
BIN1 i ilaci6 .
Hipermetilacion lateral E.E.U.U Methylation 450K [115]
A 6 controles
RHBDF2 Sangre periférica 6 pacientes EA
Corteza
pretfécr)r?gzlr,agljlro 31 controles
ANK1 Hipermetilacién | superior, corteza | Inglaterra 91 pacientes EA l\}:gihm'g?iglnu;n%n}( [114]
entrorrinal y
Sangre periférica S EomrelEs
grep 60 pacientes EA
Corteza 10 controles
HTHER Hipermetilacion prefrontal 25 pacientes EA
Sangre periférica 2 cc_)ntroles
6 pacientes EA
Corteza 10 controles .
No hay : Espectrometria de
APP diferencias prefrontal Alemania | 2> gig‘ﬁt?;?:SEA masas (MALDI- [126]
significativas Sangre periférica 6 pacientes EA TOF)
Corteza 10 controles
TEAM Hipermetilacion prefrontal 25 pacientes EA

Sangre periférica

6 controles
6 pacientes EA
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Tabla 1-2: (Continuacion)

Patron de ,
metilacion en . i Numero de . Referencia
Gen evaluado Tejido evaluado | Poblacion muestras Metodologia o e
enfermedad de bibliogréfica
: evaluadas
Alzheimer
108 controles MISHITE] QUINE
UQCRC1 Hipermetilacion | Sangre periférica China 80 pacientes EA Analysis-Methylation [135]
Assay
Giro temporal 163 controles lllumina Human
TREMZ2 Hipermetilacion P Inglaterra . Methylation 450K y [136]
superior 227 pacientes EA | . L
pirosecuenciamiento
Lébulo frontal
No hay Lébulo temporal
, . . 6 controles : S
APOE diferencias Hipocampo E.E.U.U : Pirosecuenciamiento [137]
S 9 pacientes EA
significativas Cerebelo
Sangre periférica
No hay
diferencias Cerebelo
significativas
. o : 10 controles , L
APOE Hipometilacién Hipocampo E.E.U.U 15 pacientes EA Pirosecuenciamiento [116]
Hipometilacién Lobulo frontal
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2.Capitulo 2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Caracterizar los patrones de metilacion de las islas CpG de los genes APOE y TOMM40
en sangre periférica de pacientes colombianos con enfermedad de Alzheimer.

2.2 Objetivos Especificos

= Comparar los patrones de metilacion en las islas CpG de los genes APOE y TOMM40
en pacientes colombianos con enfermedad de Alzheimer tardio y en controles sanos.

= Establecer la distribucién de la metilacién en la regién de las islas CpG de los genes

APOE y TOMMA40 en pacientes con enfermedad de Alzheimer tardio y controles sanos.
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3.Capitulo 3. Materiales y Métodos

3.1 Muestra de Estudio

Los estudios de metilaciéon del ADN en sangre periférica se efectuaron en 54 pacientes con
EAE y 54 controles del banco de sangre del Grupo de Neurociencias de la Universidad
Nacional de Colombia. Para la seleccién de la muestra se tuvo en cuenta que los pacientes
tengan un diagndstico de EA por consenso de neuropsicologia y neurologia y que la edad
de inicio de la enfermedad fuera mayor a 65 afios para que corresponda con un diagnéstico
de EA de herencia no mendeliana. Los controles se seleccionaron teniendo en cuenta la
misma edad de los pacientes, sin antecedentes personales ni familiares de demencia,
enfermedades neurodegenerativas y/o psiquiatricas. La muestra de sangre de pacientes y
controles ha sido tomada con previo consentimiento informado, las historias clinicas de los
pacientes y controles permanecen de manera confidencial en las instalaciones en el
Instituto de Genética de la Universidad Nacional

Los pacientes y controles se parearon de acuerdo a su género y edad. Todos los individuos
fueron genotipificados previamente para los alelos de APOE (€2, €3 y €4) y el SNP
rs2075650 de TOMMA40.

3.2 Extraccion de ADN

El ADN gendmico fue aislado de las muestras de sangre periférica de pacientes y
controles, usando el kit ReliaPrep Blood gDNA Miniprep System™ (A5082-PROMEGA)
siguiendo el protocolo recomendado por la casa comercial (Anexo A). EI ADN aislado fue
cuantificado en un espectrofotémetro NanoDrop 2000c¢ de Thermo Scientific, usando como
solucion blanco agua libre de nucleasas y posteriormente guardado y conservado a -4°C.

3.3 Conversion del ADN con Bisulfito de Sodio

El ADN gendmico extraido fue convertido con bisulfito de sodio usando el protocolo del kit
EZ DN Methylation-Direct™ Kit (D5021- ZymmoResearch) (Anexo B). La conversion con
bisulfito sirve para determinar la metilacion de los dinucleétidos CpGs del ADN por medio
de varias reacciones quimicas, las cuales convierten las citosinas no metiladas en uracilo,
mientras que aquellas citosinas metiladas no cambian [138] (Figura 3-1).



22 Analisis de metilacion de las islas CpG de los genes APOE y TOMMA40 en una
muestra de pacientes colombianos con Enfermedad de Alzheimer

Figura 3-1 Conversion con bisulfito (Tomada de [139])

Post bisulfite treatment

Non-converted sequence
sequences

Methylated DNA

CGNNCNNNCNNCGCNCG ——>  CGNNUNNNUNNCGUNCG
| |

CH, CH; CH,

3

Non Methylated DNA
CGNNCNNNCNNCGNNCG ——=* UGNNUNNNUNNUGUNUG

N representa un nucleétido que no cambia por el tratamiento de bisulfito. Las U en azul claro
representan un uracilo derivado de la conversion con bisulfito de citosinas que no se encuentran en
sitios CpG. Las U en rojo representan un uracilo derivado de la conversién con bisulfito en citosinas
no metiladas en dinucleétidos CpG. Las citosinas metiladas en un dinucleétido CpG no son
modificadas por la reaccién de conversidn con bisulfito. Los dinucleétidos CpG y los UpG derivados
de la conversién con bisulfito estan subrayados.

El ADN convertido con bisulfito obtenido es de cadena sencilla, por lo que fue cuantificado
en el espectrofotdmetro NanoDrop 2000c usando la opcion ssDNA (Single Stranded DNA)
y almacenado a < -70°C para posteriores usos. El uso del ADN convertido con bisulfito no
sobrepasoé los ocho dias después del proceso de conversion, debido a la alta tasa de
degradacion de este.

3.4 Disefio de Primers

Se identificaron las regiones gendmicas que correspondian a las islas CpG de APOE y
TOMM40 en el Genome Browser de la Universidad de California Santa Cruz
(https://genome.ucsc.edu) y se descargaron sus secuencias, a las cuales se les realiz6
una conversion con bisulfito in silico para generar una secuencia totalmente metilada.

3.4.1 Disefio de Primers para MS-HRM

Sobre las secuencias totalmente metiladas se siguieron las recomendaciones para el
disefio de primers para la metodologia MS-HRM (Methylation Sensitive- High Resolution
Melting) [140] :
» Incluir al menos un dinucleétido CpG en el extremo 5’ de cada primer, se deben
evitar CpGs en los ultimos diez nucledtidos en el extremo 3’ del primer. Los CpGs
dentro de los primers no son evaluados en la reaccion de MS-HRM.

= Incluir T naturales (no convertidas) en el extremo 3’.


https://genome.ucsc.edu/
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= El producto del amplificado debe ser pequefio, entre 75 y 175 pb. Esta
recomendacién es importante para la eficiencia de la reaccion.

* No incluir demasiados CpGs entre los primers, 4 a 10 CpGs son adecuadas. Un
producto con demasiadas CpGs puede ser muy complejo cuando se realice el
andlisis de melting.

= Las temperaturas de melting de los primers Forward y Reverse deben estar lo mas
cercanas posible.

Aunque existen softwares online para alinear secuencias tratadas con bisulfito y ayudar en
el disefio de primers para ADN convertido, estos programas no necesariamente siguen
todos los criterios descritos anteriormente, por lo tanto el disefio de primers debi6 hacerse
de manera manual y al obtener posibles primers candidatos que cumplian dichos criterios,
estos fueron probados en una PCR in silico en http://bisearch.enzim.hu [141] para asegurar
la amplificacién Unica y especifica de las regiones de interés de APOE y TOMMA40.

Dada la dificultad y la complejidad del disefio de primers para la metodologia de MS-HRM,
las regiones evaluadas con los primers disefiados para este proyecto corresponden a la
isla CpG de APOE y a la playa de laisla CpG de TOMMA40 y evaltan siete CpGs en ambas
regiones (Anexo C).

3.4.2 Disefio de Primers para BSP

Sobre las secuencias totalmente metiladas de las islas CpG de APOE y TOMM40
obtenidas in silico, se disefiaron los primers para la metodologia de BSP (Bisulfite
Sequencing PCR) siguiendo las recomendaciones para esta metodologia [138]:
» Lalongitud de los primers debe ser de 24 a 30 pb para asegurar su especificidad.
= Cada primer debe ser disefiado con un Tm similar, se recomienda por encima de
50°C.
= Contener mdultiples T provenientes de una C convertida, para asegurar la
especificidad de la conversion.
= Los dinucleétidos CpG no deben estar presentes en los primers (especialmente en
el extremo 3’), para prevenir el posible sesgo tanto para el templete metilado o no
metilado o el ADN no convertido.
» La longitud del amplicén debe ser de 100 a 200 pb, debido a la facil degradacion
del ADN convertido.

Ninguno de los softwares disponibles para el disefio de primers para ADN convertido con
bisulfito cumple con los criterios anteriores, por lo que se disefiaron de forma manual,
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aquellos primers que cumplieron los criterios fueron probados en una PCR in silico en
http://bisearch.enzim.hu [141] para asegurar la amplificacion Unica y especifica de las
regiones de interés de APOE y TOMMA40.

Ademdas de los criterios anteriores, se tuvo en cuenta las regiones de APOE y TOMM40
evaluadas por los primers disefiados para MS-HRM para analizar por ambas metodologias
los niveles de metilacion de la misma region. Debido a que los criterios de disefio de
primers para las dos técnicas son diferentes esto fue dificil lograr, obteniendo como
resultado el disefio de primers que evalian una region de la playa de la isla CpG de
TOMMA40 de mayor tamafio que la evaluada por MS-HRM, pero que se sobrelapa con esta,
mientras que los primers disefiados para APOE aunque evallan la isla CpG, no coinciden
con la misma regién evaluada por los primers de MS-HRM, evaludndose una region a 535
pb corriente abajo (Figura 3-2).

Figura 3-2 Regiones de los genes TOMM40 y APOE evaluadas por los primers
disefiados para MS-HRM y BSP

chri19 [C5pis. 5 Tiopiene Deis. LR ER-gJECIE1c 110 ioaiss ‘i [i53. 530 ]
TOMM40 " APOE
gl B | m 11 1 1.
2.1kb
L .
W 7cpe rcpc
[ o9cpG 14 CpG ]

Representacion esquematica de la estructura de los genes TOMM40 y APOE ubicados en el brazo
largo del cromosoma 19. Los recuadros negros representan los exones y P indica el promotor. Las
lineas moradas representan los SNPs que determinan los alelos €2, €3 y €4 de APOE. Los
rectangulos verdes representan las islas CpG de TOMM40 y APOE. Los recuadros azules ilustran
las regiones evaluadas por los primers disefiados para la metodologia MS-HRM para la playa CpG
de TOMM40 y la isla CpG de APOE, cada uno evaluando 7 CpGs. Los recuadros amarillos
corresponden a las regiones evaluadas por los primers disefiados para la técnica BSP en la playa
CpG de TOMM40 donde se evalian 9 CpGs y en la isla CpG de APOE donde se evallan 14 CpGs.
Nétese que la regién evaluada de la playa de TOMMA40 con los primers de BSP se sobrelapa con
la evaluada con los primers de MS-HRM, siendo esta Ultima dos CpGs mas pequefia, por otro lado,
la regién evaluada de la isla de APOE por los primers disefiados para MS-HRM no se sobrelapa
con la region evaluada por los primers de BSP que se encuentra a 535 pb corriente abajo.

Los primers disefiados para la metodologia BSP corresponden a la isla CpG de APOE y a
la playa de la isla de TOMM40 y evaltan 14 y nueve CpGs respectivamente (Anexo D).
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3.5 Determinacion del porcentaje de metilacion del ADN
por la metodologia MS-HRM

La metodologia de MS-HRM consiste en una PCR en tiempo real que usa ADN convertido
con bisulfito, seguida por un analisis de melting de los productos de PCR que discrimina el
estado de metilacion de la region de interés evaluada mediante el comportamiento
termodinamico del amplicon. Esta técnica se basa en el principio basico que la composicién
de bases puede influenciar directamente el comportamiento termodinamico del ADN. La
temperatura de melting (Tm) se define como la temperatura a la cual el producto de PCR
se disocia en dos cadenas sencillas, lo cual se evidencia por una caida abrupta de la
fluorescencia del tinte intercalante del ADN medida en unidades RFU (Relative
Fluorescence Unit) [142]. Dado que la citosina de una hebra de ADN esta unida a la
guanina de la hebra complementaria por un triple enlace de hidrogeno, una regién rica en
citosina y guanina necesita mayor energia para romper estos enlaces, por lo tanto su Tm
€S mayor que en una regién rica en adeninas y timinas que estan unidas por un doble
enlace de hidrogeno, este principio basico puede ser usado para discriminar entre regiones
de interés metiladas y no metiladas que han sido convertidas con bisulfito, generalmente
una region metilada tiene un Tm mas alto que una no metilada [142] (Figura 3-3)

Figura 3-3 Gréfica esquemética de las curvas de melting de ADN no metilado y ADN
totalmente metilado. (Tomada de [139])

0% Methylated DNA

m—— ethylated Standard
2500 -

-d{RFU)/AT
§

500 —+ I
?IE '.‘IE an
Temperature (Celsius degree)

El ADN no metilado presenta un pico de melting a una temperatura menor en comparacioén del ADN
metilado cuyo pico de melting se da a una temperatura mas alta.

La metodologia MS-HRM permite hallar el porcentaje de metilaciébn de una region de
interés evaluada por medio de la comparacién con curvas estandar de melting, las cuales
son producto de varias diluciones de ADN control con porcentaje de metilacion conocido
[142]. Para el desarrollo de este trabajo se utilizo6 ADN control humano metilado y no
metilado (Human Methylated & Non-methylated DNA set D5014 Zymo Research), el cual
fue convertido con bisulfito de sodio de la misma forma que las muestras de ADN de
pacientes y controles. EI ADN control metilado fue diluido con el no metilado, de tal forma
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gue se obtuviera ADN estandar de porcentaje de metilacion conocido de 0%, 50%, 75% y
100% para elaborar las curvas estandar para cada ensayo de MS-HRM. Adicionalmente,
el ADN convertido con bisulfito de pacientes, controles y el usado para las curvas estandar
fue cuantificado en el espectrofotbmetro y normalizado a una concentracion final de 14 ng/
ul, esto para evitar un posible sesgo en la reaccién de MS-HRM causado por la cantidad
del ADN de las muestras evaluadas.

Los ensayos de MS-HRM fueron realizados en placas de 96 pozos, en las cuales se
incluian tres réplicas de cada uno de los ADN con metilacion estandar y dos réplicas de
cada una de las muestras de ADN de pacientes y controles con metilacion indefinida,
ademas de minimo dos controles negativos que no contienen ADN [143].

Las condiciones de la PCR fueron estandarizadas en un termociclador C1000 (BIORAD)
con un moadulo de tiempo real CFX96, segun los primers disefiados para la isla CpG de
APOE (Anexo E) y la playa CpG de TOMM40 (Anexo F) de tal forma que se obtuviera un
unico amplicén especifico de la region evaluada y sin ningun sesgo hacia el ADN metilado
0 no metilado, seguido por la fase de analisis de melting.

Los datos obtenidos en los ensayos de MS-HRM fueron analizados con el programa
Precision Melt Analysis Software (BIORAD), el cual recolecta los datos de RFU de cada
una de las muestras durante la curva de melting en funcién de la temperatura. Inicialmente,
se identificaron las curvas de diferencia de melting, las cuales muestran las diferencias en
fluorescencia entre un pozo y la fluorescencia de una curva de referencia, esta Ultima es
derivada de una fluorescencia de todas las curvas dentro de un cluster de referencia
seleccionado, en este caso el ADN estandar de 0% de metilacién (Figura 3-4).

Figura 3-4 Grafica esquematica de las curvas de diferencia de melting de ADN
estandar. (Tomada de [139])
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La grafica esquematiza las diferencias entre las sefiales normalizadas de las curvas estandar,
utilizando como cluster de referencia el ADN con 0% de metilacion. Cada curva representa una
muestra de ADN estandar de porcentaje de metilaciéon conocido.
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El software de andlisis agrupa las muestras en clusters segun los valores de las RFU
diferenciales, por lo tanto se deben verificar las curvas de diferencias de melting del ADN
estandar y sus réplicas, las cuales deben comportarse segun el principio de la técnica de
MS-HRM [140], ademas de agruparse en clusters diferentes segin su porcentaje de
metilacién conocido (Anexo G), se recomienda que todas las réplicas se encuentren en el
mismo cluster, aquellas réplicas que no estén agrupadas deben ser excluidas del analisis.

El andlisis del porcentaje de metilacion de cada uno de los ensayos de MS-HRM se realizo
con los datos de melting diferencial proporcionados por el software Precision Melt Analysis
segun lo recomendado [143], los cuales fueron exportados a Excel para su posterior
andlisis. Los datos exportados corresponden a las RFU diferenciales de cada una de las
muestras analizadas en cada una de las temperaturas evaluadas en la fase de analisis de
melting de la MS-HRM, de las cuales sélo se utilizé la temperatura de melting de cada
ensayo en el cual todas las curvas de diferencia de melting tiene su pico mas alto (Anexo
G), con estos datos se identificaron los valores de RFU del ADN estandar con 100%, 75%,
50% y 0% de metilacion y sus respectivas réplicas y se generd una curva estandar en
Excel para cada placa.

Para evaluar la reproducibilidad dentro de cada ensayo de MS-HRM, se genera cada curva
estandar teniendo en cuenta las RFU de las réplicas de cada ADN estandar, su promedio,
su desviacion estandar y el coeficiente de variacion (Anexo H), este Ultimo debe ser menor
a 10% para los estandares de 100%, 75% y 50% de metilacion y para los estandares de
0% de metilacion el coeficiente de variacion debe ser menor a 20% para que el ensayo sea
vélido [143]. En los casos en que no se lograron obtener estos valores de coeficiente de
variacién recomendados, se excluyeron las réplicas que tuvieran RFU mas alejadas de la
media. Posteriormente se genero la curva estandar teniendo en cuenta los porcentajes de
metilacién de los estandares (100%, 75%, 50% y 0%) y sus respectivos valores promedio
de RFU, con estos datos se generd una recta de tendencia lineal con su respectivo
coeficiente de regresion linear (R?) y su formula de regresion lineal (Anexo H). El valor
minimo de R?aceptado para cada ensayo de MS-HRM fue de 0.7, si el valor obtenido es
menor el ensayo debe ser descartado.

Las curvas estandar de cada uno de los ensayos de MS-HRM fueron usadas para
determinar el porcentaje de metilacion de cada una de las muestras de pacientes con
enfermedad de Alzheimer y controles, mediante la interpolacion de los datos generados
del analisis de regresion lineal de la curva estandar de cada placa. Los datos de las RFU
diferenciales de cada una de las réplicas de las muestras se analizan de igual forma que
los datos de ADN estandar, en este caso se descartan las réplicas que tengan un
coeficiente de variacién mayor al 20%. Para determinar el porcentaje de metilacion de cada
una de las muestras evaluadas en una placa, se debe utilizar la formula de regresion lineal
obtenida de la curva estandar reemplazando el valor de x por el valor del promedio de las
RFU diferenciales de las dos réplicas de cada muestra y luego multiplicar este valor por
100.
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3.6 Determinacion de porcentaje de metilacion del ADN
en CpGs individuales por la metodologia BSP

La metodologia BSP consiste en una amplificacion por PCR de ADN convertido con
bisulfito de una region de interés, seguido por secuenciamiento por el método de Sanger.
Las secuencias obtenidas se comparan con una secuencia de referencia de interés usando
diferentes softwares, los cuales proveen informacion del porcentaje de metilacion de cada
CpG individual dentro de la regién de interés evaluada, esta cuantificacién de los niveles
de metilacion se da mediante la comparacion de las alturas relativas de los picos de la
citosina y la timina o de la adenina y guanina, en el caso de la cadena complementaria, en
cada CpG en el electroferograma, interpretdndose un pico de timina como un CpG no
metilado y un pico de citosina como un CpG metilado [139].

Las condiciones de PCR fueron estandarizadas para los primers disefiados para la isla
CpG de APOE (Anexo ) y la playa CpG de TOMM40 (Anexo J) en un termociclador C1000
Touch (BIORAD), de tal forma que se obtuviera un Unico amplicon especifico que
correspondiera a la region evaluada, los cuales fueron visualizados en geles de agarosa
al 1,5% (p/v). Los productos de PCR fueron purificados con el protocolo de etanol y acetato
de amonio (Anexo K) para luego ser secuenciados en el equipo ABI PRISM 3500 (Applied
Biosystem) del servicio de secuenciamiento SSiGMol de la Universidad Nacional de
Colombia. Los productos de PCR purificados fueron secuenciados con los mismos primers
usados en la PCR, en dos reacciones diferentes una con el primer forward y otra con el
reverse, por lo que se obtuvieron dos resultados de secuencias por cada muestra
analizada.

Las secuencias obtenidas fueron analizadas con el software libre ESME (Epigenetic
Sequencing MEthylation analysis software), este permite cuantificar la metilacién de las
CpG individuales de un producto de PCR. La cuantificacién realizada por ESME se realiza
mediante el alineamiento de la secuencia obtenida con una secuencia de referencia,
seguida por la normalizaciéon local y global de las intensidades de los picos usando
algoritmos, el uso de las intensidades de las sefales locales de las secuencias obtenidas
para hallar la cuantificacion de la metilacion de ADN y la generacion de una tabla que
muestra los niveles de metilacién de cada CpG [144].

El software ESME después del andlisis de las secuencias arroja varios archivos, entre ellos
un archivo de imagen que muestra el alineamiento de la secuencia de referencia con la
secuencia analizada y normalizada junto con los valores de metilacion medidos en la
secuencia y un archivo tabla indicando el valor de la metilacién en un rango de 0% a 100%
de cada CpG, este ultimo archivo llamado CpG_data.txt fue exportado a Excel para el
posterior andlisis estadistico de los niveles de metilacion de las CpGs de la isla CpG de
APOE vy la playa CpG de TOMM40 evaluadas. De estos archivos se tuvo en cuenta la
siguiente informacién para el analisis estadistico:

=  Nombre del archivo analizado
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= Secuencia vecina: secuencia alrededor de los CpG individuales, la citosina

evaluada se muestra como "|”. Si la secuencia no fue analizada con éxito se

"
muestra NA.

» Tasade metilacion: Medida de metilacion en una CpG individual. Se da en un rango
entre 0 y 1. Los valores de -1 indican que la CpG no fue analizada exitosamente.

= Posicion genomica: Posicion numérica de la base de una CpG individual, la
numeracion empieza con la primera base en la secuencia de referencia.

= Nombre de la CpG: Identificador de las CpGs individuales evaluadas. Si la CpG no
fue analizada con éxito se muestra NA.

Dado que se obtuvieron dos secuencias por cada muestra analizada, se realizd6 un
promedio de la tasa de metilacidon de cada CpG en cada secuencia evaluada para asi s6lo
obtener un valor de tasa de metilacion.

3.7 Analisis estadistico

Generalmente, la metilacion del ADN es medida como un porcentaje 0 como una
proporcion, lo cual esta limitado en un intervalo entre (0,1). Aunque la mayoria de estudios
de metilacion del ADN usan andlisis estadisticos en la cual se asume una distribucion
gausiana de los niveles de metilacién, en gran parte estos datos no cumplen con este tipo
de distribucién [145]. La distribucion beta es lo opuesto a una distribucion gausiana, por lo
tanto un modelo de regresion beta puede ser el modelo estadistico mas natural para
analizar datos de niveles de metilacién limitados en el intervalo (0,1) [145, 146].

El modelo de regresion beta es el modelo que tiene mejor ajuste a los datos obtenidos de
porcentaje de metilacién del ADN, lo cual se puede evidenciar por valores altos de pseudo
R? comparado con un modelo de andlisis de ANOVA.

Los datos obtenidos del porcentaje de metilacion de las regiones evaluadas de la isla CpG
de APOE y de la isla CpG de TOMM40 mediante las metodologias de MS-HRM y BSP
fueron analizados mediante un modelo de regresion beta [147], evaluando factores como
el diagndstico, edad de inicio de la enfermedad, alelo de riesgo €4 de APOE y genotipo de
TOMMA40 para el SNP rs2075650. El célculo de los predictores de las diferencias en los
porcentajes de metilacion en los diferentes factores se realizé6 mediante el uso de la funcion
logistica.

Todos los andlisis estadisticos fueron realizados usando el software R versién 3.3.1 con el
paquete betareg. Todas Las pruebas de asociacion fueron realizadas a dos colas con un
nivel de significancia <0,05.
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4.Capitulo 4. Resultados

4.1 Poblacién de estudio

La muestra evaluada correspondi6 a 54 pacientes con Enfermedad de Alzheimer
esporadico con una edad promedio de 73,7 afios y 54 controles con una edad promedio
de 73,6 afios. La edad promedio de inicio de la EA en el grupo de pacientes fue de 69,5
afios. El 63% de cada grupo fueron mujeres, mientras que el 37% fueron hombres. En el
grupo de pacientes el 62.9% son portadores de al menos un alelo ¢4 de APOE y el 37.1%
no son portadores de ningun alelo €4, los genotipos de APOE mas predominantes en la
muestra de pacientes son 34 con 40.7% y 33 con 33.3% Yy los menos predominantes fueron
el 44 con 16.6%, 33 con 5.5% y 23 con 3.7%. En el grupo de controles el 18.5% son
portadores de al menos un alelo €4 de APOE y el 81.5% no son portadores de ningun alelo
€4, los genotipos de APOE mas predominantes en la muestra de controles son 33 con
57.4% y 23 con 24% y los menos predominantes fueron el 34 con 14.81% y 24 y 44 con
1.8%. Los pacientes evaluados tienen en su mayoria un genotipo AG (42.59%), seguido
por el genotipo AA (40.74%) y el menos frecuente el GG (16.6%), mientras que los
controles tienen genotipo AA (83.3%) y AG (16.6%), ninguno de los controles evaluados
tiene genotipo GG (Tabla 4-1).

Tabla 4-1: Caracterizacion de la muestra evaluada

-. > > ‘ . . >

aro de estra 54 54
dad promedio D 73.7£6.9 73.61£6.9

dad ae '.' omedio 69.5+7.2 N/A
Fe”(“;r)"”o 34 (63%) 34 (63%)

Género Masc(:JIino

0, 0,

%) 20 (37%) 20 (37%)
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‘ Pacientes (ALZ) ‘ Controles (C)

23 2 (3.7%) 13 (24%)
24 3 (5.5%) 1 (1.8%)
Genotipos
APOE I?%) 33 18 (33.3%) 31 (57.4%)
)
34 22 (40.7%) 8 (14.81%)
0,
44 9 (16.6%) 1(1.8%)
0 0
Genotipos AA 22 (40.74%) 45 (83.3%)
TOMMA40 9 (16.6%)
rs2075650 AG 23 (42.59%)
0
v GG 9 (16.6%) 0 (0%)

Grupo de pacientes con EA (ALZ) y grupo de controles (C). Desviacion estandar (SD).

4.2 Porcentaje de metilacion del ADN por la metodologia
MS-HRM

El andlisis de metilacién por la metodologia de MS-HRM revelé como resultados que el
porcentaje de metilacién del ADN promedio de la regién evaluada de siete CpGs de la isla
CpG de APOE en los pacientes con EA es de 84,68%, mientras que para los controles en
esta misma region es de 81,95%. Por otro lado, la region evaluada de siete CpGs de la
playa CpG de TOMM40 en los pacientes con EA tienen un porcentaje de metilacion del
ADN promedio de 79,96%, mientras que los controles tienen 75,81% (Tabla 4-2).

Tabla 4-2: Promedio de los porcentajes de metilacion en la isla CpG de APOE vy la playa
CpG de TOMM40 mediante la metodologia MS-HRM.

Porcentaje de metilacion Porcentaje de metilacion

promedio de TOMMA40 (%) £ SD

promedio de APOE (%) + SD

54

84.68+4.8

79.96+15.6

54

81.95+4.8

75.81+13.8

Grupo de pacientes con EA (ALZ) y grupo de controles (C). Desviacion estandar (SD).
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Al analizar estadisticamente los datos obtenidos por la metodologia de MS-HRM siguiendo
un modelo de regresion beta, evaluando el porcentaje de metilacion de las regiones
evaluadas de APOE y TOMMA40 junto con factores como el diagnéstico, la edad de inicio
de la enfermedad, ser portador del alelo €4 y €3 de APOE y del genotipo GA y GG del SNP
rs2075650 de TOMM40, se evidencié que el Unico factor que presenta diferencias
estadisticamente significativas en el porcentaje de metilacién para la regiéon evaluada de
APOE y de TOMMA40 es el diagndstico, con un p valor de 0.030 y 0.002 respectivamente
(Tabla 4-3).

Tabla 4-3: Resultados del modelo de regresion beta para los datos obtenidos por la
metodologia de MS-HRM para la region de APOE y TOMMA40.

[ wee | oma

1.47 1.52

a0 on
0.234 0.482
(0.030)* (0.002)*

-0.003 -0.003
inicio (0.615) (0.800)
-0.005 -0.026
-14 (0.64) (0.111)
0.095 -0.056
-13 (0.436) (0.838)
-0.161 -0.083
3/3 (0,485) (0.770)
TOMMA40 0.175 -0.323
GA (0.148) (0.062)
TOMMA40 0.021 -0.623
GG (0.927) (0.055)

Factores evaluados: diagnostico (Dx), edad de inicio, portador de al menos un alelo ¢4 de APOE
(APOE -/4), portador de al menos un alelo €3 de APOE (APOE -/3), portador del genotipo 33 de
APOE (APOE 3/3) y portadores del genotipo GA y GG SNP rs2075650 de TOMM40 (TOMM40GA
y TOMM40GG). Entre paréntesis se muestra el p-valor. * Diferencia significativa p valor <0,05.

Al ser el diagnostico el Unico factor con diferencias significativas en el porcentaje de
metilacion en ambas regiones, se determind el valor exacto mediante el uso de la funcién
logistica identificando que en la region evaluada de la isla CpG de APOE los pacientes con
EA tiene 3,01% mayor metilacion con respecto a los controles, mientras que en la region
evaluada de la playa CpG de TOMMA40 los pacientes con EA tienen 10,83% mayor
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porcentaje de metilacién con respecto a los controles. En ambas regiones evaluadas por
la metodologia MS-HRM se evidencia que hay hipermetilaciéon en los pacientes con EA
respecto a los controles (Figura 4-1).

Figura 4-1 Diagrama de caja y bigotes de los porcentajes de metilacion de APOE y
TOMMA40 obtenidos por MS-HRM segun el diagnéstico
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A. Porcentaje de metilacion de la region evaluada de APOE en el grupo de pacientes con
Enfermedad de Alzheimer (casos) y de controles. B. Porcentaje de metilacién de la region evaluada
de TOMMA40 en el grupo de pacientes con Enfermedad de Alzheimer (casos) y de controles. Cada
punto representa el porcentaje de metilacién determinado por MS-HRM de un sujeto evaluado.



Capitulo 4. Resultados 35

4.3 Porcentaje de metilacion del ADN por la metodologia
BSP

La metodologia de BSP evalué la isla CpG de APOE analizando 14 dinucleétidos CpG y
nueve CpGs de la playa CpG de TOMMA40, las cuales fueron analizadas mediante el
software ESME, el cual les asigné un niumero a cada CpG evaluada segun su posicion
gendmica respecto a la secuencia de referencia (Tabla 4-4)

Tabla 4-4 CpGs evaluadas por la metodologia BSP para las regiones de APOE y
TOMMA40.

P05|C|o?ag§gm|cade Secuencia vecinade la CpG

118 TGtAGGITGtGTGGGHALA
130 TGGGtAHAG|GICGHHTG
133 GtAtAGCGt|GtHtTGTGt
148 tTGTGHAG|GAtAATIALT
162 AATALTGAA|GICGAAGHT
APOE 165 tAtTTGAACGHGAAGHTGEA
Chr19: 44,909,188- 182 TGtAGHATG|GALHACGt
44,909,373 190 TGCGACUtttA|GHALtttCGT
198 tACGHAt|GTGHTHTG
213 tTHTGHT{ GCGLAGHTG
215 ttTGHTtCG|GtAGHTGtA
227 tAGHTGAG|GGGAGALtT
243 AtttTGTitt|GHHAGICG
252 tCGHAGHGTHTHTGG
50 THAGAtTT|GGGAAALTGA
63 GAAAITGAGG|GGGAAGITCG
72 GCGGGAAGLIT|GAtTGAGTt
TOMM40 122 AGTGAGAIH|GHTTACGA
22:319%’ o oe9.816 130 ttCGHTITA|GAAAGTTAGH
141 GAAAGTTAGHGGGCGTGGTG
145 GTTAGICGGG|GTGGTGGIAC
155 CGTGGTGGHA|GIATGTAG
198 GTAGGAGGAT|GATTGAGGtt

El nimero de la posicibn gendémica de cada CpG es asignado por el software ESME segun la
secuencia de referencia. La secuencia vecina corresponde a los nucleétidos alrededor de la CpG
evaluada identificada con el simbolo |, t corresponde a una timina derivada de un uracilo.
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4.3.1 Porcentaje de metilacion del ADN en CpGs individuales en
la region evaluada de APOE

El analisis de metilacion por medio del software ESME de las secuencias obtenidas por la
metodologia BSP, evidencié mediante el porcentaje de metilacion del ADN promedio de
las 14 CpGs individuales evaluadas en la isla CpG de APOE que estas estan
hipermetiladas en ambos grupos, presentando valores promedio de metilacion en cada
CpG en un rango entre el 83,15% al 97,84% en pacientes con EA y entre el 84,05% al
97,39% en controles (Tabla 4-5). Al realizar un promedio de los porcentajes de metilacién
de las 14 CpGs individuales se encontré que el grupo de pacientes con EA tiene un
porcentaje de metilacién promedio en la region evaluada de 90,30%, mientras que el grupo
de controles tiene un porcentaje de metilacion promedio de 90,73%.

Tabla 4-5 Promedio de los porcentajes de metilacion de los dinucleétidos CpG
evaluados en la isla CpG de APOE por la metodologia BSP.

—
CpG 118 83,15+0,07 84,05+0,08
CpG 130 91,74+0,07 90,96+0,12
CpG 133 87,98+0,15 88,02+0,13
CpG 148 94,04+0,08 95,34+0,06
CpG 162 90,61+0,06 91,02+0,05
CpG 165 91,91+0,05 92,07+0,08
CpG 182 97,84+0,02 97,39+0,03
CpG 190 94,97+0,04 95,15+0,07
CpG 198 88,93+0,09 90,54+0,08
CpG 213 95,08+0,07 95,61+0,08
CpG 215 93,33+0,09 93,81+0,10
CpG 227 96,34+0,07 97,89+0,07
CpG 243 91,68+0,07 93,33+0,08
CpG 252 89,11+7,47 90,80+8,16
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Al analizar estadisticamente mediante un modelo de regresion beta, los datos de
porcentaje de metilacién de cada CpG obtenidos por la metodologia de BSP junto con
factores como el diagndstico, la edad de inicio de la enfermedad, ser portador del alelo €4
y €3 de APOE y del genotipo GA y GG del SNP rs2075650 de TOMMA40, se evidenci6é que
la CpG148 de APOE tiene diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de
metilacion segun el diagndstico (p valor 0,04) y el genotipo GG de TOMM40 (p valor 0,005)
(Tabla 4-6).

Los pacientes con EA tienen un porcentaje de metilaciéon promedio en la CpG148 de
94,04%, mientras que los controles tienen un promedio de 95,34% (Tabla 4-5).



Tabla 4-6 Resultados del modelo de regresion beta para los datos obtenidos por la metodologia de BSP para las CpGs evaluadas
en la regién de APOE.

((2):861251) (3’58815) Eg,'g%) (%f)‘;i) ?6,1489?3 (gjigi) (_c?,'lzgj) (giggé) 19,46 013
(%’,%731) (8%2) _(%',%% (81222) (_8;29;) (_g,ggg) (_8,'3??) (0_%24) ) DI
009 | ©oon) | oems) | ©ne | ©3 | 029 | o) | 019 | &2 0,07
(g:ggg) 68,'82)% (_(()),'2513?) (81?25) (3’555) (_g,gﬁ) (%222? (61,6%%* LY Ll
(g:ggg) ((_)(,)iﬁ) ((_)(?602197)* (6?6321%7)* (—8%92) (_(()),’614%91) (8:383) (8:}122) 54,19 0,20
SE e e en | aw | em || au | oo
(g:ggcl)) (_g,'zzgg) ((_)(,)i%i) (c;,%;g)* (8’5:% (_(()),’ffg) (8:?)1?) ?6,610401‘; 26,50 013
%66,535) (_(()),??f) (8:8%) (_(()),ggsl) ((_)(,)ézzé) '(%',%‘S (8:32?) (812;21) LY v
G5 | gue | gon | o | eme | em | 0| 0 | s | o
s [ om | o | oml | gme | ol ok | 0| us | o
(éﬁg) (8%4112) (8:223) (E)(,)é%%) (81?31) _(%’,‘::%? (8%2‘21) (-cc)),'ffg) 9,22 0,08
((1):;14112) (6?6@52) (8:83) -(%,,162()5 (-8,,?98(?) (_(()),’slgf) (0%6058) (6?&’3%1) 20,15 018
(gjggg) (_g,glf) (812%2) (8%22) (00,66891) (8:‘31;% (_(()),’3?22) (gjggg) 10,45 0,07
(é:gg) (_(()),'jgeg) (_8,%1); (81%22) (_(g),’;ozg) (6%333) (-(()),’(28?63) (_tt)),'fgzz) At LA

Factores evaluados: diagnéstico (Dx), edad de inicio, portador del alelo ¢4 de APOE (APOE -/4), portador del alelo €3 de APOE (APOE -/3),

portador del genotipo 33 de APOE (APOE 3/3) y portadores del genotipo GA y GG SNP rs2075650 de TOMM40 (TOMM40GA y TOMM40 GG).
Entre paréntesis se muestra el p-valor. * Diferencia significativa p valor <0.05.
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Mediante el uso de la funcion logistica se determin6 que los pacientes con EA tienen 3,26%
menos porcentaje de metilacién en la CpG148 de APOE respecto a los controles de la
misma edad y que los sujetos portadores del genotipo GG de TOMM40 (rs2075650) tienen
4,50% menos porcentaje de metilacion que los portadores de los genotipos AA y GA
(Figura 4-2).

Figura 4-2 Diagrama de caja y bigotes de los porcentajes de metilacion de la CpG148 de

APOE en el grupo de pacientes y controles, segun el genotipo GG, AG y AA del SNP
rs2075650 de TOMMA40.
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El andlisis estadistico mediante el modelo de regresion beta del porcentaje de metilacion
de cada CpG de la region APOE evaluada, también evidencia que la CpG162 de APOE
tiene diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de metilacién segun la
edad de inicio de la enfermedad (p valor 0.029) y ser portador del alelo ¢4 de APOE (p
valor 0,048), pero no del diagndstico (p valor 0,131) (Tabla 4-6).

Se identific6 mediante el uso de la funcidn logistica que el porcentaje de metilacion de la
CpG162 de APOE disminuye 0,98% en los portadores del alelo €4. A medida que la edad
de inicio aumenta, el porcentaje de metilacion en la CpG162 de APOE disminuye
dependiendo de ser o no portador del alelo €4 (Figura 4-3). Por cada afio que aumenta la
edad de inicio, el porcentaje de metilacion en portadores del alelo €4 disminuye entre
0,12% y 0,16%, mientras que en los no portadores del alelo €4 por cada afio que aumenta
la edad de inicio el porcentaje de metilacion disminuye entre 0,09% y 0,12%.
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Figura 4-3 Porcentaje de metilacion de la CpG162 de APOE en el grupo de portadores
del alelo €4 de APOE (-/4) y los no portadores (-/-) con respecto a la edad de inicio.
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El modelo de regresion beta evidencié que la CpG182 de APOE tiene diferencias
estadisticamente significativas en el porcentaje de metilacion si se es portador de al menos
un alelo €4 de APOE (p valor 0,025), independientemente de su diagnéstico (p valor 0,288)
(Tabla 4-6).

Mediante el uso de la funcion logistica se determin6 que los portadores del alelo €4 de
APOE tienen 0,43% menos porcentaje de metilacién en la CpG182 de APOE respecto a
los no portadores de este alelo (Figura 4-4).

Figura 4-4 Diagrama de caja y bigotes de los porcentajes de metilaciéon de la CpG182 de
APOE en el grupo de portadores del alelo ¢4 de APOE (-/4) y los no portadores (-/-).
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El andlisis estadistico mediante el modelo de regresion beta del porcentaje de metilacion
de cada CpG de la region APOE evaluada, también evidencia que la CpG213 de APOE
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tiene diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de metilacion segun la
edad de inicio de la enfermedad (p valor 0,033) (Tabla 4-6).

A medida que la edad de inicio aumenta, el porcentaje de metilacién en la CpG213 de
APOE disminuye (Figura 4-5). Por cada afio que aumenta la edad de inicio, el porcentaje
de metilacién disminuye entre 0,14% y 0,23%.

Figura 4-5 Porcentaje de metilacion de la CpG213 de APOE segun la edad de inicio.
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Aunque otros dinucle6tidos CpGs evaluados presentaron p valores estadisticamente
significativos en su porcentaje de metilacion en factores como ser portador del alelo €3 de
APOE o del genotipo GA de TOMM40, como la CpG148 (p valor 0,032), CpG162 (p valor
0,00), CpG182 (p valor 0,011) y CpG227 (p valor 0,008) (Tabla 4-6), estos valores no
fueron incluidos en el andlisis debido a que se tuvo en cuenta la hipétesis del efecto aditivo
de los alelos, en la cual el efecto de un homocigoto para un alelo debe ser mayor a su
efecto como heterocigoto, por lo tanto aunque estas CpGs tuvieran porcentaje de
metilacion estadisticamente significativo en los portadores heterocigotos de un alelo, el
porcentaje de metilacion en los portadores homocigotos no era acumulativo.
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4.3.2 Porcentaje de metilacion del ADN en CpGs individuales en
la region evaluada de TOMM40

El analisis de metilacion por medio del software ESME de las secuencias obtenidas por la
metodologia BSP, evidencié mediante el porcentaje de metilacion del ADN promedio de
las nueve CpGs individuales evaluadas en la playa CpG de TOMM40 que estas estan
hipermetiladas en ambos grupos, presentando valores promedio de metilacion en cada
CpG en un rango entre el 84,34% al 96,71% en pacientes con EA y entre el 85,14% al
97,11% en controles (Tabla 4-7). Al realizar un promedio de los porcentajes de metilacion
de las nueve CpGs individuales se encontré que el grupo de pacientes con EA tiene un
porcentaje de metilaciébn promedio en la region evaluada de 90,57%, mientras que el grupo
de controles tiene un porcentaje de metilacion promedio de 92,58%.

Tabla 4-7 Promedio de los porcentajes de metilacion de los dinucleétidos CpG
evaluados en la playa CpG de TOMM40 por la metodologia BSP.

CpG evaluada Porcentaje de metilacién promedio (%) + SD
CpG 50 90,83+0,10 92,40+0,08
CpG 63 96,71+0,03 97,11+0,02
CpG 72 91,89+0,07 94,23+0,04
CpG 122 86,68+0,18 91,30+0,09
CpG 130 93,32+0,08 95,53+0,03
CpG 141 92,60£0,08 95,22+0,03
CpG 145 87,57+0,10 89,67+0,08
CpG 155 91,14+0,07 92,58+0,04
CpG 198 84,34+0,11 85,14+0,10

Grupo de pacientes con EA (ALZ) y grupo de controles (C). Desviacion estandar (SD).

El analisis estadistico mediante un modelo de regresién beta de los datos de porcentaje
de metilacién de cada CpG obtenidos por la metodologia de BSP junto con factores como
el diagndstico, la edad de inicio, ser portador del alelo €4 y €3 de APOE y del genotipo GA
y GG del SNP rs2075650 de TOMMA40, evidencio que la CpG130 de la regién evaluada de
TOMMAO tiene diferencias significativas en el porcentaje de metilacion segun el genotipo
GG de TOMMA40 (rs2075650) (p valor 0,037), independientemente del diagnéstico (p valor
0,08) (Tabla 4-8).
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Tabla 4-8 Resultados del modelo de regresion beta para los datos obtenidos por la metodologia de BSP para las CpGs evaluadas
en la regién de TOMM40
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Factores evaluados: diagnéstico (Dx), edad de inicio, portador del alelo ¢4 de APOE (APOE -/4), portador del alelo €3 de APOE (APOE -/3),
portador del genotipo 33 de APOE (APOE 3/3) y portadores del genotipo GA y GG SNP rs2075650 de TOMM40 (TOMM40GA y TOMM40 GG).
Entre paréntesis se muestra el p-valor. * Diferencia significativa p valor <0.05.
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Mediante el uso de la funcion logistica se identificé que los portadores del genotipo GG de
TOMMA40 tienen 1,61% mayor metilacion en la CpG130 de TOMMA40 con respecto de los
portadores de los genotipos AA y GA. (Figura 4-6).

Figura 4-6 Diagrama de caja y bigotes de los porcentajes de metilacién de la CpG130 de
TOMM40 segun el genotipo GG, AG y AA del SNP rs2075650 de TOMMA40.

100 - * o | LA «»ne -

90-

80-

60 -

Porcentaje de metilacién para CpG130 de TOMM40

'
AA GG

GA
TOMM40

El analisis estadistico mediante el modelo de regresion beta del porcentaje de metilacion
de cada CpG de la region TOMM40 evaluada, también evidencia que el porcentaje de
metilacién de la CpG141 de TOMMAO tiene diferencias significativas segun el diagnéstico
(p valor 0.018) (Tabla 4-8).

Los pacientes con EA tienen un porcentaje de metilacién promedio en la CpG141 de
92,60%, mientras que los controles tienen un promedio de 95,22% (Tabla 4-5).

Se identific6 mediante el uso de la funcién logistica que los pacientes con Enfermedad de
Alzheimer tienen un 0,24% menos porcentaje de metilacion en la CpG141 de TOMMA40
con respecto a los controles sanos de la misma edad (Figura 4-7).

Figura 4-7 Diagrama de caja y bigotes de los porcentajes de metilacion de la CpG141
de TOMMA40 en el grupo de pacientes y controles.
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Segun el modelo de regresion beta, el porcentaje de metilacion de la CpG 155 de TOMM40
tiene diferencias estadisticamente significativas en los portadores del genotipo GG de
TOMMA40 (rs2075650) (p valor 0,044) y en la edad de inicio (p valor 0,002) (Tabla 4-8).

Mediante el uso de la funcion logistica se identificé que los portadores del genotipo GG de
TOMMA40 tienen 0,65% mayor metilacién en la CpG155 de TOMM40 con respecto a los
portadores de los genotipos AA y GA. A medida que la edad de inicio aumenta, el
porcentaje de metilacién en la CpG155 de TOMMA40 disminuye dependiendo de ser o no
portador del genotipo GG (Figura 4-8). Por cada afio que aumenta la edad de inicio, el
porcentaje de metilacion en portadores del genotipo GG disminuye entre 0,06% y 0,08%
mientras que en los portadores del genotipo AA y GA por cada afio que aumenta la edad
de inicio el porcentaje de metilacion disminuye entre 0,16% y 0,24%.

Figura 4-8 Porcentaje de metilacion de la CpG155 de TOMM40 del grupo de portadores
del genotipo GG, AG y AA del SNP rs2075650 de TOMMA40 con respecto a la edad de
inicio.

o
S 100 obA+0
= 5 ° A
= A o o
. o g
o B — O S oaC
E o
in o o 2 8 o o°
— A 8
90- 2B A O PSS o o
9 o o
o ° AO )
O %o A
© o o o TOMM40
s A
g o - AA
c A
O o - AG
2 80 o
] o
© © GG
=
(]
S
% A
o 70
=
©
o
=
Q
d o
o]
o

60 70 80
Edad de inicio



5.Capitulo 5. Discusioén

La enfermedad de Alzheimer es la principal causa de demencia, presentandose en la
mayoria de los casos (> 95%) la forma méas comun de esta enfermedad denominada de
inicio tardio o también conocida como Enfermedad de Alzheimer Esporadico (EAE), la cual
es considerada como una enfermedad compleja, ya que no tiene un patrén de herencia
mendeliana y es causada por mdultiples factores de riesgo entre ellos factores genéticos y
ambientales. Aunque hasta el momento se ha identificado que el Unico factor de riesgo
genético para EAE es el alelo €4 del gen APOE y existen numerosas hipétesis acerca de
cdmo éste aumenta el riesgo de EA, aln no se conoce el mecanismo preciso por el cual
este alelo ejerce su efecto [3, 148]. Algunos portadores del alelo ¢4 no manifiestan
consecuencias biolégicas asociadas con EA y permanecen cognitivamente normales en
su vejez, lo cual indica que la presencia del alelo €4 por si sola no es suficiente ni necesaria
para causar EA [149].

Estos resultados han llevado a la deduccion de que APOE y el aleo €4 tengan efectos
biologicos adicionales, involucrando mecanismos mas all4 de la funcion de la proteina
ApoE, sino que pueden estar involucrados en una red compleja de regulacion
transcripcional que puede aumentar el riesgo de EA, en la cual pueden estar involucrados
mecanismos epigenéticos, tales como la metilacion del ADN la cual puede regular maltiples
genes en el locus de APOE, entre ellos el gen TOMMA40, esto puede contribuir a la etiologia
compleja de EAE [53, 116, 137].

En este trabajo se identificé por medio de las metodologias MS-HRM y BSP que la region
evaluada de la isla de APOE est4 en general altamente metilada en sangre periférica tanto
en el grupo de pacientes como en el de controles, lo cual coincide con el patrén de
hipermetilacion de la isla de APOE previamente reportado en tejido cerebral [10, 116, 126].
La region evaluada de la playa de la isla CpG de TOMM40 también muestra un patron de
hipermetilacién en ambos grupos, pero no hay reportes de estudios de metilacién del ADN
en este gen.

Los resultados obtenidos en este estudio mediante el uso de las técnicas BSP y MS-HRM
presentan diferencias entre si. La metodologia de MS-HRM identific6 que el grupo de
pacientes con EA tiene una tendencia significativa hacia la hipermetilacion en la region
evaluada de la isla CpG de APOE y en la playa CpG de TOMM40 en comparacion con el
grupo de controles, mientras que la metodologia BSP evidencié que los pacientes con EA
tienen una tendencia hacia la hipometilacion en la region evaluada de la isla CpG de APOE
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y en la playa CpG de TOMM40 con respecto a los controles. Estas discrepancias son
bastante comunes en estudios de metilacion del ADN en EA (Tabla 1-1).

Las diferencias en los resultados pueden ser atribuidas a diferentes factores
experimentales tales como la sensibilidad de cada una de las técnicas para la deteccion
de niveles de metilacion relativa, la cual puede variar significativamente entre metodologias
[95]. La metodologia de MS-HRM tiene como principio la identificacion del porcentaje de
metilacion de una region génica de interés por medio de la interpolacion linear de las
unidades de fluorescencia relativas, con una curva de ADN estandar con un porcentaje de
metilacién conocido [139, 143], por lo tanto los resultados obtenidos de pacientes con EAE
y controles dependen de la calidad del ADN estandar y su correcta amplificacion entre
ensayos. Aungue las curvas estandar en todos los ensayos debian tener un coeficiente
de regresion linear (R?) mayor a 0.7 este podia variar entre ensayos Yy por lo tanto cada
ensayo tenia una formula de regresion linear diferente, debido a que estas formulas fueron
usadas para determinar el porcentaje de metilacion de cada una de las muestras de
pacientes con EA y controles, existe la posibilidad que haya una alta variabilidad entre
ensayos que puede influir en el valor del porcentaje de metilacién hallado para cada una
de las muestras, mientras que la metodologia de BSP al enfocarse en el analisis de
secuencias, lleva a que la identificacion del porcentaje de metilacion no dependa de ningun
tipo de ADN estandar [139, 144] y s6lo dependa de la calidad de la amplificacion de cada
una de las muestras pacientes con EAE y controles.

Por otro lado, la metodologia MS-HRM tiene como resultado final el hallazgo del porcentaje
de metilacion promedio de todas las CpGs evaluadas en una region génica de interés,
mientras que en la metodologia BSP se obtiene el porcentaje de metilacion de cada CpG
evaluada de forma individual [139], por lo tanto en la metodologia MS-HRM se pueden ver
enmascarados los patrones especificos en la metilacion de CpGs individuales. Segun los
resultados de este estudio se concluyé que la metodologia BSP tiene mayor sensibilidad y
da como resultado informacion mas precisa para el analisis de la metilacion del ADN en
las regiones estudiadas de laisla CpG de APOE y la playa de TOMMA40 que la metodologia
de MS-HRM.

Las diferencias entre los resultados obtenidos por MS-HRM y BSP también pueden
deberse a las regiones de interés evaluadas, debido a que estas metodologias tienen
diferentes condiciones que cumplir en el disefio de primers, como es el tamafio del
amplificado, esto lleva a que dificilmente puedan cubrir exactamente la misma regién
génica [143] [138], en este caso aunque los primers disefiados para ambas metodologias
evaluan la isla CpG de APOE vy la playa CpG de TOMMA40, las regiones especificas que
amplifican los primers de cada metodologia no son idénticas. La region evaluada de la isla
CpG de APOE con los primers de la metodologia MS-HRM esta a 235 pb corriente arriba
de la region evaluada con los primers de la metodologia BSP, mientras que la region
evaluada de la playa CpG de TOMMA40 con los primers de la metodologia MS-HRM aunque
se sobrelapa con la region evaluada con los primers de BSP, es mas pequefia y contiene
menos CpGs.
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De otra parte, los factores atribuidos a la complejidad inherente de trabajar con muestras
humanas pueden influenciar en estas discrepancias en los resultados [128], dado que la
metilacién del ADN es tejido especifica, una limitacion de los estudios en sangre completa
es que esta es una coleccién de diferentes tipos de células, cada una con un perfil de
metilacion diferente [150], lo cual puede contribuir a estas divergencias en los resultados,
por otro lado, existe una alta variabilidad de las marcas epigenéticas entre individuos que
es influenciada por los diferentes estilos de vida [128].

Por otro lado, mediante el uso de la metodologia BSP se identificé una tendencia hacia la
hipometilacién en los pacientes con EAE respecto a los controles en la CpG 148 de APOE
y la CpG 141 de TOMMA40. Diferentes informes indican hipometilaciéon global y en algunos
genes asociados con EAE [151-153], entre ellos APOE [116]. Adema&s, se reconoce que
con el aumento de la edad la memoria y las habilidades de aprendizaje declinan, lo cual
se puede relacionar con la reduccién general de la metilacién del ADN [154].

Estudios en cerebros sefalan que la metilacién del ADN en la isla CpG de APOE influye
en la actividad transcripcional, no solo de APOE sino también de TOMMA40, existiendo una
correlacion positiva entre los niveles de metilacion de esta isla y la expresion de estos dos
genes [155]. Segun esta hipétesis la reduccion en el porcentaje de metilacion de la CpG
148 de APOE y de la CpG141 de TOMMA40 puede significar una menor expresion de
proteina ApoE y Tomm40 en sangre en los pacientes con EAE. La proteina ApoE juega
un papel clave en el metabolismo de lipidos, incluyendo la redistribucion de lipoproteinas
y colesterol. ApoE se encuentra presente en abundancia en el sistema nervioso central,
donde promueve el transporte de lipidos desde y hacia las neuronas dafiadas, y por lo
tanto conduce a funciones importantes en el mantenimiento, reparaciéon y homeostasis
neuronal, los cuales pueden verse afectados debido a la baja en su expresion. Se ha
reportado previamente que los pacientes con EA tienen niveles bajos de ApoE en plasma
[156, 157], sobre este efecto la metilacion del ADN de la isla CpG de APOE y la disminucion
de los niveles de metilaciéon de la CpG148 de APOE, podrian dar hacia delante una
explicacion.

Si los niveles de proteina Tomm40 se reducen, pueden llevar a la disfuncién mitocondrial
evidenciada en EAE; esta reduccion en la expresion puede ser causada, en cierta medida,
por la disminucién de los niveles de metilacion de la CpG141 de la region evaluada en
TOMM40 en pacientes con EAE. Igualmente, se ha observado una reduccién en la
expresion de TOMMA40 en sangre de pacientes con EAE [158]. No se conocen aun estudios
gue analicen la metilacién del ADN en TOMMA40 y su expresion, por lo que no es claro
como se correlacionan estos factores. Por lo tanto, no es posible aproximar una conclusion
acerca del efecto que tiene la metilacion de la CpG141 de TOMMA40 sobre su expresion.

La importancia de estos hallazgos se refleja en que la disfuncion mitocondrial evidenciada
en pacientes EAE, conduce a una disminucion de la actividad citocromo oxidasa C, y
alteracion de la morfologia mitocondrial [159]. Ademds, el complejo TOMM40 cumple un
papel importante en la entrada de proteinas a la mitocondria, lo cual es importante para la
biogénesis de organelos y la viabilidad celular. La proteina Tomm40 hace parte de este
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complejo formando un canal que permite el paso de proteinas clivadas y no clivadas [160,
161]. Igualmente, Tomm40 colocaliza con APP dentro de la mitocondria en cerebros de
pacientes con EAE observandose una acumulacion de APP [39].

La CpG155 de TOMMA40 presenta un porcentaje menor de metilacion en los portadores del
genotipo GG en el SNP rs2075650 de TOMM40 a medida que aumenta la edad de inicio.
Este hallazgo, puede estar correlacionado con resultados reportados en poblacion
colombiana [8], en que se evidencia asociacion entre el rs2075650 de TOMM40 y la EAE,
y en la que los pacientes portadores de alelo G anticipan en seis afios el comienzo de la
EAE comparado con los portadores del alelo A, estos resultados pueden sugerir que existe
una fuerte asociacion de este SNP de TOMM40 con la edad de inicio, tanto a nivel genético
como epigenético. Es importante resaltar que las CpGs 155 y 130 de TOMMA40, presentan
un porcentaje de metilacién mayor en los portadores del genotipo GG del SNP rs2075650
de TOMMA40 independientemente de su diagndstico.

Por otro lado, los niveles de metilaciéon en la CpG148 de APOE también se ven afectados
por la presencia del genotipo GG (rs2075650) de TOMMA40, pero en este caso se observa
una disminucion en la metilacién en esta CpG en los portadores de este genotipo. Este
resultado puede indicar que el genotipo GG puede influenciar los niveles de metilacion
tanto en CpGs de TOMMA40 como en los de APOE, lo cual debe ser confirmado ampliando
la muestra de estudio e incluyendo controles portadores del genotipo GG, debido a que los
sujetos portadores del genotipo GG evaluados en este proyecto corresponden a pacientes
con EA.

Las CpGs 162 y 182 de APOE tienen menor porcentaje de metilacion en los portadores
del alelo €4 de APOE independientemente de su diagndstico, lo cual podria explicar varios
hechos funcionales. Las isoformas de ApoE son metabdlicamente diferentes, tanto en su
afinidad por las particulas de lipoproteinas, como en su uniéon a los receptores de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) [5].

ApoE ha sido implicado en la deposicion o despeje del AB, funcion dependiente de la
isoforma. La isoforma E4 esta asociada con EAE y sus procesos patogénicos, tales como
la agregacion de AR, formacion de ovillos, procesamiento amiloidogénico y toxicidad
neuronal, mientras que la isoforma E3 est& asociada con funciones del cerebro sano como
la reparacioén sinaptica, plasticidad sinaptica, transporte de colesterol y eliminacion de AB

[5].

Los tres alelos comunes de APOE son definidos por dos SNPs (rs429358 y rs7412) que
se encuentran en el exon 4, el cual se sobrelapa con una isla CpG bien definida. Ambos
SNPs cambian no solo el codén del aminoacido sino que también la cantidad de
dinucledtidos CpG, la presencia del alelo ¢4 cambia el paisaje de la metilacién de la isla de
APOE agregando un CpG extra [116, 155]. Estos SNPs que alteran los CpGs tienen el
potencial de modular los niveles de metilacion del ADN y también la transcripcién génica,
esta alteracion epigenética contribuye a la susceptibilidad a EA [116]. Estudios previos han
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reportado diferencias en la metilaciéon del ADN en la isla CpG de APOE en presencia del
alelo €4, sugiriendo una regulacion epigenética compleja entre el alelo €4 y EA [116, 155].

En el locus APOE existe una red compleja de regulacion transcripcional, cuya actividad
puede ser modificada por los alelos €2, €3 y €4 de APOE que se encuentran dentro de su
isla CpG y pueden alterar la expresién de los genes ubicados en este locus; en particular,
se ha evidenciado que el alelo de riesgo €4 presenta una actividad enhancer potencial
[155], la cual puede ser alterada por la metilacion y puede modular la expresion génica
tanto del gen APOE como el de TOMM40 de una forma especifica al haplotipo de sus
respectivos promotores y del tipo de célula [155].

Debido a que los alelos de APOE no solo tienen efecto funcional a nivel de alterar la
estructura de la proteina codificada, sino que estos alelos también remodelan el contenido
de dinucledtidos CpGs y el paisaje epigenético de laisla CpG de APOE, ademas de regular
como enhancer o silenciador la expresion de genes vecinos como APOE, TOMMA40 y
APOC1, se considera que estos alelos llevan instrucciones biol6gicas pleotrépicas [116,
155].

Aunque se ha reportado previamente el efecto del SNP rs2075650 de TOMMA40 sobre la
actividad promotora y la expresiéon de TOMMA40 [53], no se ha relacionado el efecto de este
SNP con la metilacion del ADN. Segun los resultados obtenidos en este proyecto, el SNP
tiene un efecto sobre la metilacion del ADN tanto de APOE y TOMMA40, sugiriendo que una
region haplotipica mas amplia podria tener un efecto sobre la metilacion del ADN.

Las CpGs 162 y 213 de APOE presentan diferencias estadisticamente significativas en la
metilacion con respecto a la edad de inicio, a medida que aumenta la edad de inicio de la
enfermedad el porcentaje de metilacidon disminuye. Es de gran importancia identificar las
diferencias en los patrones de metilacion segun la edad de inicio de los sintomas, lo cual
puede ser Gtil en un futuro para intentar retrasar la edad de inicio de la EA.

Las diferencias significativas encontradas en este proyecto entre la metilacion del ADN en
las regiones analizadas de la isla CpG de APOE y la playa de la isla CpG de TOMM40, no
solo entre los pacientes y los controles, sino también en portadores y no portadores de
ciertos alelos, indican la gran complejidad de esta region a nivel epigenético y demuestran
gue la metilacion del ADN es un proceso dinamico, que no se puede generalizar.

Aunque los estudios de metilacion del ADN y su relacion con la EA van en aumento, la
mayoria de estos se realizan en poblacién caucésica y asiatica. De acuerdo con nuestras
revisiones, este estudio es el primero en analizar la metilacion del ADN en APOE y
TOMMA40 de pacientes con EAE en poblacion colombiana, lo cual es importante para
caracterizar dicha enfermedad en nuestra poblacion.

La identificacion de las CpGs individuales que presentan diferencias significativas en su
porcentaje de metilacion y su implicacion en la patogénesis de la EA, es de gran
importancia debido a que pueden llegar a ser posibles blancos terapéuticos.
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Debido a la dificultad de estudiar la metilacion del ADN en EA en muestras de cerebros por
la poca disponibilidad de estos tejidos, el estudio de este mecanismo en sangre periférica
puede ser de gran utilidad, debido a que la extraccion de sangre es sencilla, barata y menos
invasiva que una puncién lumbar, ademas de tener la posibilidad de tomar multiples
muestras. Se ha reportado que aproximadamente 500 mL de liquido cefalorraquideo es
absorbido en la sangre diariamente [162], también hay evidencia de disfuncion de la
barrera hematoencefalica en EA y otros desordenes neurodegenerativos, lo cual puede
potenciar el intercambio de proteinas entre fluidos [163]. La EA también afecta PBMCs
(Peripheral Blood Mononuclear Cells), asi que las PBMCs puede ser un modelo util de la
regulacién génica en el cerebro [164]. Se ha demostrado que las PBMCs comparten mucho
del ambiente bioguimico no sinaptico de las neuronas y contienen la totalidad de las
enzimas epigenéticas encontradas en la mayoria de los tejidos, incluyendo neuronas y
células periféricas nucleadas [165, 166]. Sin embargo, aunque la evidencia sugiere que la
sangre periférica puede proveer informacién acerca de la alteracion de la metilacion en el
cerebro [167], se han reportado resultados conflictivos en estudios de metilacion del ADN
en sangre y EA [114, 121, 127].

Debido a que se conoce poco acerca de las diferencias metilomicas normales entre las
distintas areas funcionales del cerebro y como estas se reflejan en los patrones observados
en tejidos periféricos de facil acceso como la sangre, el Epigenomics Mapping Consortium
centr6 sus esfuerzos en determinar estas diferencias e identificé que los perfiles de
metilacién del ADN candnicos no difieren entre tejidos, ademas de determinar que las
diferencias en la metilacién del ADN entre individuos estan correlacionadas en tejidos
cerebrales y sangre periférica [167], estos resultados ayudan a comprender la utilidad
potencial de usar la metilacion del ADN en tejidos periféricos como un indicador de la
metilacion del cerebro, aunque es de gran importancia identificar la magnitud en la cual la
composicion celular afecta los niveles generales de metilacion en los tejidos [116].
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6.Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

Al analizar la metilacién del ADN de la isla CpG de APOE y la playa CpG de TOMM40 en
sangre periférica de pacientes con EAE y controles colombianos mediante las
metodologias MS-HRM y BSP, se encontraron discrepancias entre los resultados
obtenidos mediante ambas técnicas. Dichas diferencias se atribuyen a sensibilidad de las
técnicas, diferencias en las regiones génicas que se cubrieron para el andlisis y las
diferencias entre células, entre otros aspectos. Mediante este proyecto se logré determinar
gue la metodologia BSP ofrece informacion mas precisa sobre el estado de metilacién de
las regiones analizadas.

Se identificd que las regiones evaluadas de la isla CpG de APOE y la playa CpG de
TOMMA40, tanto en pacientes como en controles se encuentran hipermetiladas, lo cual
coincide con lo previamente reportado en APOE en tejido cerebral. Debido a que no hay
reportes en la literatura para la playa de TOMMA40, se puede indicar que este es un primer
informe sobre la metilacion de esta region de ADN.

Mediante la metodologia BSP se encontrd una tendencia a la hipometilacién en pacientes
con EAE en dos CpGs, la CpG 148 de APOE y la CpG 141 de TOMMA4O.
Independientemente del diagndstico, los portadores del alelo ¢4 de APOE tienen menor
porcentaje de metilacién en la CpG 162 y CpG 182 de APOE, mientras que los portadores
del genotipo GG del SNP rs2075650 de TOMMA4O0 tienen diferencias en el porcentaje de
metilacién, disminuyendo en la CpG 148 de APOE y aumentando en la CpG 130 y CpG
155 de TOMM40. Por otro lado, a medida que aumenta la edad de inicio disminuye la
metilacion en la CpG 148, CpG 162 y CpG 213 de APOE y CpG 155 de TOMMA40.

La identificacion de las CpGs individuales que presentan diferencias significativas en su
porcentaje de metilacion y su implicacion en la patogénesis de la EA, es de gran
importancia debido a que pueden llegar a ser posibles blancos terapéuticos.

Las diferencias significativas encontradas en este proyecto entre la metilacion del ADN en
las regiones analizadas de la isla de APOE y la playa de la isla de TOMMA40, no solo entre
los pacientes y los controles, sino también en portadores y no portadores de ciertos alelos,
indican la gran complejidad de esta region a nivel epigenético.
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Los cambios en la metilacion del ADN encontrados probablemente modulan y alteran
potencialmente los perfiles de expresion tanto en APOE como en TOMM40 con posibles
implicaciones en el metabolismo de lipidos y funcidon mitocondrial que pueden influenciar
los procesos fisiopatoldgicos de EA.

6.2 Recomendaciones

Aunque algunos resultados de este estudio fueron estadisticamente significativos, fueron
basados en un nimero relativamente pequefio de muestras, por lo tanto se sugiere que
estos sean verificados en estudios futuros con un tamafio de muestra mayor, en donde se
incluyan controles sanos portadores del genotipo GG del SNP rs2075650 de TOMM40, los
cuales no estuvieron presentes en la muestra analizada en este trabajo.

En este trabajo se analizaron tres SNPs, los rs429358 y rs7412 de APOE que determinan
sus alelos y el rs2075650 de TOMMA40, y su relacién con los niveles de metilacion del ADN
en las regiones evaluadas de la isla CpG de APOE y la playa CpG de TOMMA40, pero
reportes en la literatura han evaluado multiples SNPs y haplotipos en los promotores de
estos dos genes y su influencia en los niveles de metilaciéon de la isla CpG de APOE, por
lo tanto se propone ampliar el nimero de SNPs evaluados en ambos genes para identificar
las relaciones de estos con los niveles de metilacién del ADN tanto en laisla CpG de APOE
como en la playa CpG de TOMMA40.

Debido a los resultados obtenidos es importante realizar ensayos de expresion para
determinar el efecto de la metilacién del ADN de la isla CpG de APOE vy de la playa CpG
de TOMM40 en los niveles de proteina ApoE y Tom40 en sangre periférica tanto en
controles sanos como en pacientes con EA.

Otro aspecto para continuar con la investigacién realizada en este proyecto, es la
realizacion de estudios longitudinales para identificar los cambios en la metilacion del ADN
en las regiones evaluadas de la isla CpG de APOE vy la playa CpG de TOMM40 a lo largo
de los afios en un mismo individuo. En el seguimiento longitudinal del grupo de controles
se pueden identificar los cambios en la metilacion del ADN normales del proceso del
envejecimiento, mientras que en el grupo de pacientes con EA se podria relacionar el
comportamiento de la metilacion del ADN con el avance de la enfermedad y el decline de
ciertas funciones cognitivas. En estos futuros estudios longitudinales también se pueden
tener en cuenta estados intermedios de la evolucion de la enfermedad como es el caso del
deterioro cognitivo leve, para identificar cuales son los cambios en la metilacion del ADN
gue pueden llevar a que se desarrolle 0 no una demencia.

Adicionalmente, estudios posteriores donde se puedan obtener muestras de tejido cerebral
y sangre periférica de un mismo individuo que permitan la caracterizacion completa de los
perfiles de la metilacion del ADN de las regiones evaluadas de la isla CpG de APOE y la
playa de laisla CpG de TOMMA40 en varios tipos celulares, ayudaran a generar informacion
adicional para interpretar la magnitud en la cual la composicion celular afecta los niveles
de metilacién del ADN en diferentes tejidos.
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El método de conversién con bisulfito de sodio usado en este trabajo no permite distinguir
entre 5mC y 5hmC, es posible que una proporcién de la metilacion cuantificada represente
5hmC, una forma intermediaria de la demetilacibn que puede tener consecuencias
biolégicas diferentes que 5mC en EA, por lo tanto se sugiere analizar los niveles de 5hmC
en las regiones evaluadas de la isla CpG de APOE vy la playa CpG de TOMMA40.
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A. Protocolo Kit de Extraccion de
ADN ReliaPrep Blood gDNA Miniprep
System™ (A5082)- PROMEGA

1. Descongele la sangre a temperatura ambiente y mezcle en el vortex por 10 minutos.
2. Ponga 20 pl de Proteinase K (PK) Solution en un tubo eppendorf de 1.5 ml.

3. Resuspenda bien la sangre y adicione 200 ul de sangre (sin coagulos) en el tubo que
contiene Proteinase K (PK) Solution, y mezcle brevemente.

4. Adicione 200 pl de Cell Lysis Buffer (CLD) al tubo y mezcle con vortex por al menos 10
segundos.

IMPORTANTE: Este paso de vortex es esencial para obtener un buen rendimiento.
5. Incube a 56°C en un bafio de Maria por 10 minutos.

6. Mientras la muestra de sangre esta encubandose, ponga las ReliaPrep Binding Column
dentro de un Collection Tube vacio.

7. Saque los tubos del bafio de Maria. Adicione 250 pl de Binding Buffer (BBA), tape el
tubo y mezcle en el vortex por 10 segundos.

Nota: En este paso el lisado debe ser de un color verde oscuro.
IMPORTANTE: Este paso de vortex es esencial para obtener un buen rendimiento.

8. Adicione el contenido del tubo a la columna ReliaPrep Binding Column, tapela y péngala
en la microcentrifuga.

9. Centrifugue por 1 minuto a la maxima velocidad. Aseglirese de que el lisado haya
pasado completamente a través de la membrana de la columna. Si el lisado todavia sigue
en la parte superior de la membrana, centrifugue por otro minuto.

10. Remueva el tubo colector que contiene el sobrenadante y descartelo.

11. Ponga las columnas en un nuevo tubo colector. Adicione 500 pl de Column Wash
Solution (CWD) a la columna, y centrifugue por 3 minutos a la maxima velocidad. Descarte
el sobrenadante.
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Nota: Si la solucion de lavado permanece en la membrana, centrifugue la columna por otro
minuto.

12. Repita el paso 11 dos veces para un total de tres lavados.
13. Ponga la columna en un tubo eppendor de 1.5 ul nuevo.

14. Adicione 60 pul de Nuclease-Free Water a la columna. Centrifugue por 1 minuto a
maxima velocidad.

15. Descarte la columna y guarde la elucién. No reutilice las columnas ni los tubos
colectores.
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B.

Protocolo del Kit de Conversidon

con Bisulfito de Sodio EZ DNA
Methylation- Direct Kit (D5021)-
ZymoResearch

Preparacion del reactivo de conversion CT (CT Conversion Reagent)

1.

2.
3.

Adicione 790 pl de M-Solubilization Buffer y 300 pl de M-Dilution Buffer a un
tubo de Reactivo de Conversion CT (CT Conversion Reagent).

Mezcle a temperatura ambiente dando vortex frecuente durante 10 minutos.

Adicione 160 pl de M-Reaction Buffer y mezcle en vortex por 1 minuto.

Para mejores resultados, el reactivo de Conversion CT debe ser usado inmediatamente
después de la preparacion. Si no se usa inmediatamente, la solucién del reactivo de
conversion CT puede ser almacenada hasta un mes a -20°C. La solucién del reactivo de
conversion CT almacenado debe ser calentada a 37°C, luego mezclado con vortex antes
de su uso. Se recomienda marcar el tubo del reactivo de Conversién CT con la fecha de
preparacion y el nUmero de reacciones que quedan.

Conversion del DNA con bisulfito

1.

2.

Cuantifique el DNA extraido. La muestra de DNA para convertir con bisulfito
debe tener una concentracion de 400 ng en 20 pl, para llegar a esta
concentracion el DNA puede ser mezclado con agua libre de nucleasas.

Adicione 20 pl de la muestra a 130 pl de solucion del reactivo de conversion
CT en un tubo de PCR. Mezcle la muestra y luego centrifugue brevemente
para asegurarse que no haya gotas en la tapa o en las paredes del tubo.

Ponga los tubos de PCR en un termociclador que tenga un rango de
volumen de la muestra de 100 ul (SureCycle 8800- Agilent Thecnologies) y
realice los siguientes pasos:

- 98°C por 8 minutos.
- 64°C por 3.5 horas.

- 4°C hasta por 20 horas.

Se recomienda realizar las columnas inmediatamente.

4. Adicione 600 pl de M-Binding Buffer en la columna Zymo-Spin™ IC y ponga

la columna en un tubo recolector.
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10.

Ponga la muestra del paso 3 en la columna Zymo-Spin™ IC que contiene
el M-Binding Buffer. Cierre la tapa y mezcle invirtiendo la columna varias
veces.

Centrifugue a maxima velocidad (= 10,000 x g) por 30 segundos. Descarte
el sobrenadante.

Adicione 100 uyl de M-Wash Buffer a la columna. Centrifugue a maxima
velocidad por 30 segundos.

Adicione 200 pl de M-Desulfonation Buffer a la columna y deje a
temperatura ambiente (20°C -30°C) por 20 minutos. Después de la
incubacién, centrifugue a maxima velocidad por 30 segundos.

Adicione 200 ul de M-Wash Buffer a la columna. Centrifugue a maxima
velocidad por 30 segundos. Adicione otros 200 ul de M-Wash Buffer y
centrifugue a maxima velocidad por 40 segundos.

Ponga la columna en un tubo de 1.5 ml de microcentrifuga. Adicione 16.5
ul de M-Elution Buffer directamente a la matriz de la columna. Centrifugue
a maxima velocidad por 30 segundos para eluir el DNA convertido.
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C.

Primers disefiados para MS-HRM

L N Anotacién N .
Descripcion | Localizacion de Localizacion NUmero ~
s . : . Isla CpG/ g ; Tamafio
de laregion | laislaCpG de Secuencia Primers region estudiada | de CpGs -
L= . playa amplificado
gendmica referencia CpG en MS-HRM SYEUTELET
Exon IV Primer | GTCGTAGGGCGTTGATGGA
L chr19:45411721- F chr19:44,908,525-
APOE Unica isla 45412600 Primer Isla CpG 44.908.653 7 128 pb
CpG R CTACGCCGCCTACAACTCC D
Promotor PIIMEr | GTATTTCGGGAAATTGAG
canonico en | 1o 4ca93g34. | chr19:44,889,858-
TOMM40 vec}mdad 45394992 Playa CpG 44,889,995 7 137 pb
Gendmica a Primer
APOE R TCCAAAATAACTAAACTACAAAT

Primer F: Forward; Primer R: Reverse.
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D. Primers diseiados para BSP

L N Anotacion N .
Descripcion | Localizacion de Localizacion NUmero ~
s . . . Isla CpG/ ! . Tamarfo
de laregion | laislaCpG de Secuencia Primers region estudiada | de CpGs -
L= . playa amplificado
gendmica referencia CpG en BSP SYEUTELET
Primer
EXOnIV | o oaeaia701. | F TCCAGAAGGTGTAGGTT Chr19:44,909,188-
APOE Unica isla 45.412600 Primer Isla CpG 44,909,373 14 185 pb
CpG R TTTATTAAACTAAAATCCACCCC
Promotor P ATAGTAATTGGTTAGATGT Chr19:44 889,816
canonico en ) r19:44,889,816-
TOMM40 | vecindad | CN"19:45393834- PlayaCpG | 44,890,031 9 215 pb
o 45394992
Genomica a Primer
APOE R AAACTTCTAACCTCAATC

Primer F: Forward; Primer R: Reverse.
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E.

Condiciones MS-HRM APOE

95,0 C

Reactivos | Volumen (ul)
Precision Melt Supermix- BIORAD (2x) 5,5
Primer Forward (10 uM) 0,22
Primer Reverse (10 pM) 0,22
ADN convertido con bisulfito (14 ng/ul) 1,80
Agua libre de nucleasas 3,26
Volumen total 10

95,0 C

2:00

0:10

720 C
0:15

500 C
0:30

10 @

43 x

(A) Reactivos y cantidades para la reaccion de MS-HRM de APOE. Las cantidades de reactivos
hacen referencia a una muestra. (B) Programa de termociclador C1000 Touch (BIORAD)
estandarizado para MS-HRM de la region evaluada de APOE. Los pasos dos al cuatro hacen parte
de la fase de PCR y los pasos seis y siete a la fase de andlisis de melting.
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F. Condiciones MS-HRM TOMMA40

A
Reactivos Volumen (ul
Precision Melt Supermix- BIORAD (2x) 5,5
Primer Forward (10 uM) 0,22
Primer Reverse (10 puM) 0,22
ADN convertido con bisulfito (14 ng/pl) 1,80
Agua libre de nucleasas 3,26
Volumen total 10
B

950 C 95.0 C 95.0 C
2:00 0:10 0:30

720 C
0:15

1o o

546 C
0:30

40 x

(A) Reactivos y cantidades para la reaccion de MS-HRM de TOMMA40. Las cantidades de reactivos
hacen referencia a una muestra. (B) Programa de termociclador C1000 Touch (BIORAD)
estandarizado para MS-HRM de la regién evaluada de TOMMA40. Los pasos dos al cuatro hacen
parte de la fase de PCR y los pasos seis y siete a la fase de andlisis de melting.
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G. Curvas de melting de ADN

estandar

A
Difference Curve
T T T T T T T
=]
I8
74
o
o
c
2
£
o
Temperature

B

Percent

‘h"';"ie{}C?:teOSalrean Cluster & Confiden {

ra

[a02 Junkn  100%  Cluster2 [= [} 98.(

AD3 Unkn  100%  Cluster2 [« |} 97.f

A7 Unkn  50%  Cluster3 [+ ]|} 100.C

A8 Unkn  50%  Cluster3 [+ ]|} 995

AD9 Unkn  50%  Cluster3 [« ] 99.E

AD4  Unkn 75% Clusterd |w 84,2

AD5  Unkn 75% Cluster4 |w 65.5

ADE  Unkn 75% Cluster4 || 547

A10  Unkn 0% Cluster5 |+ 96.7

A1l Unkn 0% Clusterb | 98.8

AD1 Unkn 100% Cluster6 |+ 97.€

A12  Unkn 0% Cluster7 || 93.5

(A) Curvas de diferencia de melting del ADN estandar visualizadas en el software Precision Melt
Analysis (BIORAD). Temperatura de melting en grados centigrados vs. RFU diferenciales. Cada
curva hace referencia a una muestra de ADN estandar y cada color a un cluster de agrupamiento.
La linea roja vertical, sefiala el pico méas alto de todas las curvas y la temperatura de melting a la
gue se debe analizar los datos de RFU diferenciales [143]. (B) Agrupamiento en clusters del ADN
estandar con porcentaje de metilacion conocido, cada cluster es identificado con un color que se

evidencia en las curvas de diferencia de melting.
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H.

Ejemplo de curva estandar para
ensayo de MS-HRM

RFU Promedio de las réplicas

A
Réplicas ADN RFU Promedio
estandar diferenciales RFU SD RFU CVRFU
100% 0,36
100% 0,35 0,39 0,009021841 2%
100% 0,46
75% 0,30
75% 0,30 0,31 0,002595391 1%
75% 0,35
50% 0,21
50% 0,21 0,21 0,00211424 1%
50% 0,20
0% -0,05
0% 0,01 0,014142136 20%
0% 0,07
B
Curva estandar
£ 100 . 100
j'éu 80 y=25749%-34143 .
7 R2=09977 . o7
O Ln e
8 ° o5
2 e
c 40
©c e
o
S 20 e
° | e
S 0 @9

(A) Ejemplo de andlisis de datos para generar curva estandar realizado en Excel. RFU diferenciales
a la temperatura de melting del pico mas alto de todas las curvas de diferencia de melting del ADN
estandar. SD (Desviacion estandar). CV (Coeficiente de variacion). (B) Ejemplo de curva estandar
realizada en Excel. R? (coeficiente de regresion linear) y férmula de regresion lineal para el ensayo

de MS-HRM.
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|. Condiciones BSP APOE

B2 C

Reactivos | Volumen (ul)
Buffer (10X)- Maxima Hot Start Thermo Scientific 2
MgCl; (25 mM)- Maxima Hot Start Thermo Scientific 15
DMSO 1,25
Primer Forward (10 uM) 2
Primer Reverse (10 uM) 2
dNTPs (10 puM) 1,6
Maxima Hot Start Tag DNA (5U/ pl)- Thermo 0,2
Scientific
ADN convertido con bisulfito 2
Agua libre de nucleasas 7,45
Volumen total 20
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(A) Reactivos y cantidades para la reaccion de BSP de APOE. Las cantidades de reactivos hacen
referencia a una muestra. (B) Programa de termociclador C1000 Touch (BIORAD) estandarizado
para BSP de la region evaluada de APOE. (C) Gel de agarosa al 1.5% con productos de BSP de
APOE de muestras de pacientes (ALZ) y controles (C y SPC). Marcador de peso (MP) 50 pb Step
ladder- PROMEGA.
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J. Condiciones BSP TOMMA40
A
Reactivos Volumen (ul)
Buffer (10X)- Maxima Hot Start Thermo Scientific 2
MgCl; (25 mM)- Maxima Hot Start Thermo Scientific 15
DMSO 1,25
Primer Forward (10 uM) 2
Primer Reverse (10 uM) 2
dNTPs (10 puM) 1,6
Maxima Hot Start Tag DNA (5U/ pl)- Thermo 0,2
Scientific
ADN convertido con bisulfito 2
Agua libre de nucleasas 7,45
Volumen total 20
B

500 030
\
\
c

50 ¢
030
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SPC15° * C141 SPC40 C185

(A) Reactivos y cantidades para la reaccién de BSP de TOMMA40. Las cantidades de reactivos hacen
referencia a una muestra. (B) Programa de termociclador C1000 Touch (BIORAD) estandarizado
para BSP de la region evaluada de TOMMA40. (C) Gel de agarosa al 1.5% con productos de BSP de
TOMM40 de muestras de controles (C y SPC). Marcador de peso (MP) 50 pb Step ladder-
PROMEGA.
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K. Protocolo de purificaciéon de
productos de PCR

IMPORTANTE: Todos los reactivos utilizados para la purificaciébn deben estar frios, se
recomienda mantenerlos en hielo.

1. En un tubo eppendorf de 1.5 ml adicione 2.5 ul de Acetato de Amonio (NH4Ac) 5M a de
25 pl de producto de PCR.

NOTA: Si se cuenta con un volumen menor de producto hacer los célculos
correspondientes de Acetato de Amonio.

2. Adicionar 50 pl de etanol al 100% frio
NOTA: Si se cuenta con un volumen menor de producto hacer los célculos
correspondientes de etanol al 100%.

3. Centrifugue por 30 minutos a 15 rpm en la centrifuga refrigerada a 4°C.

N

. Descarte el sobrenadante cuidadosamente.

5. Adicione 200 pl de etanol al 75% frio.

(o2}

. Centrifugue por 20 minutos a 15000 rpm en la centrifuga refrigerada a 4°C.

\‘

. Descarte el sobrenadante cuidadosamente.

(o]

. Repita los pasos 5 al 7.

9. Lleve las muestras al SpeedVac por 5 minutos o deje los tubos abiertos hasta que el
etanol se evapore por completo.

10. Resuspenda en 15 pul de agua y guarde las muestras a 4°C.
11. Compruebe la purificacién realizando un gel de agarosa al 1.5%, sembrando 3 pul del

purificado y observe que las inespecificidades y/o los dimeros de primers hayan
desaparecido.
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