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PALABRAS CLAVE Resumen

Esclerosis multiple; Introduccion: La epigenética se define como el estudio de los mecanismos que regulan la
Epigenética; expresion génica sin modificar la secuencia de ADN, siendo entre ellos el mas conocido la
Metilacion del ADN; metilacion del ADN. La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad de etiologia no del todo
Vitamina D; conocida, en la que se plantea que la participacion de factores ambientales sobre individuos
Tabaco; con una determinada predisposicion genética, pueden resultar claves para el desarrollo de la
Virus Epstein Barr enfermedad. Es en esta interseccion entre la predisposicion genética y los factores ambientales

donde la metilacion del ADN puede desempenar un papel patogénico.

Desarrollo: Realizamos una revision bibliografica de los efectos que los factores de riesgo
ambiental para el desarrollo de EM pueden ejercer sobre los distintos mecanismos epigenéticos,
asi como la implicacion que presentan dichas modificaciones en el desarrollo de la enfermedad.
Conclusidn: El conocimiento de las modificaciones epigenéticas involucradas en la patogenia de
la EM abre una nueva via de investigacion para la identificacion de potenciales biomarcadores,
asi como para la busqueda de nuevas dianas terapéuticas.
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Epigenetic changes in neurology: DNA methylation in multiple sclerosis

Abstract
Introduction: Epigenetics is defined as the study of the mechanisms that regulate gene expres-
sion without altering the underlying DNA sequence. The best known is DNA methylation. Multiple
Sclerosis (MS) is a disease with no entirely known etiology, in which it is stated that the
involvement of environmental factors on people with a genetic predisposition, may be key
to the development of the disease. It is at this intersection between genetic predisposition and
environmental factors where

DNA methylation may play a pathogenic role. Development: A literature review of the effects
of environmental risk factors for the development of MS can have on the different epigenetic
mechanisms as well as the implication that such changes have on the development of the
disease.
Conclusion: Knowledge of epigenetic modifications involved in the pathogenesis of MS, opens
a new avenue of research for identification of potential biomarkers, as well as finding new
therapeutic targets.
© 2015 Sociedad Espanola de Neurologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/

4.0/).

Introduccién
Mecanismos de regulacion epigenética

La primera aparicion del término epigenética en la literatura
data de mediados del siglo xx (Conrad Waddington, 1905-
1975)".Sin embargo, ha sido en los ultimos afos cuando se
ha convertido en uno de los campos de investigacion emer-
gentes, presentandose como una prometedora fuente de
conocimientos, especialmente en el ambito de la medicina.

La epigenética se define como el estudio de los meca-
nismos que regulan la expresion génica sin modificar la
secuencia del acido desoxirribonucleico (ADN). Esta disci-
plina representa un puente entre las influencias genéticas
y ambientales en el desarrollo de un fenotipo. Los cam-
bios epigenéticos permiten que unos genes se expresen o
no, en funcion de condiciones exteriores, y son esencia-
les en la diferenciacion celular y tisular que tiene lugar
durante el desarrollo embrionario, y también, en los organis-
mos adultos. De esta forma nuestras células sufren cambios
epigenéticos durante toda la vida. De hecho, gemelos idénti-
cos, con igual carga genética, acumulan diferentes patrones
epigenéticos dependiendo de los factores ambientales a los
que se vean sometidos, como por ejemplo, el tabaco, la ali-
mentacion, o el ejercicio®. Y esto, se traduce en diferencias
observables en el fenotipo de ambos gemelos, ya sea un
comportamiento distinto o un riesgo diferente de padecer
enfermedades’.

Los principales mecanismos epigenéticos comprenden la
metilacion del ADN, la modificacion de las histonas y la
accion de los ARN no codificantes. De ellos, el mas cono-
cido y sobre el que mas estudios se han realizado en cuanto
a su relacion con el desarrollo de enfermedades, es la meti-
lacion del ADN, siendo el mecanismo sobre el que centramos
nuestra revision.

Metilacion del ADN

La metilacion del ADN consiste en la union de un grupo
metilo a un residuo de citosina en la cadena de nucleotidos

del ADN. Esta union se produce en los dinucledtidos
citosina-guanina (CpG), los cuales, se agrupan en el genoma
constituyendo las llamadas islas CpG. Estas son especial-
mente abundantes en las regiones promotoras de los genes y
en otras zonas reguladoras. La metilacion es llevada a cabo
por las ADN metiltransferasas (DNMT) que catalizan la trans-
ferencia de un grupo metilo de la S-adenosil-L-metionina
(SAM) al carbono 5 de la citosina*. Este proceso se puede
llevar a cabo segun 2 modelos diferentes: la aparicion de
un patrén de metilacion «de novo» catalizado por las enzi-
mas DNMT3a y DNMT3b?, o bien por el mantenimiento de un
patron de metilacion en los sucesivos ciclos de replicacion
celular realizado por la DNMT1. Esta metilacion tiene lugar
durante la replicacion del ADN, de manera que cuando una
secuencia CpG adquiere un patron de metilacion determi-
nado, esta modificacion se hace estable, lo cual permite que
sea heredada durante la duplicacion del ADN y se mantenga
asi en las células hijas®.

La hipermetilacion de las islas CpG en la region promotora
de los genes es habitualmente un mecanismo de represion
génica al inhibir la transcripcion. Esta inhibicion se realiza
basicamente a través de 2 procesos, uno de manera directa,
al impedir la union de los factores de transcripcion que con-
tengan sitios de reconocimiento para las CpG metiladas. Y
el otro, de manera indirecta, al bloquear el acceso a los
elementos reguladores, necesarios para la union de los fac-
tores de transcripcion, mediante la adhesion de complejos
proteicos denominados «methyl binding domain» (MBD) que
se unen a las regiones CpG metiladas’.

Como comentabamos anteriormente, el donador del
grupo metilo es la molécula SAM, la cual, una vez pierde
dicho grupo metilo, se convierte en S-adenosil- homocis-
teina (SAH). Esta molécula se hidroliza a homocisteina,
para posteriormente ser remetilada a metionina gracias
al cofactor 5 metilentetrahidrofolato (5 MTHF). Finalmente
la metionina se convierte nuevamente en una molécula
SAM por accion de la metionina adenosiltrasferasa (MAT)
(fig. 1). El potencial de metilacién del ADN va a depender
del cociente del nivel de SAM entre SAH en sangre. A mayor
cociente, mayor potencial de metilacion®. Por lo tanto,
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Figura 1 Metilacion del ADN: representacion esquema-
tica de la ruta metabdlica implicada en la metilacion
del ADN. DNMT: DNA metiltransferasa; HC: homocisteina;
MAT: metionina adenosiltrasferasa; Met: metionina; SAH:
S-adenosilhomocisteina; SAHH: sadenosilhomocisteina hidro-
lasa; SAM: S-adenosilmetionina; THF: tetrahidrofolato; 5-MTHF:
5-metilentetrahidrofolato.

cabe inferir, que para el proceso de metilacion del ADN,
es de vital importancia el correcto metabolismo de la
homocisteina y la metionina, asi como el de las diferentes
enzimas que participan en esta ruta metabdlica y de otras
sustancias como el acido félico y la vitamina B12°.

Relevancia de la metilacion del ADN en la clinica
médica

La implicacion de las alteraciones de los mecanismos epige-
néticos en el desarrollo de enfermedades se ha situado en
los ultimos afios como una via de investigacion emergente,
obteniéndose resultados positivos en distintas patologias,
especialmente en el campo de la oncologia. El primer tumor
en relacionarse con los mecanismos de regulacion epige-
nética fue el cancer colorrectal (CCR). Inicialmente se
observo una pérdida de metilacion global en las células can-
cerosas de los pacientes con CCR en comparacién con los
controles sanos'’. Al mismo tiempo, se comprobd que los
promotores de los genes supresores tumorales aparecian
hipermetilados, lo cual producia una menor expresion de
dichos genes''. Estos hallazgos concluyeron con la asocia-
cion entre la hipermetilacion de los genes supresores de
tumores y el desarrollo de la enfermedad.

Sin embargo, en otras areas de la medicina como las
enfermedades neurolodgicas, todavia no se conoce bien la
participacion de la modificacion en los patrones de meti-
lacion del ADN en el desarrollo de la enfermedad. En el
caso concreto de la esclerosis multiple (EM), recientemente
se han encontrado modificaciones epigenéticas que podrian
estar involucradas en la patogenia de la enfermedad, lo cual
ha supuesto una nueva e interesante via de investigacion.

La EM se considera la primera causa de enfermedad neu-
rologica grave que afecta a adulos jovenes y de mediana
edad. En Espana, los diferentes estudios de prevalen-
cia realizados, muestran cifras en torno a 80 casos por
100.000 habitantes. Se trata de una enfermedad cronica
que cursa con lesiones inflamatorias, desmielinizantes y

neurodegenerativas en el sistema nervioso central (SNC). Su
etiologia es alin desconocida, aunque se presume un origen
autoinmune y multifactorial, en la que se han descrito varios
factores de susceptibilidad genética y ambiental. Teniendo
en cuenta la complejidad de la enfermedad y la partici-
pacion de diversos mecanismos etioldgicos, tanto genéticos
como ambientales, es logico suponer que pueda existir una
alteracion en la regulacion epigenética que participe en su
desarrollo'"3.

Factores de riesgo de esclerosis multiple y
cambios epigenéticos

Estudios epidemiologicos y de agregacion familiar sugie-
ren que hay una predisposicion genética para padecer esta
enfermedad. Sin embargo, hasta la fecha, el Unico locus
asociado de forma consistente con la EM es el complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH). Esta predisposicion se
ha asociado al haplotipo «DR2» (HLA-DRB1*1501-DQA1*0102-
DQB1*0602), el cual determina un riesgo relativo de 4 de
presentar EM'. El desarrollo de nuevas tecnologias como las
matrices o arrays de polimorfismos han permitido identificar
nuevos genes candidatos localizados fuera de la region del
CMH. De modo que la EM es una enfermedad poligénica en la
que cada uno de los genes contribuye con un riesgo diferente
(habitualmente bajo o moderado) a su desarrollo'.

Por lo tanto, sabemos que existe un factor genético de
susceptibilidad de padecer EM, pero la presencia factores
ambientales que provoquen cambios epigenéticos parecen
imprescindibles para el desarrollo de la enfermedad'®'’- A
continuacion, resumimos los 3 factores de riesgo ambiental
descritos para la EM y los efectos que estos factores pue-
den ejercer sobre los diferentes mecanismos de regulacion
epigénetica, tanto en la EM como en el desarrollo de otras
enfermedades'® .

Tabaco y mecanismos epigenéticos

El tabaco supone uno de los factores ambientales que influye
en el desarrollo de la EM, y asi lo han demostrado distintos
trabajos?>?'. De hecho, se ha relacionado el habito taba-
quico con un aumento de la frecuencia de recaidas y del
nimero de lesiones cerebrales activas en la RM craneal de
los pacientes con esta enfermedad??.

Por otro lado, al analizar la sangre de adolescentes cuyas
madres fumaron durante su embarazo, se ha observado que
la exposicion prenatal al tabaco se asocia con una mayor
metilacion del promotor del «brain derived neurotrophic
factor» (BDNF), el cual, promueve la diferenciacion y
crecimiento de nuevas células neuronales?. Asi mismo,
en otro estudio llevado a cabo por Kjersti Aagaard et al.,
analizaron el patron de metilacion del ADN, mediante
técnicas de PCR, en 2 grupos de sujetos fumadores y no
fumadores. Encontraron alteraciones en la metilacion del
ADN en 25 genes de los no fumadores y en 438 genes de los
fumadores?*. También en el campo de la oncologia se han
encontrado cambios epigenéticos asociados al tabaco. En
un estudio llevado a cabo en pacientes afectos de cancer de
pulmén se encontroé una hipermetilacion de los genes supre-
sores de tumores CDKN2A, DAPK y MGMT de los pacientes
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fumadores?. Y, en un estudio realizado sobre el cancer de
cuello uterino, en mujeres de entre 15-19 anos fumadoras,
se encontrd también una hipermetilacion del gen CDKN2A
en las células epiteliales cervicales de las fumadoras?.

Vitamina D y mecanismos epigenéticos

El déficit de vitamina D es uno de los factores de riesgo des-
tacados en el desarrollo de la EM*~%°, Esto se debe a que la
vitamina D es un potente regulador de la respuesta inflama-
toria e inmunomoduladora del cuerpo, actuando tanto sobre
la inmunidad adaptativa como sobre la inmunidad innata°.

Aunque el mecanismo mediante el cual la vitamina D pro-
duce esos cambios es aun incierto, un estudio realizado por
Joshi et al. sugiere que podria deberse a modificaciones epi-
genéticas. En dicho estudio se analizan los efectos de la
1,25(0H)2D3 (forma activa de la vitamina D producida en
la piel tras la exposicion a luz ultravioleta) en la produccion
humana de IL-17A mediante células T CD4+. Lo que obser-
varon fue que la 1,25(0H)2D3 inhibe directamente el locus
del IL-17 responsable de la transcripcion de las citoquinas
proinflamatorias mediante una modificacion de la histona
deacetilasa 2 (HDAC2) en la region promotora del IL17A%".
Otros estudios ya habian mostrado previamente que la vita-
mina D es capaz de provocar cambios epigenéticos, como en
el caso del cancer de colon, donde se ha observado que la
1,25(0H)2D3 es capaz de inducir la expresion del gen que
codifica la desmetilasa lisin-especifica (JMJD3)32.

Virus Epstein Barr (VEB) y mecanismos epigenéticos

Hasta la fecha, varios agentes infecciosos han sido serologica
y patoloégicamente asociados con la EM, muestra de esto, es
un trabajo publicado por Sundstrom et al., en el que analizan
las evidencias para apoyar si existe una infeccion viral en el
estadio presintomatico de la EM. Sin embargo, Unicamente
el antigeno extraible del EBV presenté una correlacion pato-
légica directa con la aparicion de la EM33:34,

De esta manera, la infeccion por VEB se ha asociado con
cambios epigenéticos en las células infectadas. Varios tipos
de tumores se han visto relacionados con la infeccion del VEB
debido a una hipermetilacion del promotor del gen supresor
de tumores®, como ocurre en el cancer de nasofaringe y el
linfoma de Hodking inducidos por VEB, donde se ha visto que
la hipermetilacion del promotor es provocada por una ele-
vacion de las enzimas DNMT1, DNMT 3ay DNMT 3 b, llevada
a cabo a través de la proteina viral LMP13¢, En la EM los cam-
bios epigenéticos relacionados con el VEB se asocian también
con la expresion de microARNs (miARN). La expresion del
miARN-142-3p en los pacientes con EM, se ha vinculado con
una mayor tolerancia inmune, mientras que la expresion
de miARN-155 se asocia con una mayor diferenciacion de
células T e inflamacion del SNC¥7.

Metilacion del ADN en la esclerosis multiple

Se desconoce el mecanismo fisiopatoldgico exacto que
media entre los factores de riesgo ambiental y la suscep-
tibilidad a desarrollar EM®. Y es precisamente en esta

interseccion donde la metilacion del ADN puede aportar
nuevos datos.

Inflamacion y metilacion del ADN

En los ultimos anos, diferentes autores han relacionado el
grado de metilacion en genes especificos con la presencia
de la EM. En este sentido, Kumagai et al. han encontrado
que el promotor del gen de la enzima esfingosina-1-fosfato
(SPH-1), la cual participa en la regulacion negativa de la
senalizacion inflamatoria, se encuentra hipometilado en los
pacientes con EM en comparacion con controles sanos. La
metilacion del promotor del gen de la SPH-1 conduce a una
disminucion en la expresion de esta enzima y consecuente-
mente, a una mayor actividad de la inflamacion mediada por
los linfocitos®°.

Por otro lado, Janson et al. han analizado los linfocitos T
CD4+ de una serie de pacientes con EM recurrente remitente
(EMRR), y lo que encuentran es que dichos pacientes presen-
tan una desmetilacion del gen FOXP3 que codifica para la
proteina escurfina, cuya deficiencia esta asociada a trastor-
nos autoinmunes. Esta desmetilacion del gen FOXP3 puede
inhibir la diferenciacion a células Th1 y Th2 y al mismo
tiempo puede promover las células T reguladoras (Treg) y
Th17. El equilibrio Th1/Th2 y Treg/Th17 influye en el estado
de la enfermedad de manera que alteraciones en el mismo
pueden conducir a la aparicion de una nueva lesién o a su
reparacion, y es precisamente la metilacion del ADN uno de
los factores que regulan este equilibrio®>“!,

También se ha encontrado una hipometilacion del promo-
tor del gen que codifica la IL-17A, citoquina proinflamatoria
secretada exclusivamente por linfocitos T activados, que se
ha relacionado con el desarrollo de enfermedades autoin-
munes y que juega un papel central en la patogénesis de la
EM*2,

Desmielinizacion y metilacion del ADN

Un estudio llevado a cabo por Mastronardi et al. demuestra
que durante el proceso de desmielinizacion de la sustancia
blanca en pacientes con EM el promotor de la peptidil argi-
nina deaminasa 2 (PAD-2) se encuentra desmetilado y, por lo
tanto, la PAD-2 se sobreexpresa en el cerebro. Esta enzima
provoca que la proteina basica de la mielina «myelin basic
protein» (MBP) sea menos estable como consecuencia de la
conversion enzimatica de la arginina en citrulina. Esta citru-
linizacion origina que la MBP se comporte como antigeno
para los linfocitos T. En su analisis la metilacion del promo-
tor del PAD-2 de la sustancia blanca de pacientes con EM
se halla reducida en un 25% respecto a los controles sanos.
Ademas este cambio se encuentra solo en pacientes con EMy
no en pacientes con otras enfermedades neuroldgicas como
la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson o
la enfermedad de Huntington*®.

Neurodegeneracion y metilacién del ADN

Hasta la fecha no disponemos de estudios que hayan ana-
lizado especificamente la participacion de los mecanismos
epigenéticos en el proceso de neurodegeneracion de los
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pacientes con EM. Sin embargo, si se han llevado a cabo
analisis sobre los cambios en la metilacion del ADN durante
la muerte neuronal. Castafos et al. han analizado células
de pacientes con esclerosis lateral amiotrofica (ELA) y han
comprobado que la sobreexpresion de la enzima DNMT 3a
induce degeneracion y muerte celular, mientras que su inhi-
bicion las protege, y es precisamente la metilacion del ADN
la que regula la expresion de la DNMT3a*. Estos resulta-
dos nos orientan a pensar que dicho mecanismo podria estar
implicado en el proceso de neurodegeneracion que tiene
lugar en los pacientes con EM.

Conclusiones

La EM supone una enfermedad neuroldgica con importante
repercusion sanitaria, social y familiar, y a pesar de los
importantes avances que se han producido estos Ultimos
anos, por el momento, desconocemos el mecanismo etio-
patogénico exacto que causa la enfermedad y carecemos de
un tratamiento curativo definitivo.

Los cambios epigenéticos, como la metilacion del ADN,
representan un mecanismo mediante el cual los factores
ambientales pueden influir en la expresion génica indivi-
dual. Resulta un campo de investigacion de gran interés en el
ambito de la medicina, sobre todo en el estudio de aquellas
enfermedades en las que se han detectado factores de riesgo
ambiental que participan en su presentacion y desarrollo,
como ocurre en la EM.

Aunque el nimero de estudios realizados hasta la fecha
en los pacientes con EM es escaso, sus resultados invitan
a seguir profundizando en esta area. Los datos de los que
disponemos en la actualidad senalan la existencia de una
relacion entre la regulacion de la metilacién del ADN en
genes candidatos que son clave en el desarrollo de la EM
y los procesos autoinmunes*-“¢, Si bien los resultados apun-
tan en esta linea, es necesario realizar estudios de cohortes
con mayor nimero de pacientes y controles ¢,

El conocimiento de las modificaciones epigenéticas invo-
lucradas en la patogenia de la EM nos ayudara a clarificar
los mecanismos de produccion de la enfermedad y de esta
forma nos abrira el camino para la identificacion de poten-
ciales biomarcadores, asi como para la busqueda de nuevas
dianas terapéuticas.
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