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RESUMO: NIVEIS GLOBAIS DE 5-METILCITOSINA (5-mC) NO TRANSTORNO POR
USO DE ALCOOL

O Transtorno por Uso de Alcool (TUA) é altamente prevalente em todo o mundo,
com um impacto critico sobre questdes sociais e de saude. O TUA tem uma etiologia
multifatorial; desta forma, além dos fatores genéticos, fatores ambientais também contribuem
na suscetibilidade. Sabe-se que 0 uso de substancias pode alterar a expressao génica através
de modificacdes epigenéticas. A marca epigenética mais estudada é a metilacdo do DNA a
qual ja foi associada a varios distdrbios psiquiatricos. Apesar de diversos estudos terem
investigado o papel da metilacdo no TUA, poucos avaliaram sua influéncia em nivel global.
O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia dos niveis globais de 5-metilcitosina
(5-mC) no diagnostico de TUA em homens. Para isso, utilizamos uma amostra composta por
113 homens diagnosticados com TUA (DSM-5) e por 220 controles doadores de sangue com
triagem negativa para TUA a partir de Entrevista Clinica Estruturada para Transtornos do
DSM-1V, axis | (SCID-I). Os niveis de 5-mC foram avaliados por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia. Tanto idade quanto uso de nicotina se mostraram associadas com o TUA e
com maiores niveis de metilacdo global, sendo entdo usadas como covariaveis.Verificou-se
que pacientes com TUA apresentaram maiores niveis de metilacdo (média = 3,774,
DP = 0,214) do que os individuos controles (média = 3,617; DP = 0,254). Essa evidéncia de
hipermetilacdo global em individuos diagnosticados com TUA deve ser confirmada em
estudos posteriores com um maior tamanho amostral, mas ja se mostra como uma perspectiva

promissora no entendimento da fisiopatologia do TUA.

Palavras-chave: Metilacdo Global, Epigenética, Transtorno por Uso de Alcool.



ABSTRACT: GLOBAL 5-METHYLCYTOSINE (5-mC) LEVELS IN ADULTS WITH
ALCOHOL USE DISORDER

Alcohol Use Disorder (AUD) is highly prevalent worldwide, with a critical impact on
health and social issues. AUD has a multifactorial etiology; Thus, in addition to genetic
factors, environmental factors also contribute to susceptibility. Substance use is known to
alter gene expression through epigenetic modifications. The most studied epigenetic mark is
DNA methylation, which has been associated with various psychiatric disorders. Although
several studies have investigated the role of methylation in AUD, few have evaluated its
influence globally. This study aimed to investigate the influence of global 5-methylcytosine
(5-mC) levels on the diagnosis of AUD in men. For this, we used a sample of 113 men
diagnosed with AUD (DSM-5) and 220 TUA negative screening blood donor controls from
the Structured Clinical Interview for DSM-1V, Axis | (SCID-I). 5-mC levels were assessed
by High-Performance Liquid Chromatography. Both age and nicotine use were associated
with AUD and with higher levels of global methylation and were then used as covariates. It
was found that patients with TUA had higher levels of methylation (mean = 3.774;
SD = 0.214) than control subjects (mean = 3.617; SD = 0.254). This evidence of global
hypermethylation in individuals diagnosed with AUD should be confirmed in later studies
with larger sample size, but it is already shown as a promising perspective in understanding

the pathophysiology of AUD.

Keywords: Global Methylation, Epigenetics, Alcohol Use Disorder.



INTRODUCAO

O Transtorno por Uso de Alcool (TUA) tem alta prevaléncia no mundo todo e esta
relacionado a uma série de prejuizos em diferentes areas da vida do individuo, resultando em
um elevado custo pessoal e social. Nos Estados Unidos, estima-se que sua prevaléncia seja de
8,5% em adultos, com taxas maiores entre homens (12,4%) do que entre mulheres (4,9%)
(Apa 2013). Em 2016, mais de 3 milhdes de mortes por ano resultaram do uso nocivo do
alcool, representando quase 5,3% de todas as mortes no mundo, sendo responsavel por um
significativo 6nus global por doencas atribuidas ao alcool (Who 2018). O TUA se caracteriza
por um agrupamento de sintomas fisicos e comportamentais que incluem abstinéncia, fissura

e tolerancia ao alcool (Apa 2013).

Para fins de diagndstico, mede-se a gravidade do transtorno a partir da quantidade de
critérios preenchidos em uma avaliacdo psiquiatrica seguindo o Manual Diagnoéstico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5, Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders, em inglés) (Apa 2013). Para que individuos preencham os critérios diagnosticos, é
necessario que apresentem ao menos 2 dentre 11 sintomas, e que 0S mesmos persistam por no
minimo 12 meses. O nivel de gravidade é medido de acordo com a quantidade de sintomas
pontuados. O TUA, assim como outros transtornos psiquiatricos, apresenta etiologia
multifatorial. Entdo, por defini¢do, estd sob influéncia de vérios genes, além de uma
complexa interacdo destes fatores com uma série de influéncias ambientais. Sendo assim,
qualquer tentativa no sentido de pesquisar por um agente etiologico Unico para o0 TUA deve
ser considerada precipitada (Bau 2005).

A herdabilidade do TUA ¢ estimada em cerca de 50-60% (Zhang et al. 2013). Os
estudos genéticos conduzidos até 0 momento foram capazes de explicar apenas uma pequena
parte da variabilidade observada, devido em parte, ao fato das variantes genéticas associadas

apresentarem um tamanho de efeito pequeno (Deak, Miller & Gizer 2019; Zhang & Gelernter



2017). A partir de estudos de GWAS, pode-se captar parte da variancia genética aditiva, com
herdabilidade molecular estimada em 5.6% (Kranzler et al. 2019). Curiosamente, homens e
mulheres parecem apresentar bases genéticas diferentes, enquanto para homens a

herdabilidade molecular foi de 5.4%, para mulheres foi de 11%. (Kranzler et al. 2019).

Uma vez que estudos de fatores genéticos ou ambientais apresentam-se pouco
explicativos de forma isolada, metodologias capazes de capturar o efeito combinado dos
fatores ambientais sobre o arcabougo genético do individuo podem auxiliar no melhor
entendimento de mecanismos bioldgicos do TUA. A partir dessa perspectiva, a avaliacdo de

mecanismos epigenéticos se faz promissora.

A epigenética compreende modificagdes herdaveis sem alteragdo na sequéncia
nucleotidica. Essas modificacbes sd@o potencialmente reversiveis, alterando o nivel de
expressao génica em resposta a estimulos ambientais (Rivas, Teixeira, & Krepischi 2019).
Existem trés principais categorias de regulacao epigenética: metilacdo do DNA, modificacdes
de histonas e modificacdes de RNAs ndo codificantes (Hamza et al. 2019; Portela & Esteller
2010). Dentre estes, a metilacdo do DNA é o mecanismo mais explorado e tem apresentado
diversos achados que corroboram o entendimento de seu papel na manifestacdo e
desenvolvimento de patologias complexas como o cancer (Klutstein et al. 2016; Wajed, Laird
& Demeester 2001) e de diversos transtornos psiquiatricos como, por exemplo, a
esquizofrenia, a depressao, transtorno bipolar e o proprio TUA (Shimabukuro et al. 2007;

Hamza et al. 2019; Teroganova et al. 2016; Zhang & Gelernter 2017).

A metilacdo do DNA envolve a adicdo de um grupo metil (CH3) em residuos de
citosina, geralmente no contexto em que uma citosina (C) € seguida por uma guanina (G)
(Stuffrein-Roberts, Joyce & Kennedy 2008). Cerca de 60-80% de todas as ilhas CpGs do

genoma humano se encontram metiladas (Hamza et al. 2019), sendo que as que nédo se



encontram metiladas se situam principalmente em regibes promotoras de genes ativamente
transcritos (Stuffrein-Roberts, Joyce & Kennedy 2008). Assim, a hipermetilagdo em regides
promotoras geralmente resulta na condensagdo da cromatina, silenciando os genes, enquanto
que a hipometilagdo promove uma maior disponibilidade do DNA aos seus fatores de
transcricdo e consequente aumento na taxa de transcricdo daquele gene (Portela & Esteller
2010). Porém, a metilagdo também j& foi associada com maior expressdo génica quando

ocorre no corpo génico (Ball et al. 2009; Yang et al. 2014).

Diversos estudos envolvendo transtornos psiquiatricos tém avaliado os niveis globais
de citosina metilada, chamada de 5-metilcitosina (5-mC), em individuos portadores de
esquizofrenia, depressdo entre outros (Shimabukuro et al. 2007; Hamza et al. 2019;
Teroganova et al. 2016). Em um estudo conduzido por Tseng e colaboradores (2014) com
individuos diagnosticados com Transtorno Depressivo Maior, examinou-se 0s niveis de 5-mC
em pacientes em diferentes estados da doenca. Verificou-se que os pacientes com gravidade
alta apresentavam niveis de metilacdo menores em comparacao a individuos controle. Além
disso, constataram que os niveis de 5-mC se correlacionaram inversamente com a gravidade
do transtorno. Um estudo de Shimabukuro e colaboradores (2007) comparou pacientes
esquizofrénicos em relacdo a um grupo controle, e relatou menores niveis de 5-mC em
individuos esquizofrénicos. Outro estudo (Bonsch et al. 2012) comparou gémeos discordantes
(com esquizofrenia ou sem), gémeos concordantes (ambos com esquizofrenia), controles
psiquiatricos (com outros transtornos) e controles saudaveis (com nenhum transtorno). O
grupo de gémeos concordantes apresentou os menores niveis de metilacdo global, quando

comparado aos demais grupos.

Tratando-se especificamente dos niveis globais de metilacdo do DNA em individuos

diagnosticados com TUA, também podemos destacar evidéncias de alteraces nos niveis de



metilacdo quando comparados a individuos que ndo apresentam o transtorno. Em uma anélise
de sangue periférico, os pacientes com TUA, demonstraram estarem hipermetilados em
relacdo aos controles (Bonsch et al. 2004; Kim et al. 2016). Em células tronco isoladas de
cérebros de camundongos, uma Unica administracdo de etanol durante o inicio do
desenvolvimento do sistema nervoso central ndo foi capaz de alterar os niveis de 5-mC,
enquanto que uma exposic¢do cronica aumentou seus niveis significativamente (Liyanage et
al. 2015). Também h& achados demonstrando que pacientes com hepatite alcodlica

apresentam hipermetilacdo em células do figado em relacdo a controles (Shen et al. 2015).

A partir dos dados encontrados até 0 momento, é possivel observar que, apesar de
poucos, os estudos que avaliaram a dosagem dos niveis de 5-mC demonstraram uma
tendéncia a hipometilagdo em transtornos psiquiatricos como o Transtorno Depressivo Maior
e Esquizofrenia, enquanto que em transtornos por uso de substancias como alcool, parecem
apontar para uma hipermetilacdo (Bonsch et al. 2004; Kim et al. 2016). O objetivo do

presente estudo foi avaliar os niveis de 5-mC em homens com TUA.

MATERIAIS E METODOS

Caracterizacdo da amostra

A amostra de casos compreendeu um total de 113 homens provenientes do Centro de
Pesquisa em Alcool e Drogas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (CPAD - HCPA),
diagnosticados com TUA de acordo com os critérios estabelecidos pelo DSM-5 (Apa 2013).
A amostra de controles compreendeu 220 homens acessados no Banco de Sangue do mesmo
hospital (HCPA), com triagem negativa para TUA através de uma versdo adaptada da
Entrevista Clinica Estruturada para Transtornos do DSM-IV, axis | (SCID-I). Ambas as

amostras englobam diferentes etnias.



Tanto em casos quanto em controles, os critérios de exclusdo foram a presenca de
doencas neurodegenerativas e/ou patologias neurolégicasgraves que possam afetar o processo
cognitivo. Todos os individuos assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido,

aprovado pelo Comité de Etica das instituicdes envolvidas.

Protocolo de tratamento para quantificagdo de niveis globais de 5-mC

O DNA de cada individuo foi extraido de sangue periférico a partir da técnica de
precipitacdo por alta concentracdo de sal, também conhecida como salting-out (Lahiri &
Nurnberger 1991). O produto da extracdo foi quantificado quanto aos niveis de concentracdo
de DNA, além de se verificar os pardmetros de qualidade das amostras utilizando o
equipamento de espectrofotdmetro NanoDrop™. Entdo, 2 microgramas de DNA foram

aliquotados em 200 microlitros de &4gua para injecao.

As aliquotas foram tratadas para a dosagem dos niveis globais de 5-mC seguindo
adaptacOes do protocolo de tratamento dos trabalhos de Ramsahoye (2002) e Rozhon et. al.
(2008). As alteragOes se deram com a finalidade de obter um maior aproveitamento de tempo
em laboratdrio e do material genético, bem como viabilizar o tratamento de mais amostras.
Brevemente, o procedimento consiste da remocao enzimatica do RNA, seguida da hidrolise
do DNA e anélise das quantidades dos diferentes nucleotideos pelo método de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia a 280 nm. Os niveis de 5-mC foram obtidos pela seguinte férmula:
5-mC/(C + 5-mC) x 100. Mais detalhes das adaptacGes realizadas podem ser obtidas no

trabalho de Barbosa e colaboradores (Barbosa et al. 2019).

Andalises estatisticas

Todas as analises foram realizadas no software SPSS versdo v.18 (Chicago, IL, USA).
Foi testado se havia diferenca nas frequéncias étnicas entre os casos e controles por ANOVA.
Regressdes logisticas binarias foram realizadas para testar possiveis covaridveis. As analises
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de caso-controle foram realizadas por regresséo linear. A idade e o uso de nicotina foram
incluidos como covariaveis, uma vez que foram implicados com o desfecho (TUA) e com 0s

niveis globais de 5-mC (p <0,2).

RESULTADOS

Na Tabela 1 sdo apresentados os dados demograficos da amostra. Quanto a idade, 0s
individuos com TUA foram significativamente mais velhos do que controles (p<0,001).
Ainda na Tabela 1, é possivel observar uma maior frequéncia do uso de nicotina em casos do

gue em controles (81,4% vs. 20,9%) (p=0,004).

Antes de realizar a analise de comparacdo dos niveis globais de 5-mC entre casos e
controles testamos se os niveis de metilacdo diferiam por etnia. As médias ndo diferiram

entre 0s grupos étnicos (p= 0,999 nos casos; p= 0,596 nos controles) (Tabela 2).

O resultado da analise caso-controle estd apresentado na tabela 3, onde individuos
com TUA apresentaram niveis mais elevados de metilacdo global (média = 3,774; DP =

0,214) em relacdo a controles (média = 3,617; DP = 0,254; p<0,001).

DISCUSSAO

O presente trabalho foi um dos primeiros a avaliar uma possivel diferenca nos niveis
globais de 5-mC no fenédtipo de TUA. Em uma amostra da regido da Grande Porto Alegre,
composta por diferentes etnias, foi encontrada evidéncia de hipermetilacdo global em
individuos diagnosticados com TUA com relacéo a individuos controles.

Apesar de a literatura sugerir que possa haver diferencas de metilacdo global em
funcdo do grupo étnico, tal achado ndo foi replicado neste estudo. Evidéncia de
hipometilacdo em individuos negros foi obtida em uma amostra populacional norte-
americana de individuos ndo-hispanicos brancos e ndo-hispanicos negros (Zhang et al. 2011).
Outro estudo detectou niveis menores de 5-mC em afro-americanos comparados a

10



caucasianos (Zhu et al. 2016). Entretanto, também ha relatos de uma tendéncia oposta. Por
exemplo, dentro de uma amostra controle para cancer o grupo de ndo caucasianos estava
hipermetilado em comparacdo aos individuos caucasianos (Ting Hsiung et al. 2007). Assim,
mesmo havendo relatos que apoiem a existéncia de efeito da etnia sobre os niveis de
metilacdo do DNA, este ainda ndo foi bem estabelecido, podendo inclusive ndo existir. Além
disso, sabendo-se que em funcdo da miscigenagdo ha um predominio de contribuicdo
européia na populacdo afro-descendente da regido estudada (Zembrzuski, Callegari-Jacques
& Hutz 2006), pode ter ocorrido uma diminuicdo nas possiveis diferencas na metilagéo global
entre 0s grupos.

No presente estudo foi observada uma maior prevaléncia de tabagismo em individuos
com TUA. Um estudo recente estimou uma prevaléncia duas vezes maior do tabagismo em
individuos com o TUA em relacdo a controles (Weinberger, Gbedemah & Goodwin 2017).
Além disso, tambeém foi demonstrado que o consumo de alcool e o tabagismo em pacientes
com TUA apresentam correlacéo positiva quanto ao aumento dos niveis globais de metilacao
do DNA (Semmler et al. 2015). Porém, dados preliminares do nosso grupo sugerem que 0
tabagismo ndo influencia a metilacdo global avaliada com a metodologia aqui utilizada
(Mdller et al. comunicacdo pessoal). Infelizmente na amostra do presente estudo ndo é
possivel avaliar o efeito isolado do alcoolismo ou do tabagismo, ja que a vasta maioria dos
casos sdo tabagistas e dos controles sdo ndo tabagistas.

Quanto a analise caso-controle, individuos com TUA apresentaram niveis maiores de
5-mC. Dois outros estudos avaliaram metilacdo global em TUA e também relataram
hipermetilacdo em casos (Bonsch et al. 2004; Kim et al. 2016). Um estudo mostrou que o
aumento da metilacdo em pacientes alcoolistas pode estar relacionado ao nivel elevado de
homocisteina em funcdo do consumo de alcool (Bdnsch et al. 2004). Porém, outros trabalhos

relacionaram niveis aumentados de homocisteina com hipometilacdo (Kruman & Fowler
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2014; Murillo-Fuentes et al. 2005). Uma possivel explicacdo para tal divergéncia foi sugerida
no trabalho de Kim e colaboradores (2016), que relacionaram uma resposta diferencial a
homocisteina aumentada em fungcdo do consumo de &lcool por individuos saudaveis e
individuos com TUA. Sabendo que a metabolizacdo da homocisteina pode resultar tanto em
metionina (que disponibiliza grupamento metila para a metilagdo) quanto em cistationina
(participando em outros processos) (Bleich & Hillemacher 2009), individuos com e sem TUA
podem diferir quanto a via metabodlica de destino principal da homocisteina.

Como em todo estudo de associacdo, é dificil estabelecer relagdes de causa e
consequéncia. Nesse sentido, a hipermetilacdo poderia ja estar presente antes do
desenvolvimento do TUA, ou por outro lado ser uma consequéncia da exposicao ao alcool
durante muitos anos. Tal duvida teria implicacdes importantes também no entendimento da
fisiopatologia da Sindrome Alcodlica Fetal, j& que o alcool € um dos principais teratdgenos
humanos e os poucos dados atualmente disponiveis sobre metilacdo global nesse fenotipo sdo
conflitantes (Portales-Casamar et al. 2016).

Como conclusdo, o presente estudo demonstrou um aumento da metilacdo em
pacientes com TUA, reforcando a importancia de se estudar os mecanismos envolvidos na
manifestacdo de transtorno psiquiatricos complexos, como a metilacdo. Ainda, no ambito
geneético-psiquiatrico ha caréncia de estudos que contribuam para a compreensdo da
heterogeneidade de diversos transtornos. Nesse sentido, os resultados aqui apresentados

podem contribuir para o delineamento de futuros estudos.
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Tabela 1. Descricdo demogréfica da amostra.

Casos (n=113) Controles (n=220) Valor-p
Idade - média (DP) 50,06 (10,11) 35,95 (11,43) <0,001
Brancos (61,9%) Brancos (69,5%)
Etnia (%) Negros (15,9%) Negros (15,4%) 0,247
Pardos (22,1%) Pardos (15%)
Uso de nicotina (%) 92 (81,4%) 46 (20,9%) <0,001
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Tabela 2. Analise dos niveis de 5-mC entre os diferentes grupos étnicos.

Etnia 5-mC global - média (DP) Valor-p
Casos
Brancos 3,773 (0,205)
Negros 3,776 (0,288) 0,999
Pardos 3,772 (0,181)
Total 3,773 (0,213)
Controles
Brancos 3,622 (0,260)
Negros 3,631 (0,219) 0,596
Pardos 3,576 (0,257)
Total 3,617 (0,253)
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Tabela 3. Comparagdo dos niveis globais de 5-mC entre individuos casos e controles.

N 5-mC global - média (DP) Beta Valor-p

Casos 113 3,774 (0,214)
2,769 <0,001

Controles 220 3,617 (0,254)

A idade e 0 uso de nicotina foram usados como covaridveis para a analise caso-controle.
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