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RESUMEN

El trastorno obsesivo compulsivo (TOC) es un trastorno de ansiedad que se caracteriza

por la presencia de ideas, imágenes, impulsos o pensamientos no deseados que se

experimentan como intrusivos, son reconocidos como absurdos y sin sentido y aparecen de

una manera repetitiva (obsesiones), las cuales frecuentemente se acompañan de conductas

que se ejecutan también de manera repetitiva, ritualista y estereotipada, que son percibidas

como innecesarias y generalmente se realizan en respuesta a una obsesión (compulsiones).

El TOC ha sido establecido por la OMS como la cuarta enfermedad mental más común

en los países desarrollados y subdesarrollados,, Erí el campo de la psiquiatría biológica existe

un gran interés en encontrar marcadores biológicos que puedan identificar individuos

susceptibles ha desarrollar algún trastorno psiquiátrico.

Estudios de familias, de gemelos y de adopción apoyan la presencia de factores

genéticos en el desarrollo del TOC.

Diversos estudios han reportado asociación positiva con genes de enzimas y receptores de dos

sistemas de neurotransmisores (serotoninérgico y dopaminérgrco) involucrados en el desarrollo

del TOC. Estudios moleculares han mostrado diferencias en los niveles de la actividad

ercámáfica de la monoamino oxidasa tipo A (MAO-A) en el TOC. De esta forma, se analizaron

tres regiones polimóríicas y una mutación puntual, localizadas en el gen de la MAO-A en

familias tipo tríos (probando, padre y madre) utilizando el método de asociación de riesgo

relativo por haplotipo (HRR).

El análisis del polimorfismo EcoRV mostró una mayor transmisión del alelo 1, asociado con

niveles bajos de actividad enzimática, en mujeres TOC comparado con ios hombres,, El análisis

del subgrupo de probandos caracterizados por presentar comorbilidad con depresión,

mostraron también una transmisión preferencial del alelo 1 del polimorfismo EcoRV De manera

interesante, el análisis del polimorfismo localizado en la región promotora (uVNTR) mostró que

la vanante 3, caracterizada por expresar una mayor actividad transcripcional del gen, se

transmitió con una mayor frecuencia en los pacientes TOC que presentaban comorbilidad con

depresión. Finalmente el análisis de los haplotipos demuestra una mayor transmisión del

haplotipo 1-3, conformado por los polimorfismos EcoRV y uVNTR, en el subtipo del trastorno

caracterizado por presentar depresión comórbida,

Los resultados de asociación estadísticamente significativa en estas dos regiones parecen

indicar que participan como factores determinantes en el desarrollo de un subtipo particular del

trastorno,



Finalmente, el análisis de la mutación de Brunner no mostró su presencia en la muestra

estudiada, demostrando este resultado y dos estudios realizados por grupos independientes,

que es una mutación que se presenta de manera muy rara, ya que hasta la fecha únicamente

ha sido encontrado en la familia holandesa reportada por el grupo de Brunner.

Estudios de asociación y experimentos de transfeccíón han mostrado que estos cambios en

la secuencia del gen afectan la capacidad metabólica de la MAO-A, por lo que los hallazgos

encontrados pudieran indicar un efecto benéfico de los inhibidores de la MAO-A en las mujeres

con TOC y en el subtipo clínico caracterizado por presentar comorbilidad con depresión.

En conclusión, los hallazgos reportados proporcionan evidencia molecular para identificar un

subtipo particular del trastorno y apoya la hipótesis de que existe una expresión diferente de

la enfermedad influenciada por el género.



I INTRODUCCIÓN.

La genética clásica tiene como propósito principal determinar si una enfermedad

es heredable y de esta manera delinear el modelo de herencia. Los estudios realizados

en esta área han llegado a establecer que la herencia juega un papel muy importante

en la transmisión de enfermedades. En el área de la psiquiatría, la contribución de

genes ha sido sugerida a partir de datos generados por la utilización de los estudios

de familias, de gemelos y de adopción. Sin embargo hasta la fecha no han sido

capaces de establecer de manera precisa el patrón de herencia. La conclusión

derivada de este tipo de estudios es que los trastornos mentales son genéticamente

heterogéneos, sugiriendo más bien que múltiples genes interaccionan para producir

la vulnerabilidad a desarrollar este tipo de trastornos.

Así de este modo, la meta de la genética molecular moderna es identificar cada uno

de los loci genéticos que participan en eí desarrollo de un determinado trastorno.

Tan complicado como la interacción gen-gen en ías enfermedades mentales, resulta

la interacción entre genes y factores no genéticos para convertir esa vulnerabilidad en

enfermedad. Entre los no genéticos tenemos a los factores ambientales, por ejemplo

las diferentes experiencias a lo largo de la vida del individuo.

Otra de las dificultades a las que se enfrenta el estudio de los trastornos mentales, es

el problema en la definición de fenotipos, es decir, la identificación de grupos de

individuos con síntomas mentales que demuestren ser genéticamente homogéneos y

que permitan un análisis lo suficientemente confiable,, Recientemente se ha propuesto

que además de agrupar a los pacientes por trastorno, sean divididos también por
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rasgos conductuales o característica clínicas similares, como un paso de la genética

psiquiátrica en la definición de fenotipos más homogéneos (Leboyer et al., 1998),.

La identificación de variantes genéticas que produzcan vulnerabilidad a padecer

enfermedades mentales nos permitirá obtener una mayor información sobre los

agentes etiológicos, su función en el cerebro, en qué estados del desarrollo son activos

y bajo qué circunstancias, así como también identificar nuevos blancos moleculares

para el desarrollo de medicamentos (farmacogenómica).

Este tipo de objetivos generales se puede concretar con el estudio de genes que

codifican enzimas que participan en el metabolismo de neurotransmisores y que

podrían ser marcadores implicados en el desarrollo de los trastornos psiquiátricos. La

monoamino oxidasa tipo A (MAOA) fue de las primeras enzimas descubiertas con la

característica de procesar farmacológicamente aminas activas (Haré, 1928). De

manera casi inmediata, se observó una gran variabilidad en la actividad de la enzima

en diferentes tejidos. En mamíferos, esta heterogeneidad es debida a la existencia de

dos isoformas, las cuales pueden ser distingidas por su diferente afinidad a sustratos

y especificidad a inhibidores. La habilidad para inhibir selectivamente tas formas A y

B con una variedad de agentes, ha facilitado elucidar el papel bioquímico de cada una

de ellas, permitiendo que dichos agentes puedan ser empleados como medicamentos

en el tratamiento de la depresión y la hipertensión (Lieberman et al., 1993). Estas dos

enzimas denominadas tipo A y tipo B, tienen una amplia variedad de funciones

implicadas en la desaminación de aminas provenientes de la dieta y

neurotransmisores. Además, las monoamino oxidasas tienen un importante papel

neurofisiológico, ya que sirven como reguladores de los niveles de neurotransmisores
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liberados por las neuronas y de este modo en la actividad de las vías sinápticas. Entre

sujetos de la población general, han sido reportadas variaciones de hasta 50 veces en

ios niveles de la actividad de las dos isoformas y existe evidencia de que, al menos

parcialmente, se encuentran bajo control genético {Craig, 1994).

Dado el importante papel de estas enzimas en la modulación de los niveles de aminas,

los genes de la MAO han sido considerados como importantes candidatos moleculares

para ser estudiados en conductas anormales que han sido heredadas, como es el caso

de los trastornos psiquiátricos.

La investigación de asociaciones entre enfermedades mentales y defectos en los

genes de la MAO fue disparada a partir del hallazgo reportado en una gran familia

holandesa entre el síndrome de Brunner y una mutación puntual en el gen de la MAO-

A. De esta forma, el presente trabajo constituye parte de ese gran interés por

establecer si el gen de la MAO-A resulta ser uno de los genes candidatos posiblemente

involucrados en el desarrollo de una enfermedad mental conocida como el trastorno

obsesivo compulsivo.



II ANTECEDENTES

1. La enzima monoamino oxidasa (MAO).

La monoamino oxidasa (EC 1.4,3.4) (tabia 1) es ia enzima encargada de degradar una

gran variedad de aminas biogénicas, incluyendo a los neurotransmisores: norepinefrina

(NE), dopamína (DA) y serotonina (5-HT).

Hasta la fecha, no se conoce de manera exacta la estructura de la enzima, aunque se

cree que la MAO está compuesta por dos subunidades, cada una de las cuales enlaza

al flavín adenín dinucleótido (FAD) como cofactor (Chuang et a l , 1974),, El peso

molecular de cada subunidad se estima entre 55-65 kilodattones (kDa) (Cawthon et al..,

1981),.

Tabla 1. Características de la monoamino oxidasa.

E C l ,
EC1.4
EC1.4 3.
EC 1.4.34,

Reacción:

Otros nombres:

Cofactor:

Característica:

Oxidoreductasa
Actúa sobre el grupo donador CH-NH2
Con oxígeno como aceptor
Amino oxidasa (contiene flavina)

RCH2NH£ + Oa + H2O -* RCHO + H2O2 + NH3

Monoamino oxiclasa, tiramina oxidasa, tiraminasa, amino
oxidasa, adrenalin oxidasa,.

FAD {flavin adenin dinucleótido),

Actúa sobre aminas primarias y usualmente también
sobre aminas secundarias y terciarías.

Hace tres décadas, Johnston (1968) determinó que existían dos isoformas, a partir de

la observación de que una forma, denominada A, pero no la otra, llamada B, era



sensible al inhibidor irreversible clorgilina. Más tarde, mediante estudios bioquímicos

y farmacológicos fue demostrado que además las dos formas de la enzima podían ser

distinguidas por su peso molecular, afinidad a diversos sustratos, su distribución y por

sus propiedades inmunológicas (Glover, Sandler, 1986) (Tabla 2).

Resulta importante mencionar que, aunque cada isoforma muestra especificidad por

determinados sustratos, es posible que presenten una función cruzada, dependiendo

de la concentración, afinidad y la tasa de recambio del sustrato; así como también de

la concentración de la enzima (Tipton et al. 1987).

Por ejemplo, 10 jiM de feniletilamina es oxidada por MAO-B, pero 1 mM de

feniletilamina es un sustrato común para ambas formas de !a enzima en roedores,

humano y bovino (Suzuki et ai, 1981).

Tabla 2. Características de la MAO-A y MAO-B.

Preferencia por sustratos:

Inhibidores selectivos:

Distribución en tejido humano:
placenta
linfocitos y plaquetas
hígado
cerebro

Distribución neural:
neuronas catecolaminérgicas
neuronas serotoninérgicas
astrocitos

MAO-A

Serotonina
Norepinefrina

Clorgiüna

si
no
si
si

si
no
no

MAO-B

Feniíetilamina
Benzilamina

Deprenil

no
si
si
si

no
si
si



2. Local¡zación de la MAO.

Se encuentra localizada en la membrana exterior mito con dría I y esta distribuida

en la mayoría de ios tejidos del cuerpo (Tabla 2). La utilización de técnicas

inmunohistoquímicas e hístoquímicas ha permitido su localizador) en una gran variedad

de especies (Willoughby et al. 1988, Saura et al., 1992). En humanos, la MAO-A

periférica se expresa principalmente en placenta mientras que la MAO-B, en plaquetas

y linfbcitos.

En el cerebro humano la forma predominante es la MAO-B, la cual se expresa en

astrocitos, glfa radial y neuronas serotoninérgicas, mientras que la MAO-A se expresa

predominantemente en las neuronas catecolaminérgicas (Garrick et al., 1982) (Figura

1),

La principal función de tas MAO en cerebro es la de regular los niveles de

neurotransmisores liberados por las neuronas mediante su degradación metabólica.

En algunas regiones del cerebro, tanto la enzima como su sustrato no se encuentran

en la misma neurona,, Por ejemplo, el sustrato preferencial para la MAO-A es la 5-HT

pero esta no se encuentra en las neuronas serotoninérgicas, y para el caso de la MAO-

B, es la PEA pero se encuentra presente en las neuronas serotoninérgicas y las células

guales. El papel de MAO en estas regiones quizá sea el de proteger a las neuronas de

la oxidación de aminas extrañas que pudieran actuar como falsos neurotransmisores

(Saura et al., 1996),.

Con respecto al desarrollo ontogénico, en humanos y roedores se ha observado que

la actividad de la MAO-A en la mayoría de los tejidos se presenta antes que la de la

MAO-B. Al nacimiento, la MAO-A alcanza casi la misma actividad que en la edad



adulta, mientras que la de la MAO-B se incrementa con la edad, debido a la

proliferación de las células guales a lo largo de la vida (Saura et a l , 1994).

Figura 1. Esquema de neurona dopaminérglca y serotonlnérgica.

^Triptofano
4-

SH1AA

Neurona dopaminérgíca Neurona seroíoninérgica

DOPAC= ácido 3,4-dihicffoxifenllacetioo
5HIAA= ácido hidroxl-indol acético

3. Genes de la MAO.

Bach y cois. (1988) clonaron a partir de tejido hepático humano los dos cDNAs

que contienen la secuencia codificante completa de las MAO-A y B. Un año más tarde,

fue reportada la localización cromosomal de MAO-A y MAO-B en sitios adyacentes y

en orientación cola a cola, sobre el cromosoma X en humanos en la región Xp11.23-

11.4 (Lanet al., 1989).

El análisis de ambas secuencias de aminoácidos mostró la existencia de

diferencias, demostrando que los dos tipos de enzimas son codificados por diferentes

genes,
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Análisis posteriores demostraron que los dos genes tienen una homología del 70% y

están constituidos por 15 exones (Figura 2), presentando una organización idéntica

entre exón-íntrón, lo cual ha llevado a sugerir que las dos isoenzimas provienen de la

duplicación de un gen común ancestral (Grimsby et al., 1991).

Por otro lado, se ha observado una alta homología en la secuencia de aminoácidos

entre diversas especies de mamíferos Esta conservación de la estructura para cada

isoenzima parece reflejar la presión evolutiva por mantener la función fisiológica

específica de cada MAO. (Shih et al., 1999).

Figura 2. Cromosoma X

CLMIIM1XLLLU M 111
Xp 11.23-11.4

Gen MAO-A Gen MAO-B

15 1 15

l i l i I I I i l l i l l l l • m • • • • • • • r m •
UVNTR Fnu4HI BcoRV

M. Brunner
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4. Organización de la región promotora de los genes de la

MAO.

Zhu y cois. (1992) identificaron las secuencias de DNA responsables de la

activación de la transcripción de los genes de las MAO-A y B. Cuando estos

constructos fueron transfectados a líneas celulares, la actividad máxima del promotor

para la ¡soforma A fue encontrada en el fragmento 0.14 kb Pvull/Drall (Zhu et al., 1992)

(Figura 3). El fragmento es rico en GC, contiene sitios potenciales de unión Sp1 y

comparten en su secuencia aproximadamente un 60% de identidad con la MAO-B. Sin

embargo, la organización de los elementos de transcripción es distintivamente diferente

entre los dos promotores (Zhu et al., 1992). El fragmento de 0.14 kb de MAO-A carece

de la caja TATA, tiene tres elementos Sp1 (Denney et al, 1994, Zhu et al, 1992) y

exhibe el promotor una actividad bidireccional (Zhu et al, 1994). Se piensa que las

diferencias en la región promotora de los dos genes se encuentran involucradas en la

expresión celular y tejido específico característico para cada ¡soenzima. Estudios

posteriores reportaron la presencia de una secuencia de repetición en la región

promotora del gen de la MAO-A que posiblemente se encuentre involucrada en su

actividad transcripcional (Zhu, Shih 1997).

PstI

I A A

I

-1400

1

-1200

1

-1000

1

-800

A
Drall

1

1

-600

Rsa!
1

¡

-400

Pvu/Í Drail MAO-A

1 1

-200 -I pb

Pvull -A-A-A— Drall
Constxucto A 0.14

Figura 3. Mapa de restricción de la región promotora del gen de la MAO-A. La caja de
fa derecha representa la secuencia codificante de) gen. A representa los sitios Sp1.
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5. Variantes moleculares descritas en el gen de la MAO-A.

A partir de que fue reportada la secuencia codificante completa del gen de la

MAO-A del humano, fueron identificadas diferencias que originalmente se pensó

podían reflejar variabilidad en los sitios de iniciación de la transcripción, polimorfismos

alélicos o la existencia de múltiples genes para la MAO-A.

Mediante la utilización de los polimorfismos de longitud de fragmentos de restricción

(RFLP) se realizó un tamizaje en el DNA genómico de cinco individuos no

relacionados, con 35 diferentes enzimas de restricción; sólo con una, la EcoRV, se

detectó variación polimórfica (Ozelius et al., 1988). La región del polimorfismo se

encuentra localizada en la posición 1460 y se caracteriza por el cambio de una citosina

portimina, la cual genera el sitio de restricción (figura 2). Un análisis en un grupo de

individuos caucásicos (19 mujeres y 13 hombres), reveló una frecuencia de 65% para

el alelo denominado A1 y 35% para el A2 (Ozelius et al., 1988). Un año más tarde se

describió otra región polimórfica mediante el uso de DNA digerido con Mspl, reportando

una frecuencia del 67% para el alelo 1 y del 33% para el alelo 2 (Ozelius et a l , 1989).

Esta mutación se encuentra en una región codificadora y se piensa que esta

involucrada en funciones reguladoras def gen.

En 1991, Hotamisligil y Breakefield llevaron a cabo un estudio de asociación entre

variantes aléiicas en el gen de la MAO-A y medición de los niveles de ia actividad

enzimática en fibroblastos de la piel. Analizaron las dos regiones polimórfrcas

previamente descritas (Ozelius et al., 1988 y 1989) y reportaron la presencia de un

nuevo polimorfismo mediante la utilización de DNA digerido con ia enzima de
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restricción Fnu4HL Esta última se encuentra localizada en ef exón 8, en la posición 941

y se caracteriza por la substitución de una timina por una guanina, creando e! sitio de

corte. Este úftimo polimorfismo y el denominado EcoRV, ocurren en la tercera base del

codón, no afectando la secuencia del aminoácido (mutaciones silenciosas). Además

ha sido reportado que ambas regiones se encuentran en completo desequilibrio de

enlace.

Los tres polimorfismos definen cuatro posibles haplotipos, pero sólo tres fueron

observados en la muestra estudiada por Hotamisligil y Breakefield (1991). El análisis

reveló diferencias estadísticamente significativas entre ia distribución de estos

haplotipos y niveles bajos o altos de la actividad enzimática medida en fibroblastos de

piei humana en cultivo (Hotamisligii, Breakefield, 1991),.

Estudios posteriores reportaron la presencia de otros polimorfismos, uno de

dinucleótidos, designado MAOCA-1 (Black et al., 1991) y otro, de los denominados

VNTR o número variable de repeticiones arregladas en tándem en el segundo intrón

del gen de la MAO-A (Hinds et al.,, 1992).

Brunner y colaboradores (1993b) reportaron una familia holandesa en que

varios integrantes del sexo masculino presentaban retraso mental, conducta agresiva

y niveles elevados de las monoaminas. El resultado de ios estudios bioquímicos no

reveló la presencia de actividad enzimática de MAO-A medida en cultivo de fibroblastos

de piel en los pacientes hombres ni en las mujeres que presentaban el trastorno

(Brunner et al.f 1993b). Con el objeto de establecer si la pérdida de la actividad era

causada por una mutación en la estructura del gen de la MAO-A, se llevó a cabo la

secuenciación dei gen. Se detectaron cuatro substituciones, tres polimorfismos
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neutrales (posiciones: 941, 1077 y 1460) y una mutación no conservada de una

citosina por una timina, en la posición 936. Esta mutación cambia una glutamina (CAG)

a un codón de terminación (TAG) en la posición 296 de la secuencia de aminoácidos.

Este último dato fue comprobado mediante la amplificación y secuenciación del octavo

exón, confirmando su presencia en cada uno de los cinco pacientes hombres

clínicamente afectados y en dos heterocigotos obligados. Por el contrario, la mutación

fue excluida en 12 hombres no afectados de esta familia (Brunner et al., 1993a).

Finalmente, con ef análisis de 98 individuos no relacionados, se identificó un

polimorfismo VNTR en la región promotora (Sabol et al., 1998). Se observó la

presencia de 4 variantes: ei alelo 1, ei cual contiene 3 repeticiones de una secuencia

de 30 pb; el alelo 2, con 3.5 repeticiones; el alelo 3 con 4 repeticiones, y el alelo 4, con

5 (Figura 4). A este polimofismo se le denominó MAOA-uVNTR (upstream variable

number of tándem repeats),. La localización de esta región sugirió que posiblemente

pudiera tener un efecto sobre la transcripción del gen, por lo que se llevó a cabo la

transfección de las cuatro variantes en cultivos de líneas celulares. El análisis de la

expresión de los cuatro constructos mostró que aquellos que contenían los alelos 2 y

3 expresaban niveles más altos que los que contenían los alelos 1 y 4. Debido a que

los alelos 2 y 3 parecen actuar como activadores de la transcripción y los alelos 1 y 4

no cuentan con esta habilidad, se ha sugerido que e! gen requiere que dicha región

tenga una longitud óptima para llevar a cabo su función de manera adecuada.

Sin embargo, no se sabe si en la expresión de! gen, el polimorfismo uVNTR es el sitio

de unión para un factor de transcripción o su presencia provoca alteraciones en la

estructura de la cromatina. Además, será necesario comprobar si los efectos
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observados en las células transfectadas son un reflejo de lo que sucede a nivel del

cromosoma en la célula in vivo.

Todas estas variantes moleculares descritas en el gen de la MAO-A, han

mostrado tener para los polimorfismos EcoRVy Fnu4Hl, frecuencias alelrcas similares

entre diversas poblaciones, a excepción de los japoneses (Tabla 3). Para la región del

promotor podemos observar, que se han descrito 4 aielos, sin embargo, en algunas

poblaciones sólo se ha reportado la presencia de dos de los aielos, como es el caso

de los mexicanos y japoneses (Tabla 3).

Figura 4. Polimorfismo uVNTR del gen de la MAO-A.

Gen MAO-A

ACCGGC ACCGGC ACCAGT ACCCGC

Repeticiones
3
3.5
4
5

ACCAGT

3'
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Tabla 3. Frecuencias de alelos reportadas en diferentes poblaciones.
Población

EcoRV
Mexicana

Caucásicos (Francia)

Caucásicos (Europa)

Fnu4HI
Mexicana

Caucásicos (Europa)

Caucásicos (Británicos)

Caucásicos (Europa)

Japoneses

UVNTR
Mexicana

Blancos no hispánicos

Hispánicos1

Afro-Americanos
(negros).

Japoneses

n

124

87

89

41

89

84

55

100

110

1629*

92*

88*

254

Alelos

1
2

1
2

1
2

1
2

1
2

1
2

1
2

1
2

1
3

1
2
3
4

1
3

1
2
3
4

1
3

Frecuencias n (%)
Mujeres Hombres Total

84(66)
44(34)

-

55 (67)
27 (33)

22(73)
8(27)

57 (68)
27(32)

52 (70)
22 (30)

49(64)
27 (36)

58 (56)
46(44)

44(40)
66 (60)

-

-

-

152 (59)
106(41)

39 (65)
21 (35)

-

28(60)
9(40)

19(73)
7(27)

33 (72)
13 (28)

22(73)
8(27)

11 (65)
6(35)

28 (58)
20 (42)

19(35)
36(65)

-

-

-

78 (62)
47(38)

123(65)
65(35)

(70)
(30)

83(64)
46(36)

41(73)
15(27)

90(70)
40(30)

74(71)
30(29)

60(65)
33(35)

86(56)
66(43)

63(38)
102 (62)

539 (33)
8 (0.5)

1056(65)
26(1.5)

27 (29)
65(71)

52 (59)
2(2)

32(37)
2(2)

230 (60)
153 (40)

Referencia

Camarena et al,,
2001,

Coronetal., 1996.

Parsian ¿tal,,, 1999,

Camarena et al, 2002

Parsian et al, 1999,

Craddocketal,1995.

Limetal, (1995).

Muramatsu et al,
1997,

Camarena et al.,
2002,,

Saboletal., 1998.

Saboletal., 1998,,

Saboletal, 1998.

Kunugietal,,, 1999.

n es el número de Individuos incluidos en ei estudio.
• Se refiere al número de aielos estudiados,.
1 Se incluyeron dentro de este grupo, sujetos de Latinoamérica y de España..
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6. El papel de la enzima MAO en los trastornos psiquiátricos.

A partir de los estudios que mostraron asociación entre variantes moleculares

y niveles de la actividad enzimática (Hotamisligil, Breakefield, 1991) y la detección de

la mutación puntual (Brunner et al., 1993), diversos grupos han estudiado estas

regiones como posibles marcadores moleculares involucrados en ef desarrollo de

diversas enfermedades.

En el campo de la Psiquiatría existe un gran interés en buscar marcadores biológicos

que puedan identificar a los individuos que sean susceptibles de desarrollar algún

trastorno mental. Entre las diferentes posibilidades destacan las evidencias de que las

alteraciones en el metabolismo de las aminas podrían estar involucradas de manera

importante en diversos trastomos psiquiátricos. El descubrimiento en humanos, de que

las plaquetas presentaban actividad de monoamino oxidasa, abrió la posibilidad de

probar este hipótesis. A principios de la década de los 70's, se suscitó gran interés al

reportarse una actividad menor de la MAO en plaquetas de esquizofrénicos crónicos

en comparación con sujetos control (Murphy y Wyatt, 1972). Un año después se sugirió

que ia actividad de MAO plaquetaria podría ser un marcador genético en la

patogénesis de diversos trastornos psiquiátricos (Wyatt et al., 1973).

Por otro lado, se ha postulado que algunos rasgos de conducta en humanos se

encuentran significativamente asociados con variaciones en la actividad de la MAO

(Buchsbaum et al., 1976; Murphy, Kaiin 1980; Shih et al., 1999). Estudios realizados

en sujetos de la población general han reportado diferencias en el perfil psiquiátrico y

rasgos de personalidad dependiendo si tienen niveles altos o bajos de la actividad de

la MAO. Por ejemplo, se encontró que individuos que no presentaban ningún trastorno
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psiquiátrico y que presentaban niveles bajos de la actividad de la MAO, estaban

asociados significativamente con puntajes altos en las escalas de personalidad que

miden la extraversión y búsqueda de sensaciones (Murphy et al., 1977; Schooler et al.,

1978; Oreiand et al., 1998; von Knorring et al., 1984; Lidberg et al., 1985; Belfrage et

al., 1992), así como también con conductas agresivas (Brunner et al., 1993). Estos

datos han sugerido que quizá este marcador biológico, más que estar ligado a un

trastorno, parece estar fuertemente asociado a rasgos de la personalidad (Buchsbaum

et al., 1976; von Knorring AL et al., 1991; Belfrage eí al., 1992),,

Se ha demostrado que la actividad de la MAO en plaquetas se encuentra

genéticamente determinada, es heredable y estable a lo largo de la vida (Belfrage et

al., 1992). El grupo de Breakefield (1980) realizó un estudio en tres pares de gemelos

monocigóticos. Los niveles de la actividad para cada par de hermanos mostraron una

alta concordancia. Por otro lado, se ha reportado que familiares de primer grado de

pacientes esquizofrénicos, con enfermedad bipolar y alcohólicos, muestran una menor

actividad de la MAO en plaquetas, comparado con sujetos de la población general

(Leckman JF et al., 1977, Devor EJ et al., 1993; Oxenstierna G et al., 1986;

Alexopoulos GS et al., 1983). Con base en los hallazgos anteriores se ha propuesto

que cambios en la actividad enzimática debida a las variaciones en el gen de la MAO,

podrían ser un factor clave en el desarrollo de diversos trastornos psiquiátricos

(Hotamisligil, Breakefield, 1991).

Sin embargo, la medición bioquímica de la actividad de la MAO en tejido periférico no

ha podido ser utilizada como un marcador biológico confiable debido a que presenta

algunos problemas. Existen múltiples factores que producen variaciones en los niveles
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de la actividad plaqueta ría, entre los que se encuentran et uso de medicamentos, el

estado hormonal, la edad, el género y la dieta (Gade et alM 1998). Por otro lado, se ha

observado que los valores obtenidos en su medición, pueden variar dependiendo del

tipo de metodología utilizada. Como consecuencia resulta importante implementar

metodologías que permitan realizar el análisis con una mayor sensibilidad y

reproducibilidad.

La clonación y secuenciación del gen de la MAO-A y la identificación de diversos

polimorfismos, resultan importantes herramientas que pueden ser utilizadas con la

confianza de que proporcionarán resultados reproducibies, en comparación con el uso

de la medición de la actividad enzimática. Esto será posible, sólo si se localizan

polimorfismos que tengan un correlato funcional en la determinación de ia actividad

enzimática. De esta manera, la portación de determinada variante molecular nos podría

indicar en cada sujeto analizado, si presentará una mayor o menor actividad de ia

enzima.

El uso de este tipo de metodologías nos permitirá tener resultados rápidos y con una

mayor sensibilidad para el estudio de trastornos en los que se sospecha que este tipo

de alteración pudiera estar participando en el desarrollo de algunas enfermedades

mentales.

El uso de inhibidores de la MAO en los trastornos psiquiátricos.

Se encuentra ampliamente documentada la eficacia terapéutica que ejercen ios

medicamentos que actúan mediante la inhibición de la MAO en trastornos tales como

la depresión, ei trastorno de pánico con agorafobia, la fobia social, la bulimia, el
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trastorno de estrés postraumático y el trastorno limítrofe de la personalidad. Además,

se ha reportado que pacientes refractarios al tratamiento con medicamentos habituales,

responden adecuadamente a los inhibidores de la MAO en el trastorno obsesivo

compulsivo, tricotilomanía, dismorfofbbia (Liebowitz et al., 1990; Erfurth A y Schmauss,

1993). En particular, la Moclobemida (inhibidor específico reversible de la MAO-A)

presenta pocos efectos colaterales y puede ser utilizado en tratamientos combinados

con inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina en pacientes refractrarios

(Joffe y Bahish, 1994).

El grupo de Jenike (1997) reportó que en pacientes TOC, los inhibidores de la MAO

muestran una mayor eficacia en aquellos que presentaban obsesiones de simetría y

tipo somática. Sin embargo, su uso ha sido limitado debido a los efectos colaterales

que se presentan al interaccionar con otros medicamentos y ciertos alimentos (Joffe

RyBakishD, 1994).

MAO-A y Sen alcoholismo y tabaquismo.

Diversos estudios han sugerido una relación entre fumar tabaco y la disminución

de la actividad de la MAO. Por ejemplo, los fumadores consuetudinarios muestran

niveles reducidos de MAO-A y MAO-B (Fowler et al, 1996a y b).. Por otro lado, estudios

ín vitro han reportado que las actividades de las dos isoformas se encuentran

decrementadas en animales expuestos al humo de cigarro (Carr, Rowell, 1990; Yu,

Boutton, 1987; Berlín et al, 1995).

El mecanismo involucrado en la inhibición de MAO por el humo de cigarro se

desconoce, sin embargo, se ha propuesto que dos de sus componentes, el
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formaldehído y el cianuro, forman aductos con el grupo amino de la proteína MAO,

provocando un decremento en su actividad inducida por cambios conformacionales

(Boulton et ai, 1988). Por otro fado, la nicotina, et principal compuesto activo en el

tabaco, ha mostrado efecto sobre ambas enzimas en cerebro humano y en piaquetas

(Carr, Bashman, 1991; Orelandetal, 1981),

A partir de datos que muestran niveles bajos de la actividad enzimática en individuos

alcohólicos, la MAO también ha sido involucrada en el alcoholismo (Devoretal, 1993,

Faraj et al, 1994). Se ha sugerido que mutaciones en el gen de la MAO-A se

encuentran involucradas en la susceptibilidad a desarrollar alcoholismo, debido a !a

asociación reportada entre alelos de la MAO-A y alcoholismo en caucásicos (Parsian

et al, 1995, Vanyukov et al 1995) y chinos (Hsu et al 1996).

MAO-A yBen trastornos relacionados con el estrés.

El uso de fármacos inhibidores de la MAO ha demostrado grandes beneficios

terapéuticos en pacientes con el trastorno de estrés post-traumático y con ataques de

pánico {Liebowitz et al, 1990), lo cual sugiere que estos compuestos tienen un efecto

directo sobre el estrés y el miedo. Doyle et al. (1996) demostraron una correlación

entre las actividades de las MAO-A y B y el estrés. Ratones deficientes en estas

enzimas muestran una alta reactividad al estrés, debido a que la norepinefrina y la

dopamina median la respuesta al estrés y su acción se encuentra potencializada. Estos

hallazgos son consistentes con niveles elevados en cerebro de norepinefrina y

dopamina en ratones knock-out (KO) de MAO-A (Cases et al., 1995) y de feniletilamina

en ratones KO para MAO-B (Grimsby et al., 1997).
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Relación de la MAO-A con conducta agresiva.

Diversas líneas de evidencia sugieren que el sistema serotoninérgico parece

estar involucrado en la manifestación de conductas agresivas (Korte et al, 1996). Por

ejemplo, existen reportes que muestran que ratones carentes del receptor 5-HT1B

desarrollan una conducta agresivo-ofensiva. Como ya fue mencionado, una de las

principales enzimas que participan en la degradación de serotonina son las MAO. Con

respecto a esto, se ha generado una línea de ratones KO en la que se han

interrumpido los exones 2 y 3 del gen que codifica para la MAO-A (Cases et a!, 1995);

las crías muestran niveles elevados de 5-HT en cerebro y un síndrome conductual

caracterizado por presentar una mayor agresividad en ios machos adultos (Cases et

al, 1995). Se ha sugerido que la agresión asociada con la deficiencia en MAO-A quizás

está relacionada con cambios estructurales en la corteza somatosensórial (Cases et

al, 1996), en respuesta a niveles corticales elevados de 5-HT a MAO-A en los ratones

KO. La conducta agresiva en estos ratones parece estar relacionada con el reporte de

la familia holandesa en que los hombres mostraban una conducta agresiva asociada

con una deficiencia de MAO-A debida a una mutación puntual en el exón 8 del gen de

la MAO-A (Brunner et al 1993a).
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7. Estudios moleculares del gen de la MAO-A en trastornos

psiquiátricos.

El trastorno bipolar y la MAO-A.

A partir de la descripción del fenotipo conductual en los pacientes portadores de

la mutación de Brunner, se observó que era similar a los síntomas exhibidos por los

pacientes bipolares durante la fase maníaca. Debido a lo anterior, Lim et al (1995)

llevaron a cabo un estudio de asociación de casos y controles. Los resultados

mostraron una asociación significativa para el polimorfismo Fnu4HI, en el cual uno de

los átelos asociados a una baja actividad enzimática mostró una alta frecuencia (85%)

en las mujeres con el trastorno en comparación con las mujeres del grupo control

(64%). Diversos grupos han tratado de replicar este hallazgo obteniéndose resultados

contradictorios. Recientemente, Preisig y colaboradores (2000) realizaron un meta-

análisis con los resultados de 5 estudios realizados en individuos caucásicos (Lim et

al., 1995, Rubinsztein eí al., 1996; Craddock et al., 1995; Parsian y Todd, 1997),

encontrando una asociación significativa entre el polimorfismo MAOCA-1 y mujeres con

el trastorno bipolar. Estos hallazgos son indicativos de que alteraciones en la secuencia

del gen de la MAO-A parecen estar involucradas en el desarrollo del trastorno bipolar

en mujeres, sin embargo es necesario su replicación utilizando estrategias de análisis

que disminuyan posibles problemas de estratificación poblacional.

Esquizofrenia y MAO-A.

Como se mencionó anteriormente, existen datos que muestran niveles bajos de

la actividad de la MAO plaquetaria en pacientes con esquizofrenia, por lo que se ha
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sugerido a esta enzima como un marcador biológico en el desarrollo de este trastorno.

De forma alternativa a los análisis bioquímicos, se han llevado a cabo estudios

moleculares en los genes de la MAO-A y MAO-B.

Coran et al. (1996), analizando el polimorfismo EcoRV, encontraron una tendencia

significativa de asociación entre el alelo 1 con una baja actividad enzimática, y

esquizofrénicos de tipo paranoíde.

Por otro lado, el análisis de dos regiones de dinucleótidos, MAOCA-1 y MAO-B/(TG)n

mostró un desequilibrio de enlace entre uno de los haplotipos y pacientes

esquizofrénicos, sugiriendo que los sujetos acarreadores presentan una mayor

vulnerabilidad a desarrollar el trastorno (Wei y Hemmings, 1999).

Alcoholismo y MAO-A.

Existen datos acerca de que los niveles bajos de actividad de la MAO

plaquetaria podrían estar asociados con un incremento en el riesgo a desarrollar

alcoholismo, en particular el denominado tipo II, caracterizado por ser la forma más

severa del trastorno, de edad de inicio temprano, más frecuente en hombres y

asociado a personalidad antisocial (Cloninger, 1987b).

Estudios moleculares, como el análisis del polimorfismo de dinucleótidos MAOCA-1

mostraron una asociación significativa entre los aielos de longitud mayor y pacientes

alcohólicos hombres (Vanyukov et al., 1995b). Además, un estudio realizado en Chinos

mostró también una asociación positiva entre el grupo étnico Han y el alelo 2 del

polimorfismo EcoRV (Hsu et al., 1996). Datos obtenidos del análisis del polimorfismo
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funcional del promotor, uVNTR, mostraron que al subagrupar a los pacientes

alcohólicos, con y sin trastorno de personalidad antisocial, aquellos que sí

presentaban, tenían una mayor frecuencia del alelo 3 (Samochowiec et al., 1999). El

anterior hallazgo y el dato de presencia de la mutación en pacientes con rasgos

agresivos (Brunner et al., 1993a) condujo al análisis secuencial del exón 8 en 50

sujetos con alcoholismo tipo II Los resultados mostraron diferencias significativas para

los alelos 2 de ios polimorfismos EcoRVy Fnu4H¡ (Parsian, 1999) en este tipo de

pacientes. Estos resultados parecen sugerir que el gen de la MAO-A se encuentra más

asociado al trastorno de personalidad antisocial que al alcoholismo, datos que tendrán

que ser probados utilizando estrategias con mayor sensibilidad.

Depresión y MAO-A.

La eficacia farmacológica de agentes inhibidores de la MAO-A, como la

moclobemida, en e! tratamiento de la depresión, aunada a los diversos estudios que

reportan niveles bajos de la actividad enzimática en sujetos con depresión,

proporcionan una fuerte evidencia que apoya el estudio de esta enzima como un

posible marcador genético involucrado en la etiología de! trastorno.

Hasta el momento se han estudiado diversas regiones polimórficas en el gen de la

MAO-A en pacientes con depresión. El primer estudio analizó los polimorfismos

MAOCA-1, el VNTR y el Fnu4HI (Muramatsu et al., 1997) y dos grupos (Kunugi et a l ,

1999; Schulze et al., 1999) analizaron el polimorfismo de la región promotora. Los

resultados obtenidos en cada uno de los estudios indicaron que el gen de la MAO-A
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no se encuentra asociado con depresión. Sin embargo, se ha reportado asociación

positiva entre la MAO-A y algunos trastornos que presentan comorbilidad con

depresión, en particular, con ei trastorno obsesivo compulsivo (Camarena et a l , 1998;

Karayiorgouetal., 1999).

MA O~A y agresividad.

Diversos estudios han reportado niveles bajos de la actividad de MAO-B

plaqueta ría en sujetos agresivos y violentos (Belfrage et al., 1992). El dato anterior y

el importante hallazgo de la presencia de una mutación puntual en el gen de la MAO-A

en hombres con conducta agresiva (Brunner et al., 1993a) han propuesto !a hipótesis

de que una disfunción enzimática pudiera estar asociada a este tipo de conductas.

Vanyukov y colaboradores (1995a) propusieron que variaciones en la estructura deí

gen, particularmente en el tamaño, contribuyen a las diferencias en la actividad de la

enzima, pudiendo así ser uno de los factores determinantes de la varianza genética de

la agresividad en ia población. El análisis de la región de dinucleótidos MAOCA-1, no

mostró una asociación entre este polimorfismo y variaciones en la agresividad.

Recientemente fue reportada una asociación positiva entre los individuos portadores

de los alelos de baja actividad transcripcional (1 y 4) y puntajes bajos de agresividad

e impulsividad, comparado con los individuos con alelos 2 y 3 (Manuck et al., 2000).

Aunque este resultado va en sentido contrario a los datos reportados, resulta

importante que se lleven a cabo más estudios moleculares en muestras de pacientes

que presente este tipo de conducta.
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MAO-A y personalidad.

Existe evidencia que indica que la MAO-A juega un papel importante en la

conducta humana. En particular, los hallazgos reportados en relación con la

agresividad (Brunner et al., 1993a; Cases et al., 1995) han sugerido que secuencias

reguladoras o estructurales def gen de la MAO-A podrían estar asociadas con una

variabilidad conductual y fisiológica en humanos..

Recientemente, se planteó la posibilidad de que el polimorfismo funcional uVNTR del

promotor pudiera estar asociado a rasgos de personalidad que predisponen a la

ansiedad (neuroticismo, inhibición conductual, afecto negativo) ó a la conducta

antisocial (psicoticismo) (Jorm et aiM 2000). El análisis de los resultados mostró

asociación estadísticamente significativa entre el genotipo homocigoto del alelo corto

(SS, short-short) con una transcripción baja del gen y puntajes altos de ansiedad en

el grupo de las mujeres. En un estudio anterior fue reportado por este mismo grupo una

asociación negativa con el rasgo de neuroticismo (Jorm et al., 1997).

Trastorno obsesivo compulsivo.

La MAO es una de las principales enzimas encargadas de la degradación de

dos de los neurotransmisores (dopamina y serotonina) que se piensa se encuentran

involucrados en el desarrollo de este trastorno. Debido a lo anterior, se inició el estudio

del polimorfismo EcoRV del gen de la MAO-A en un estudio de casos y controles. Se

encontró una frecuencia elevada del alelo 1, relacionado con una actividad enzimática

baja en mujeres con el trastorno, comparado con sujetos sanos y con un grupo de
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individuos que presentaban depresión (Camarena et al., 1998). Recientemente,

mediante el análisis de familias tipo trío (papá, mamá y sujeto afectado) utilizando una

metodología denominada HRR (Riesgo Relativo por Haplotipo), la cual evita problemas

de estratificación poblacional, fue analizado et polimorfismo Fnu4Hlen pacientes TOC

y sus familiares. Los resultados mostraron una transmisión preferencial del alelo 2,

relacionado con una actividad enzimática alta, en el 68% de los probandos hombres,

que además presentaban comorbilídad con depresión mayor (Karayiorgou et al, 1999).

El análisis de la transmisión materna mostró que 14 de las 15 madres informativas,

transfirieron el alelo 2. Estos dos estudios (Camarena et al., 1998; Karayiorgou et al.,

1999) son consistentes con reportes previos sobre los efectos benéficos de los

inhibidores de la MAO-A en algunos subtipos del trastorno, entre las que se ha

propuesto el género. Sin embargo, es necesario que estos resultados sean replicados,

así como también el análisis de polimorfismos funcionales que puedan comprobar

estos hallazgos.

8. Trastorno obsesivo compulsivo.

El trastorno obsesivo compulsivo (TOC) es el cuarto trastorno psiquiátrico más

común y es una condición clínica heterogénea y crónica. Se encuentra clasificado por

el manual diagnóstico y estadístico de los trastornos mentales en su cuarta edición

(DSM-IV, Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders)(ver apéndice) como

un trastorno de ansiedad que se caracteriza por la presencia de ideas, imágenes,
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impulsos o pensamientos no deseados que se experimentan como intrusivos, absurdos

y sin sentido, no pueden ser evitados por un acto de voluntad y aparecen de una

manera repetitiva (obsesiones). Estas ideas frecuentemente se acompañan de

conductas que se ejecutan también de manera repetitiva, ritualista y estereotipada, que

son percibidas como innecesarias y generalmente se realizan en respuesta a una

obsesión (compulsiones) (Black J, 1992).

Entre el tipo de obsesiones más comunes se encuentran: obsesiones de

contaminación, obsesiones agresivas (imágenes sobre hacer daño a otros o a sí

mismos), preocupación por la moral y la religión, dudas constantes sobre todo y

acumulación de objetos. En cuanto al tipo de compulsiones, las más comunes son: de

higiene y limpieza (lavado continuo de manos), de simetría, repetir una conducta para

protegerse contra daños imaginarios, verificación (revisar que el gas esté apagado),

ordenar constantemente las cosas y rezar reiteradamente.

Datos epidemiológicos muestran que este padecimiento es frecuente, con una

prevalencia a lo largo de la vida entre el 1 y 3% y se presenta en proporción similar en

hombres y mujeres (Nestadt et al., 2000). Se han observado diferencias demográficas

y sintomatológicas por género, por ejemplo, la edad de inicio es más temprana en

hombres, mientras que en general las mujeres muestran obsesiones agresivas y de

contaminación y rituales de limpieza; en tanto que los hombres tienden a reportar una

alta frecuencia de obsesiones de exactitud, sexuales y de simetría (Baer 1993; Bogetto

et al , 1999). También ha sido reportado un efecto diferencial por género en cuanto a

los trastornos comórbídos en el TOC. Las mujeres muestran una historia positiva para
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trastornos de la alimentación y para depresión mayor; en tanto que los hombres

presentan fobia social, alcoholismo (Bogetto, 1999) y trastornos que presentan tres,

como el síndrome Gilíes de la Tourette y los tics crónico motores, catalogándolos como

uno de los principales subtipos del trastorno (Pauls, Leckman, 1986). Esta frecuente

asociación con diversos trastornos sugiere que posiblemente se trate de un síndrome

con múltiples etiologías, en lugar de una entidad homogénea (Sasson, Zohar 1996).

Los familiares de primer grado de pacientes con TOC, muestran una alta prevalencia,

a lo largo de su vida, de presentar el TOC y algún trastorno con tics (10.3 y 4.6%),

comparado con la población en general (1.9 y 1%) (Pauls et alf 1995).

Han sido reportadas diferencias en el tipo de compulsiones que presentan los

pacientes TOC con tics y aquellos que no los presentan, El grupo con tics mostró una

mayor frecuencia de compulsiones tales como tocar, rozar, parpadear y golpear, y en

menor grado, íimpiar. El contar se encontró sólo cuando no se presentaba la

compulsión de contaminación (Holzer et al, 1994).

Otro subtipo que se ha propuesto es el relacionado con la edad de inicio. En general,

los hombres presentan una edad de inicio temprana y una forma más severa del

trastorno, comparado con las mujeres (Pauls et a¡, 1995). Esto ha llevado a proponer

que posiblemente refleje un daño biológico en el cual los hombres son más vulnerables

que las mujeres.
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Genética del trastorno obsesivo compulsivo.

Estudios de familias.

Los estudios de familias y de gemelos han sugerido que el trastomo obsesivo

compulsivo tiene una base genética.

Los estudios de familias estiman la prevalencia de un trastomo entre los familiares de

sujetos afectados con el trastomo que se encuentra bajo investigación. Esta

prevalencia es comparada con la observada en población genera! o en grupos control,

Si la prevalencia es mayor a las tasas reportadas en la población general, se concluye

que la enfermedad es familiar (Nicolini, 1999). En el estudio del TOC, se han llevado

a cabo dos metodologías para estimar la prevalencia del trastorno en familiares: el

método de historia familiar y el de estudio familiar. El primero se caracteriza por

obtener datos de los integrantes de la familia a través del probando mediante

entrevistas indirectas, diferenciándolo así del método de estudio familiar en el que se

utilizan entrevistas directas con cada uno de los integrantes de la familia.

En el estudio del TOC, dos hallazgos han surgido a partir del uso de estos dos subtipos

de metodologías: el primero es la presencia de una alta prevalencia del trastorno en

los familiares de primer grado de los probandos comparado con la tasa estimada para

la población general, y el segundo, es la alta comorbilidad que presenta el TOC con

enfermedades que presentan tics, como los tics crónico motores y con el síndrome de

la Tourette (Nicolini et al., 1999).

Pauls et at. (1995) llevaron a cabo un estudio familiar controlado en un grupo de 466

familiares de primer grado de 100 pacientes con el TOC. La prevalencia del trastorno

fue significativamente más grande en los familiares de probandos (10,9%) comparado



32

con el grupo control (1.9%). Además, la frecuencia de tics fue también

significativamente más alta en los familiares de los pacientes con TOC (4.6%) que en

los sujetos en comparación (1.0%). Estos resultados llevaron a concluir la presencia

de una gran heterogeneidad clínica, sugiriendo los siguientes subtipos: una forma del

trastorno de tipo familiar y además relacionada con enfermedades que presentan tics,

otra con características familiares, pero no relacionada con la presencia de tics y

finalmente, aquella que no presenta una historia familiar de TOC o tics.

Estudios de gemelos.

El estudio de gemelos emplea el fenómeno natural de los sujetos nacidos de

partos gemelares. Los gemelos pueden ser de dos tipos: monocigotos y dicigotos

dependiendo de cuánta información genética comparten entre sí. Los gemelos

monocigotos, también llamados idénticos, comparten el 100% de sus genes. Los

gemelos dicigotos o fraternos, comparten 50% de su información genética, es decir,

el mismo porcentaje que comparten dos hermanos entre sí (Piomin et al., 1997). El

grado de similitud fenotípica entre gemelos se denomina concordancia, por lo que el

método consistirá en comparar el número de gemelos monocigotos en los cuales

ambos miembros están afectados, con el número de pares de gemelos dic¡góticos

concordantes para el rasgo de interés, Cuando la concordancia de los gemelos

monocigotos es significativamente más alta que la concordancia de ios gemelos

dicigóticos, nos indica la posibilidad de que factores genéticos estén involucrados en

el desarrollo del trastorno que se encuentra bajo estudio (Nicolini, 1999).
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Los estudios de gemelos realizados en relación con el TOC, muestran una mayor

concordancia entre los gemelos monocigotos en comparación con los dicigotos,

apoyando la hipótesis de que es un padecimiento hereditario. El primer estudio

realizado con los dos tipos de gemelos mostró una concordancia del 87% para los

monocigotos y del 47% para los dicigotos (Carey y Gottesman, 1981)..

Rasmussen y Tsuang (1986) llevaron a cabo una revisión de los estudios realizados

hasta la fecha, reportando una concordancia del 65% en gemelos monocigotos.

Finalmente, Cíifford et al. (1984) estimaron un 47% de heredabilidad en 419 pares de

gemelos no seleccionados.

Todos estos resultados indican la presencia de factores genéticos en el desarrollo de

este trastorno, sin embargo aunque las tasas de concordancia han sido menores al

100%, es claro que otro tipo de factores, como los ambientales, también influyen de

manera importante en la expresión del TOC (Pauls D et al., 1995).

Estudios de segregación.

Una vez que es establecida la existencia de agregación familiar en un trastorno,

el siguiente paso es determinar si el patrón de agregación puede ser explicado por un

modelo simple de herencia, mediante el análisis de segregación. Este está

caracterizado por ser un método estadístico que analiza la frecuencia y distribución de

individuos afectados y no afectados en familias, con el propósito de determinar el modo

de herencia. Los patrones de herencia resultan de la transmisión de alelos de una a

otra generación,,

Los resultados obtenidos a partir de esta metodología pueden ser tomados como una
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evidencia indirecta de que los genes en estudio pudieran estar involucrados en la

etiología de un trastorno. Hasta la fecha existen sólo tres estudios de segregación para

ei TOC. Nicolini et al. (1991) desarrollaron un análisis de segregación en 24 familias

y los resultados no permitieron rechazar estadísticamente un modelo autosómico

dominante o uno recesivo. Aunque el modo de transmisión no fue detectable de

manera precisa, los resultados sugieren que el patrón de herencia puede ser explicado

por un modelo Mendeliano. Este patrón es consistente con la hipótesis de la existencia

de un gen con efecto principal en la manifestación del trastorno,

De manera interesante, el análisis en dos estudios independientes, de 92 (Cavalini et

al., 1995) y 100 familias (Alsobrook et al., 1999), apoyan nuevamente de manera

consistente fa existencia de genes con un efecto principal en la manifestación del TOC.

Recientemente, este mismo modo de herencia es reportado al analizar 80 familias con

el TOC (Nestadt et al., 2000).

Aunque los estudios realizados hasta el momento apoyan que el trastorno es causado

por un gen con efecto principal, es posible que por sí soto no expliquen de manera

precisa el tipo de agregación familiar; en consecuencia, se ha sugerido la posibilidad

de que factores poligénicos también contribuyan en la etiología del TOC. Además,

resulta importante mencionar la posibilidad de que se trate de un trastorno heterogéneo

con diferentes orígeríes para cada uno de los diferentes subtipos.
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Estudios neurobioiógicos.

A pesar de que existe una gran cantidad de estudios en esta área, aún son

desconocidas las bases biológicas del TOC. Diversas evidencias indican que se

encuentran implicadas alteraciones en algunos neurotransmisores, cuya causa o efecto

podría estar involucrado en el desarrollo del padecimiento. Dos de los sistemas que

se piensa están involucrados son los sistemas serotoninérgico y dopaminérgico.

a) La hipótesis serotoninérgica..

Se ha sugerido la existencia de una disfunción serotoninérgíca cerebral como uno de

los posibles mecanismos patofisiológicos del trastorno, a partir de estudios

farmacológicos que muestran fa eficacia antíobsesiva de una gama de compuestos que

actúan inhibiendo la recaptura de serotonina (clomipramína, fluvoxamina) (Zoharet ai.,

1992). E! efecto terapéutico de estos medicamentos ocurre por el bloqueo de la

recaptura de serotonina, lo cual resulta en un incremento de los niveles de serotonina

en la sinapsis, produciendo un aumento de los efectos de ia serotonina sobre los

receptores postsinápticos (5-HT1A y 5-HT2) (Delgado y Moreno, 1998).

Aunque el sistema serotoninérgico sirve como un instrumento de intervención

farmacoterapéutica, no necesariamente apoya la idea de que dicho sistema se

encuentra involucrado de manera causal en la génesis del TOC.

Otras evidencias que apoyan esta hipótesis surgen a partir de los estudios que

utilizan marcadores periféricos como indicadores de la actividad serotoninérgíca

central,. Los análisisis de la tasa de recaptura y unión a 3H -imipramina y 3H -paroxetina
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llevada a cabo en plaquetas, han proporcionado datos que muestran una correlación

entre la reducción de la actividad serotoninérgica y ía respuesta clínica (Flament et al,

1987).

Otro marcador ampliamente utilizado es el análisis del metabolito de la serotonina, el

ácido 5-hidroxHndolacético (5-HIAA), medido en fluido cerebroespinal de pacientes

con TOC. Los estudios farmacológicos muestran asociación estadísticamente

significativa entre pacientes con TOC que tienen una eficaz respuesta terapéutica y un

decremento en los niveles del 5-HIAA (Thoren et al, 1980).

Finalmente, la meta-cíorofenilpiperazina (m-CPP) es un agente con múltiples acciones

sobre el sistema serotoninérgico. Estudios realizados porZohare Insel (1987) y más

tarde por Hollander y cois. (1992) muestran que la m-CPP exacerba los síntomas

obsesivo-compulsivos en algunos paaentes con TOC, cuyo efecto puede ser revertido

con agentes anti-obsesivos como la clomipramina. Sin embargo, Goodman et al. (1995)

no lograron replicar este hallazgo al utilizar una solución oral y una intravenosa.

Todo lo anterior sugiere que el sistema serotoninérgico parece jugar un papel

importante en la patofísiología del TOC, sin embargo, cerca del 40 al 50% de los

pacientes TOC que reciben este tipo de terapia farmacológica no muestran una

respuesta favorable, aun cuando hayan sido tratados concomitantemente con drogas

que potencian la transmisión serotoninérgica. Esto sugiere que otros sistemas de

neurotransmisores se encuentran también involucrados de forma importante (Goodman

et al, 1990).
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b) Hipótesis dopaminérgica.

La evidencia más directa sobre el papel del sistema dopaminérgico en el TOC

surge a partir de los beneficios terapéuticos obtenidos con la coadministración de

antagonistas dopaminérgicos (neurolépticos: haloperidol, pimozide) al tratamiento

habitual (McDougle et al., 1990).

Otras evidencias que apoyan un posible papel de la dopamina en el desarrollo del TOC

provienen de estudios que muestran la emergencia de síntomas obsesivo-compulsivos

como resultado de daños ocasionados a los ganglios básales. Estas regiones son ricas

en dopamina y son uno de los sitios anatómicos que se sugiere podrían estar

involucrados en la manifestación del TOC.

Otra evidencia que apoya esta hipótesis surge a partir del análisis de marcadores

periféricos con el propósito de evaluar ia función dopaminérgica presináptica. Entre la

más estudiada en el TOC se encuentra la enzima sulfotransferasa plaquetaria,

caracterizada por ser una vía alterna involucrada en el catabolismo de las

catecolaminas. Con base en lo anterior, es concebible que cambios en la actividad

enzimática de las sulfotransferasas afecten el balance entre diferentes

neurotransmisores.

Marazziti y cois. (1992) encontraron que los pacientes con TOC muestran un

incremento en los niveles de la actividad de la sulfotransferasa comparado con

controles. Este hallazgo proporciona evidencia que apunta hacia la presencia de una

actividad dopaminérgica incrementada en el desarrollo del trastorno,.

Los anteriores hallazgos han propuesto que quizá un desbaiance en la función
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combinada de tos sistemas 5HT/DA, sería la responsable del desarrollo de los

síntomas obsesivo-compulsivos.

En particular, se ha sugerido que el decremento en tos niveles de serotonina provoca

que las neuronas dopaminérgicas vean incrementada su función como resultado de las

conecciones funcionales entre ambos tipos de neuronas en los ganglios básales. De

esta forma, los pacientes con TOC y que presentan una historia positiva con

enfermedades que presentan tics, quizá representan un subtipo particular del trastorno

en el que se encuentra involucrado un desbalance de los dos sistemas de

neurotransmisores (Stahl, 1988).

Las enzimas son una parte fundamental en la función metabólica de los

neurotransmisores, por ío que resultan importantes blancos farmacológicos. Con

respecto al TOC, se ha reportado una gran eficacia terapéutica de los inhibidores de

la MAO en pacientes con TOC que han sido refractarios al tratamiento habitual con

inhibidores de la recaptura de serotonina (Liebowitz et al., 1990). Se ha propuesto que

quizá la respuesta positiva a los inhibidores de la MAO es efectiva y similar a la

obtenida con las drogas habituales, sólo cuando el TOC presenta comorbilídad con

algún trastorno de ansiedad o fobia social y también en algunos trastornos

considerados como pertenecientes a! mismo espectro de TOC, como la tricotilomanía

y la dismoríbfobia (Liebowitz et al., 1990).

Hasta la fecha, aún no es claro si el desarrollo del TOC es debido

principalmente a una disfuncíón en el sistema serotoninérgico, en el dopaminérgico o

si radica en un problema en el balance entre los dos sistemas (Micallef y Blin, 2001).
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10. Estudios moleculares en el TOC.

Con base en las evidencias que apoyan la presencia de factores genéticos en

el desarrollo del TOC, el siguiente paso en la comprensión de la etiología del trastorno

es la localización y caracterización de los genes que se encuentran involucrados en su

manifestación,. Basados en los antecedentes antes mencionados que apoyan la

participación de los sistemas dopaminérgico y serotoninérgico, diversos grupos han

tratado de analizar genes candidatos específicos y su posible papel en la manifestación

del trastorno. Nicolini et al. (1996) reportaron una asociación entre el genotipo A2A2

del gen del receptor D2 a dopamina (DRD2) en un grupo de pacientes TOG que

presentaban tics comórbidos comparado con aquellos que no presentaban tics y con

un grupo de sujetos sanos. El análisis por secuenciación de tres exones de este mismo

gen no mostró diferencias estructurales al analizar un grupo de 45 pacientes con TOC

(Brett et al., 1995). Otro de los receptores dopaminérgicos que han sido estudiados en

el TOC, es el subtipo 4 (DRD4), de gran importancia en psiquiatría por ser uno de los

sitios de acción de tos antlpsicóticos denominados atipicos. En particular, se ha

analizado un polimorfismo identificado en el tercer exón del gen,, Este fragmento de

DNA se predice que codifica para la tercer asa citoplasmática de la proteína, región

que está asociada a la interacción con proteínas Gs. Se ha reportado que existen

diferencias funcionales asociadas al tamaño del alelo. Esta región es del tipo de

número variable de repeticiones en tándem (VNTR), caracterizada por ser una

secuencia de 48 pb que se repite de 2 hasta 10 veces. El análisis de esta variante en

pacientes TOC, mostró una frecuencia elevada del alelo de siete repeticiones en



40

aquéllos que presentaban comorbilidad con ücs (Cruz et al., 1997). Posteriormente,

un grupo canadiense tratando de replicar el anterior hallazgo, reportó una tendencia

aunque no significativa, hacia la misma dirección (Billet et al., 1993).

La respuesta farmacológica benéfica de los inhibidores selectivos de la recaptura de

serotonina que actúan sobre el transportador de serotonina (5-HTT), sustenta que el

gen que codifica la proteína transportadora es uno de los posibles candidatos

relevantes para el TOC. Se ha descrito un polimorfismo funcional en la región

promotora del gen, caracterizado por ser un sistema bialélico que consiste en una

inserción (aielo largo, I) o una deleción (alelo corto, s) de 44 pb (Heils et al., 1996).

Reportes posteriores de este grupo muestran que la forma / comparada con la s tiene

una mayor actividad transcripcional del gen, así como también un incremento en la

recaptura basal in vitro. El estudio de este marcador en el TOC ha reportado una mayor

frecuencia del genotipo homocigoto del alelo / en probandos TOC (Bilíet et al., 1997;

Bengel et al., 1999), así como también una mayor transmisión de esta misma variante

en 24 de 35 tríos analizados mediante un modelo de asociación basado en familias,

denominado TDT(7ra/7S/77tes/o/7 disequilibríum tesf). Dicho modelo compara los alelos

transmitidos con los no transmitidos de una variante de un gen que se sospecha se

encuentra asociada a determinada enfermedad (Me Dougle et al., 1998).

Sin embargo, el análisis del receptor de dopamina D3 (DRD3) y el receptor de

serotonina 5-HT2A, no han demostrado asociación estadísticamente significativa

(Nicolini et al., 1996).

El estudio de las enzimas que participan en el metabolismo de los dos sistemas de

neurotransmisores posiblemente involucrados en el trastorno son también importantes
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marcadores a estudiar. La catecol-orto-metiltransferasa (COMT) que participa en el

catabolismo de dopamina ha sido también analizada en el TOC. Se reportó un

potimorfismo funcional asociado con variaciones en la actividad enzimática, debida a

la substitución de una guanina por adenina, que resulta en el cambio de una va lina

(alelo Val158 o H- alta actividad) a metionina (Met1sa o L-baja actividad)(Lotta et al.,

1995). El análisis de casos y controles mostró una mayor frecuencia del alelo L en los

probandos masculinos, sugiriendo un dimoflsmo sexual de COMT en el TOC.

Recientemente, mediante los métodos de asociación basados en familias {TDT y HRR)

fueron replicados estos hallazgos, ya que se encontró una mayor transmisión del alelo

de baja actividad en pacientes TOC del sexo masculino.

Con respecto a la MAO y como un primer abordaje al estudio de este marcador

molecular en el TOC, nuestro grupo analizó el polimorfismo EcoRV del gen de la MAO-

A. El análisis en casos y controles mostró una mayor frecuencia del alelo asociado a

una baja actividad enzimática en los probandos mujeres que presentaban comorbilidad

con depresión (Camarena et al, 1998). Un año más tarde, en el análisis del

polimorfismo Fnu4HI de este mismo gen, se encontró una asociación significativa entre

el alelo asociado con una alta actividad enzimática y pacientes TOC hombres

(Karayiourgou et al., 1999),

Por otra parte, estudios farmacológicos utilizando agonistas específicos al

receptor 5-HT1Dp han sugerido la posibilidad de que este receptor se encuentre

involucrado en la patofisiología del TOC. En particular, se ha reportado que el

Sumatriptan, el cual es un ligando específico de este receptor, modifica los síntomas

obsesivo-compulsivos (Stern et al., 1998). Recientemente fue analizado el polimorfismo
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G861C, localizado en el gen def receptor a serotonina 5-HT1Dp. Los resultados

muestran una transmisión preférencial del ateto G a los sujetos con TOC (Mundo et ai.,

2000).

En conclusión, hasta la fecha existen datos moleculares interesantes sobre el posible

involucramiento de algunos genes en el desarrollo del TOC, sin embargo es necesario

que estos datos puedan ser replicados por otros grupos, así como también el análisis

de otros genes, con el objeto de poder llegar a encontrar los factores de riesgo, tanto

genéticos como biológicos, importantes en su expresión, para poder así conocer

acerca de la etiología y patogénesis de este trastorno.
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II! DISEÑO EXPERIMENTAL

1. Planteamiento del problema.

Existe evidencia que apunta hacia la posibilidad de que una disfunción en la

actividad de la MAO pudiera estar involucrada en el desarrollo de diversos trastomos

psiquiátricos. Sin embargo, hasta la fecha existen pocos estudios en los que se hayan

analizado alguno de los polimorfismos ya reportados en pacientes con alguna

enfermedad mental. Nuestro grupo ha realizado un análisis extenso de posibles genes

candidatos involucrados en la etiología del TOC, entre ios que se encuentran los

receptores dopaminérgicos D2, D3 y 04 y el receptor serotoninérgico SHT^ (Cruz et

al., 1997; Nicoliniet al., 1996).

A partir de este estudio logramos identificar claramente que tanto el alelo A2 del

sistema DRD2/TaqlA como el VNTR del alelo mayor de 7 repeticiones del gen def

receptor DRD4, distinguen a un subgrupo de pacientes TOC que presentan

comorbilidad con tics, lo que sugiere que quizá estos aletos funcionen como genes

modificadores interactuando ya sea epistáticamente entre ellos o con otro locus,

provocando así una mayor susceptibilidad al desarrollo del trastorno. Entre los genes

interesantes para estudiar están los genes de la MAO. Su participación en la

degradación oxidativa de las monoamrnas presentes en las neuronas presinápticas,

regulando por lo tanto su concentración citoplasmática, sustenta la idea de que una

disfunción en la actividad de esta enzima podría producir concentraciones anormales

de varios sustratos (entre los que han sido reportados, una alta concentración de

dopamina y serotonina) modificando la transmisión neuroquímica.

Estudios de familias y de gemelos han sugerido en el TOC una base genética. Por otro
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lado se ha demostrado que la actividad de MAO en plaquetas está genéticamente

determinada y es altamente heredable (Breakefield y Eldstein, 1980). Se ha reportado

que familiares de primer grado de individuos que muestran una baja actividad de MAO

plaquetaría asociada a un trastorno psiquiátrico, tienen una alta probabilidad de tener

una actividad disminuida de la enzima, comparado con la población general (Devor et

al., 1993).

Con base en lo anterior, nosotros proponemos como hipótesis, que variaciones

estructurales en eí gen de la MAO-A se encuentran involucradas en el desarrollo del

TOC.

2. Objetivo general.

Determinar si existe asociación alélica entre variantes moleculares del gen de

la MAO-A en un grupo de pacientes con TOC por medio del método de riesgo relativo

por haplotipo, y si se encuentra relacionado con alguna variable clínica, como edad de

inicio, género, severidad, comorbilidad con tics y depresión y presencia de obsesiones

agresivas y de simetría.
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3. Objetivos específicos.

1-Analizar vanantes moleculares en el gen de la MAO-A en un grupo de pacientes con

trastorno obsesivo compulsivo, con el propósito de buscar si alguna forma del alelo se

encuentra asociada con el trastorno o con alguna variable clínica, como edad de inicio,

género, severidad, comorbilidad con tícs y depresión y presencia de obsesiones

agresivas y obsesiones de simetría.

Polimorfismos analizados: EcoRV, Fnu4Hl y uVNTR en un grupo de pacientes con

TOC y sus familiares.

2- Análisis de los resultados mediante la estrategia denominada de riesgo relativo por

haplotipo (HRR), con el objeto de contrarrestar los posibles efectos de heterogeneidad

genética y error de muestreo.

3- Análisis de la transmisión de los haplotipos EcoRV/Fnu4H!/uVNTR y su posible

asociación con TOC o con algún subtipo particular,

4- Análisis del desequilibrio de enlace (A) entre las tres regiones estudiadas.

5- Análisis de la mutación de Brunner y su posible correlación con obsesiones

agresivas,.



46

4. Metodología.

a) Descripción de la muestra.

Se incluyeron pacientes que acuden a ia consulta externa del Instituto Nacional de

Psiquiatría Ramón de la Fuente Muñiz. Los requisitos para su inclusión fueron:

i) Cumplir los criterios diagnósticos del DSM-IV (Díagnostic and Statistical Manual of

Mental Disorders tburth edition, American Psychiatric Association, 1994) para TOC (ver

apéndice). La evaluación clínica fue hecha a través de la entrevista estructurada DIS

(Diagnostic Interview Schedule, versión en español) (Caraveo et al., 1991). A todos los

pacientes se les aplicaron tas escalas Yale-Brown para evaluar el grado de severidad

del trastorno obsesivo-compulsivo (Y-BOCS, versión al español) (Nicolini et al., 1996)

y Hamilton para depresión (Nicolini et al., 2000). Se obtuvieron las historias familiares

de cada uno de los pacientes. La ausencia o presencia de tics se evaluó clínicamente

utilizando los criterios dei DSM-IV para el trastorno de tics motores o vocales.

ii) Que los probandos fueran de padres y abuelos mexicanos y que firmaran la carta

de consentimiento para participar en el proyecto.

iii) Que se pudiera obtener familias tipo tríos, esto es, probando, padre y madre o

diadas (probando hombre y madre), con el propósito de poder analizar los resultados

mediante la estrategia de HRR, en la cual se utiliza los alelos no transmitidos por los

padres a los probandos como grupo control (Falk CT et al 1987),,

Se tomaron dos muestras de sangre periférica de 10 mi, en tubos vacutainer con EDTA

como anticoagulante, de cada uno de los probandos y sus familiares. Las muestras

fueron congeladas a -80°C hasta su procesamiento.
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b) Extracción de DNA genómico.

Se lievó a cabo la extracción del DNA a partir de sangre total mediante la técnica de

Lahiri (Lahiri, Nurnberger 1991). Finalmente el DNA es disuelto en buffer TE y

almacenado a 4°C.

c) Análisis de los polimorfismos en el gen de la MAO-A.

a) Se analizaron los polimorfismos por la amplificación a partir de DNA genómico

mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Las condiciones para cada

una de las regiones analizadas se describen a continuación,.

Polimorfismo MAO-A/EcoRV (Hotamisligil, Breakefield, 1991).

Primers: orientación sense: 5'- TTA AAT GGT CTC GGG AAG G

orientación antisense: 5' - GCC CAÁ TGA CAC AGC CTT T

a) Reacción de PCR: KCI 50 mM, Tris (pH 8.3) 10 mM, MgCI21.5 mM, gelatina 100

ng/ml.dNTP 1 mM de cada uno, 200 nM de cada primer y 1 U de Taq polimerasa

(Perkin-Elmer Cetus) y 250 ng de DNA genómico, en un volumen final de 25 ni. Se

programaron 35 cíelos de amplificación (94°C por 30 segundos, 57°C por 30 segundos,

72°C por 60 segundos) con un tiempo de extensión final de 5 min a 72°C.

b) Chequeo de la amplificación: 3 \i\ del producto de amplificación se mezclan con 2

n\ de colorante de eiectroforesis en geles de agarosa al 0.8% en buffer TAE 1X.

Finalmente el gel es teñido en bromuro de etidio a una concentración de 0.5 pg/mí por

15 minutos. El tamaño del fragmento amplificado es de 488 pb.
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c) Digestión de la muestra: 10 u.l de DNA amplificado es digerido con 10 U de la enzima

de restricción EcoRV con su bufferde reacción adecuado.a una temperatura de 37°C

toda la noche.

d) Genoíipificación: el volumen total de digestión es cargado en un gel de agarosa al

2%enTAE1Xa110volts.

El patrón de bandas esperado es el siguiente:

Alelo 1: ausencia de! sitio de restricción
Alelo 2: presencia del sitio de restricción.
Secuencia de reconocimiento: GATVATC

Polimorfismo MAO-A/Fnu4HI (Hotamisligil y Breakefield 1991).

Primera: orientación sense: 5'- GAC CTT GAC TGC CAÁ GAT

orientación antisense: 5' - CTT CTT CTT CCA GAA GGC C

a) Reacción de PCR: KCI 50 mM, Tris (pH 8.3) 10 mM, MgCI21.5 mM, gelatina 100

ug/ml,dNTP 1 mM de cada uno, 200 nM de cada primer y 1 U de Taq poiimerasa

(Perkin-Elmer Cetus) y 50 ng de DNA genómico, en un volumen final de 25 uX Se

programaron 35 ciclos de amplificación (94°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos,

72°C por 30 segundos) con un tiempo de extensión final de 10 min a 72°C.

b) Chequeo de la amplificación: se siguieron las mismas condiciones descritas para el

polimorfismo EcoRV,. El tamaño del fragmento amplificado es de 130 pb.
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c) Digestión de la muestra: 10 ul de DNA amplificado fue digerido con 10 U de la

enzima de restricción Fnu4HI con su buffer de reacción adecuado a una temperatura

de 37°C durante toda la noche.

d) Genotipificación: el volumen total de digestión fue cargado en un gel de agarosa al

2%enTAE1Xa110volts.

El patrón de bandas esperado fue el siguiente:

130 pb~
65 pb

11 12 22

Alelo 1: ausencia del sitio de restricción
Alelo 2: presencia del sitio de restricción.
Secuencia de reconocimiento: GCVNGC

Polimorfismo MAO-A/uVNTR (Sabol et al., 1998).

Primers: orientación sense: 51- ACÁ GCC TGA CCG TGG AGA AG

orientación antisense: 5'- GAA CGG ACG CTC CAT TCG GA

a) Reacción de PCR: KCI50 mM, Tris (pH 8.3) 10 mM, MgCI21.5 mM, gelatina 100

ug/ml,dNTP 1 mM de cada uno, 200 nM de cada primer y 0.5 U de Taq polimerasa

(Perkin-Elmer Cetus) y 100 ng de DNA genómico, en un volumen final de 25 jul. Se

programaron 35 ciclos de amplificación (94°C por 1 minuto, 62°C por 1 minuto, 72°C por

1 minuto) con un tiempo de extensión final de 10 min a 72°C.

b) Chequeo de la amplificación: se siguieron las mismas condiciones descritas para el

polimorfismo EcoRV (paso b). El tamaño del fragmento amplificado es de 352 pb.
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c) Genotipificactón: 10 ni del producto amplificado es mezclado con 8 JJ.1 de colorante

de electroforesis y cargado en un gel de agarosa metaphor al 3% en TBE 1X a 110

volts.

El patrón de bandas es el siguiente:

382 pb
352 pb
340 pb
322 pb
Alelo 4

5R
3

4R
2

3.5R
1

3R
R es el número de repeticiones de la secuencia de 30 pb
3 5R=30 + 18pb

d) Análisis de la mutación de Brunner.

Dado que la mutación descrita por Brunner et al (1993a) se encuentra a soto cuatro

pares de bases del sistema polimórfico Fnu4HI (Fig. 5), se utilizó el mismo protocolo

de amplificación por PCR descrito anteriormente. Una vez checado el producto de

amplificación se procedió a la detección mediante el método de SSCP (Single Strand

Conformational Polymorphism).

El método de SSCP (Rolfe et al., 1992) se basa en el principio de que hebras sencillas

de DNA con diferente secuencia muestran una movilidad distinta durante el proceso

de electrofbresis en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes. La estrategia de este

método es la de amplificar el segmento de interés de un gen mediante PCR y entonces

comparar la movilidad del DNA desnaturalizado contra un segmento de referencia de

secuencia conocida. Este método es muy utilizado para la detección de mutaciones

puntuales en el que el cambio de una sola base se ve reflejado en !a alteración en la

movilidad del fragmento a lo largo del gel.. Bajo condiciones no desnaturalizantes, las
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hebras sencillas de DNA exhiben una estructura doblada, la cual es determinada

esencialmente por las interacciones intramoleculares y por lo tanto, de la secuencia.

La presencia de una mutación en la secuencia de DNA provoca cambios en la

conformación espacial de la estructura y de esta forma en su movilidad, la cual podrá

ser detectada durante el proceso de electroforesis en geles de poliacrilamida. Estos

cambios son visualizados a través de diversas técnicas, entre las más utilizadas

tenemos la incorporación de P^-dCTP en el fragmento de PCR y su posterior

autoradiografía, o mediante tinción con bromuro de etidio o con plata, visualizados con

luz ultravioleta, o con primers fluorescentes. Sarkar y colaboradores (1992)

demostraron que bajo condiciones perfectamente estandarizadas y dependiendo del

tamaño del fragmento de PCR, el método de SSCP detecta un 85% (en fragmentos de

183 pb) y 59% (en fragmentos de 307 pb) de mutaciones respectivamente.

Sin embargo existen inconvenientes en la reproducibilidad del método, en particular

durante el procedimiento de electroforesis. Entre los factores que afectan se encuentra

el calentamiento del gel durante la electroforesis, lo cuaf puede ser contrarrestado

mediante el uso de glicerol al 5-10%.,

El método de SSCP para la detección de la mutación de Brunner.

1- Amplificación por PCR de la región de interés mediante el protocolo del

polimorfismo Fnu4HL

2- Se tomó 5 ni del producto amplificado, por duplicado y agregar 3 ni de colorante

SSCP. Se calentó un tubo de cada par a 97°C por 5 minutos,, Las muestras eran

colocadas en hielo y cargadas inmediatamente en el gel.
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3- La muestra se corrió en geles de acrilamida no desnaturalizante al 8% con gliceral

al 7%. Las condiciones de electroforesis fueron a temperatura ambiente, a 30 watts

constantes en buffer TBE 1X frío.

La preparación de las soluciones están descritas en el apéndice.

Figura 5. Exón 8 del gen de la MAO-A.

TGCAAATACG TAATTAATGC GATCCCTCCG ACCTTGACTG CCAAGATTCA

1 2
CTTCAGACCA GAGCTTCCAG CAGAGAGAAA CCAGTTMTT CAGCGGCTTC

936 941

CAATGGGAGC TGTCATTAAG TGCATGATGT ATTACMGGA GGCCTTCTGG

AAGAAGAAGG

1 Mutación de Brunnen C-»T CAG -» TAG
Gln Stop

2 Polimorfismo Fnu4HI: G-*T CGG -* CGT
Arg Arg

Primera sense/antisense

e) Análisis por HRR (Riesgo relativo por haplotipo).

Se analizaron ios resultados mediante la utilización de un modelo de asociación

basado en familias, conocido como Riesgo Relativo por Haplotipo {Haplotype Relative

Risk, HRR)(Falk, Rubinstein, 1987).

Este tipo de estrategia tiene la ventaja de evitar problemas de estratificación

poblacional comúnmente presentados en los estudios de casos y controles. La idea es

utilizar los alelos no transmitidos de los padres de un probando afectado como
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controles internos. De esta manera, los mismos individuos y los padres de los sujetos

afectados proporcionan la muestra control, evitando así llevar a cabo el apareamiento

étnico ("matching").

Figura 6. Análisis del método de Riesgo Relativo por Haplotipo (HRR).

Alelos en probandos afectados: MM, MN, NN Átelos transmitidos
Átelos controfes: MN, MN, NN Alelos no transmitidos

El método de HRR (Falk y Rubinstein, 1987; Terwiliiger y Ott, 1992) define como M al

alelo de alto riesgo y como N a la otra variante molecular. El análisis estadístico

consiste en la comparación de la frecuencia del alelo M entre los casos y los controles.

En cuanto a los controles, estos no son individuos, sino que son definidos como los dos

alelos que los padres no transmitieron al hijo afectado.

Para el caso de regiones localizadas en el cromosoma X, como lo es para el gen de

la MAO-A, se toma únicamente en cuenta la transmisión materna con el propósito de

homogeneizar el análisis en ambos géneros (Ho, Bailey-Wilson, 2000).

Para cualquiera de los dos casos, se lleva a cabo el análisis de cada una de las

familias y son capturadas en la siguiente tabla:
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Alelo M

Alelo N

Transmitido No transmitido

W Y

X Z

El análisis estadístico es llevado a cabo mediante tablas de contingencia de 2x2 y

cálculo de chi cuadrada.

f) Análisis de la estimación del desequilibrio de enlace (A).

Debido a que los polimorfismos analizados en el gen de la MAO-A se

encuentran cercanos, se ha sugerido que tienden a ser transmitidos de una generación

a otra como un haplotipo o en bloc (Hawi et al., 1999). Mediante la utilización de

métodos estadísticos, se puede detectar el desequilibrio de enlace, principalmente para

sistemas genéticos constituidos por dos sistemas de marcadores bi-alélicos. Ei grado

de desequilibrio de enlace entre dos alelos es expresado como delta (A) y es calculada

con la siguiente fórmula (Mattiuz et al.,1970):

A - Vd7R~- s(b+cVN)(c+d/N

En donde:
A= desequilibrio de enlace entre dos regiones,,
a- presencia de la variante 1 de la región A y de la variante 1 de ia región B
b= presencia de la variante 1 de la región A y la variante 2 de ia región B
c= presenta la variante 2 de Ea región A y la variante 1 de la región B
d= presenta la variante 2 de la región A y la variante 2 de la región B
N= a+b+c+d

El valor de A se encontrará en el rango de -1 a +1, La significancia estadística de esta

asociación alélica es estimada por la prueba de Fisher, mediante la construcción de

tablas de contingencia de 2x2 de las cuatro variables (a,b,c y d) (Hawi et al., 1999).
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IV Resultados.

El estudio fue llevado a cabo con un total de 51 familias capturadas de la

consulta externa del Instituto Nacional de Psiquiatría Ramón de la Fuente

Muñiz, en un período que comprendió de Septiembre de 1998 a Septiembre de

2001.

De las 51 familias, 42 estuvieron constituidas por tríos (probando, padre y

madre) y 9 fueron diadas formadas por hijo y madre. Para el análisis por HRR

de regiones localizadas en el cromosoma X, la inclusión de este tipo de diadas

resultan ser completamente informativas debido a que se analiza la transmisión

materna, por lo que el padre no proporciona información en este tipo de

metodología. Otro requisito indispensable, por su locaüzacrón cromosomal, es

la de llevar a cabo el análisis separando la muestra por género.

Características de los pacientes estudiados.

En la tabla 4 se muestran las características clínicas y demográficas de los

pacientes con TOC. El análisis incluye sólo 42 de Eos 51 pacientes debido a

que no se logró obtener ia información de 9 de ios sujetos,,

En el TOC se han reportado diferencias clínicas por género en la manifestación

del trastorno, por lo que cada una de las variables fueron analizadas por

género.

Como se puede observar en la tabla 3, no se observaron diferencias en la edad

de los pacientes ni en la edad de inicio del trastorno al comparar por género.
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Tabla 4. Características clínicas y demográficas de los pacientes TOC.

Variables demográficas:

Edad (promedio ± DE años)

Variables clínicas:

Edad de inicio (promedio ± DE)

Comorbilidad con depresión1, n(%)

Presencia de tics, n(%)

Severidad2, n (%)

Edad de inicio temprana3, n(%>

Hombres

274±7.6

191+5,6

7(26)

11 (42)

17 (68)

11 (41)

Mujeres
(n~17)*

27,5±7.4

19,9±8 5

4(25)

4(25)

13(76)

6(43)

P

0.28*

0,14*

0.23*

0.26*

La tabla incluye la información clínica completa da 42 pacientes. Los 9 restantes no
completaron la información por lo que frieron excluidos del anáteis
1 Se definió de acuerdo a la escala de Depresión de Hamilton con puntajes ¿18
2 Definida de acuerdo a la escala de Yale-Brown con puntajes ¿20
3 Se clasificó como edad de inicio temprana si se presentó ¿16 años
* Prueba de Rsher

Se han descritos diferencias por género en cuanto a ia edad de inicio det

trastorno, en el que los hombres muestran un inicio más temprano comparado

con las mujeres (Bogetto et al., 1999). Sin embargo, en el presente estudio no

se observaron diferencias estadísticamente significativas (Tabla 4).

El diagnóstico de depresión fue establecido a través de la entrevista clínica y

corroborado mediante la aplicación de ia escala de Hamilton validada al

español (Nicolini et al., 1992). Este instrumento evalúa ia severidad de fos

síntomas depresivos. Consta de 21 reactivos con una calificación máxima de

64 puntos. La evaluación del clínico y puntajes en la escala de Hamilton > 18

definieron el diagnóstico de depresión (Schatzberg, 2000). Se ha descrito que

las mujeres con TOC muestran una alta comorbilidad con depresión, sin

embargo, en ei presente estudio no se observan diferencias estadísticamente

significativas en cuanto a la presencia de depresión (Tabla 4).

Para la medición del grado de severidad de los síntomas obsesivos y

compulsivos, se utilizó la escala de Yale-Brown validada al español (Nicolini et
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al., 1996). Se encuentra constituida por diez apartados, los primeros cinco

califican obsesiones y los restantes (6-10) compulsiones. Cada apartado se

califica de 0-4 puntos, con una calificación máxima de 40 puntos. Se define

como presencia de síntomas severos (severidad) si presenta puntajes £ 20.

No se encontraron diferencias por género, en cuanto a la severidad (Tabla 3).

También fue analizada la presencia de tics, no mostrando diferencia por

género. Sin embargo, se puede observar una prevalencia mayor en los

hombres, lo cual por el tamaño de la muestra no mostró ser estadísticamente

significativo,,

Finalmente, se dividió a la muestra dependiendo de la edad de inicio del

trastorno, definiéndose como temprana si se presentaba a una edad < 16 años

(Karayiorgou et al., 1999). El análisis estadístico no mostró diferencias por

género.

1. Anáfisis def polimorfismo EcoRV.

Las 51 familias fueron tipificadas y analizadas mediante la estrategia de HRR

(Terwilliger and Ott, 1992). Este modelo está basado en la suposición de que la

probabilidad dé transmisión de cada alelo parental sea del 50%,

independientemente de la frecuencia de los alelos parentales, con base en la

hipótesis nula de que no existe desequilibrio de enlace (linkage disequHibrium).

Si !a transmisión de un alelo se desvía de este porcentaje (por la prueba de

%2), nos encontramos con la presencia de asociación (Rubinstein et al., 1981).

Los datos fueron analizados mediante la estadística de HRR para evaluar

posibles desviaciones



Figura 7. Análisis del polimorfismo EcoRV.
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Gal de agarosa al 3% en TAE1X, tenido con bromuro de elidió, que muestra las bandas
características del polimorfismo EcoRV en dos de las familias estudiadas y la forma de
transmisión en los dos géneros.

En la tabla 5 se muestran las frecuencias de alelos transmitidos y no

transmitidos por género, para el polimorfismo EcoRV. El análisis mediante

HRR muestra una tendencia significativa en e! grupo de las mujeres (^2=3.8,

p=0.047). Se observa una mayor transmisión del alelo 1 en las mujeres con el

trastorno. En cuanto al grupo de los hombres la transmisión de ambos alelos es

similar (%2=1.56, p=0.21),.

Tabla 5. Alelos transmitidos y no transmitidos del polimorfismo EcoRVen probandos
hombres y mujeres, mediante la estrategia de HRR.

Alelo 1
Alelo 2

Mujeres Hombres
NT

14
5

7
12

Alelo 1
Alelo 2

x2=3,83,df¿:1,p=0,,047

NT
13
19

18
14

z2=156,df=1>p=0208

B alelo 1 se encuentra asociado con niveles bajos de la actividad y el alelo 2 con niveles altos de la actividad
enzimáBca de la MAO-A
T significa los alelos transmitidos y NT, los alelos no transmitidos..
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El análisis de la transmisión de alelos entre géneros mostró diferencia

significativa (x2=5.23, df=1, p=0.022). Una mayor transmisión del alelo 1 en el

grupo de las mujeres comparado con los hombres, 74 contra 41%,

respectivamente (Tabla 5).

Tabla 6. Transmisión de alelos entre géneros
del polimorfismo EcoRV,

Transmisión de 1

Transmisión de 2

Mujeres Hombres

14 13

5 19
x2=5,23,df=1,p=0.022

El alelo 1 se encuentra asociado con niveles bajos
de la actividad y el alelo 2 con niveles altos de la
actividad de MAQ-A.

Análisis de variables clínicas.

Se llevó a cabo el análisis de la transmisión alélica por HRR de cada una de las

siguientes variables clínicas: edad de inicio (temprana y tardía), severidad,

comorbilidad con depresión, presencia de tics y presencia de obsesiones

agresivas y de simetría.

La comparación entre los aielos transmitidos y los no transmitidos no mostró

diferencias significativas para cada una de las variables analizadas, excepto en

el grupo de pacientes TOC que presentan comorbilidad con depresión, en el

cual se observa una transmisión preferencia! del aielo 1 (9 de 11) comparado

con el grupo que no presenta depresión (Tabla 7).
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Tabla 7. Transmisión de alelos del polimorfismo
EcoRVen probandos con y sin depresión.

Transmisión de 1

Transmisión de 2

Depresión No depresión
9 14

2 17
Prueba de Físhen p=0.,0326

Alelo 1= actividad enzimática baja; Alelo 2= actividad enzJmática alta,

2. Análisis del polimorfismo Fnu4HI.

Los resultados obtenidos en esta región no muestran la transmisión de un alelo

particular en hombres ni en mujeres con el trastorno (x2=0.11, d M , p=0.74)

(Tabla 8); así como tampoco en el análisis de la transmisión entre géneros

<X2=O.O3, df=1, p=0.86) (Tabla 9),.

Tabla 8. Átelos transmitidos y no transmitidos del polimorfismo Fnu4Hlen probandos
hombres y mujeres mediante ia estrategia de HRR.

Mujeres Hombres

Alelo 1
Alelo 2

NT
11
8

12
7

Alelo 1
Alelo 2

NT
18
14

19
13

x2=0,06,df=1,p=0.B

El alelo 1 se encuentra asociado con niveles bajos de la actividad y el alelo 2 con niveles altos de la actividad
enzimática de la MAO-A
T significa los alelos transmitidos y NT, los alelos no transmitidos.

Tabla 9. Transmisión de alelos entre
género del polimorfismo Fnu4HI.

Transmisión de 1

Transmisión de 2

Mujeres Hombres
11 18

8 14

Alelo 1= baja actividad; Alelo 2= alta actividad
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Análisis de variables clínicas.

El análisis por HRR no mostró la presencia de asociación positiva para cada

una de las variables clínicas, a excepción de la severidad.. Se observó una

mayor transmisión del alelo 1 en los pacientes no severos (YB £ 20) (Tabla 10).

Tabla 10. Transmisión alélica del polimorfismo
Fnu4H/6n pacientes severos vs no severos.

Transmisión de 1

Transmisión de 2

Severos No severos
13 10

14 2
Prueba de Fishen p=0.035

Alelo 1= baja actividad enzimática..
Alelo 2= alta actividad enzimática,.

Figura 8. Análisis del polimorfismo Fnu4HI.
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Gal de agarosa al 2%/TAE 1X y que muestra el fragmento de DNAg amplificado
y digerido del polimorfismo Fnu4HI en dos familias estudiadas-
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3. Análisis del polimorfismo uVNTR.

El análisis de la región del promotor mostró la presencia de solo dos variantes

alélicas (aielos 1 y 3), en población mexicana, a excepción, de un sujeto (la

madre de un probando) que portaba un alelo 4, Debido a que dicho alelo,

presenta la misma actividad transcrípcional que el alelo 1, se incluyo dentro de

este grupo.

No se observaron diferencias significativas en la transmisión de un alelo de

manera preferencial en hombres ni en mujeres (Tabla 11). Asimismo, tampoco

se encontró diferencias en la transmisión alélica al comparar ios grupos de los

hombres y fas mujeres (Tabla 12), En la figura 9 se muestra el polimorfismo en

dos familias.

Tabla 11. Aletas transmitidos y no transmitidos del polimorfismo uVNTR en
probandos hombres y mujeres mediante la estrategia de HRR.

Mujeres Hombres

Alelo 1

Alelo 3

T
8

11

NT
9

10

x2=0..06,df=1,p=0,.S

El alelo 1 se encuentra asociado con niveles bajos de la actividad transcripclonal y el alelo 3 con niveles altos
de la actividad transcripclonal del gen de la MAO-A
T significa los aielos transmitidos y NT, los aielos no transmitidos..

Tabla 12. Transmisión de aielos entre
géneros para el polimorfismo uVNTR.

Transmisión de 1

Transmisión de 3

Mujeres Hombres
8 14

11 . 18

Alelo 1= bala actividad Iranscripcional
Alelo 3= alta actividad transcripcional..
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Figura 9. Análisis del polimorfismo uVNTR del gen de la MAO-A.

= 322pb

O
31

Gel de sgarosa metaphoral 2,5% en 7BE 1x, que muestra
los productos de amplificación del polimorfismo uVNTR en
dos familias, con un afectado hombre y con una mujer, para
mostrar la forma de transmisión de los átelos

Anáfisis de variables clínicas.

El análisis por HRR sólo mostró diferencias en la transmisión en los pacientes

que presentan comorbilidad con depresión,. Se encontró una mayor transmisión

del alelo 3 (10 de 11) (Tabla13).

Tabla 13. Transmisión de alelos del polimorfismo
uVNTR en pacientes con depresión.

Transmisión de 1

Transmisión de 3

Depresión Sin depresión

10
Prueba de Fisher: p=O.oi3

16

15

4. Análisis de la transmisión por haplotipos.

En cada una de las familias estudiadas se analizó la transmisión de las tres

regiones mediante la determinación de haplotipos v definidos como
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EcoRViFnu4HII\NKXR. El análisis fue llevado a cabo mediante la

determinación del alelo transmitido y no transmitido para cada una de las

regiones analizadas (Tabla 14). No se observa la transmisión de un haplotipo

particular asociado con la presencia del trastorno en ninguno de ios dos

géneros (Prueba t de student, p=0.99). Posteriormente se analizó la

transmisión entre géneros no encontrando diferencias estadísticamente

significativas (Prueba t de student, p=0.155).

Tabla 14. Análisis da la transmisión por haplotlpo.
Haplotipo

1-1-1
1-1-3
1-1-4
1-2-1
t-2-3
2-1-1
2-1-3
2-2-1
2-2-3

Hombres
T
0

10
0
0
3
4
4
10

1

NT
2

11
1
2
2
1
4
7
2

Mujeres
T
1

10
0
2
1
0
0
5
0

NT
0
7
0
0
0
3
2
6
1

La frecuencia de los haplotípos en la muestra estudiada se muestra en la tabla

15. Se observa una mayor frecuencia del haplotipo 1-1-3 (39%) en los

probandos, sin embargo, sería interesante compararlo con una población

control, con el objeto dé ver si dicho haplotipo se encuentra asociado al

trastorno o se trata del polimorfismo más frecuente en la población mexicana.

Tabla 15. Frecuencias de los haptotipos
en los pacientes con TOC.

Haplotipo*

1-1-1
1-1-3
1-2-1
1-2-3
2-1-1
2-1-3
2-2-1
2-2-3

n

1
20

2
4
4
4

15
1

Frecuencia (%)

2
39
4
8
8
8

29
2
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El análisis de los polimorfismos EcoRV y uVNTR mostraron asociación

estadísticamente significativa con el subtipo del trastorno caracterizado por

presentar depresión; por lo que se llevó a cabo, el análisis por haplotipos de

estas dos regiones. La tabla 16 presenta las frecuencias observadas en los

grupos TOC con y sin depresión. Como se muestra, el haplotipo 1-3 se

transmite de manera más frecuente en el grupo de pacientes TOC que

presentan comorbilidad con depresión (82%). Por el contrario, se presenta una

mayor frecuencia del haplotipo 2-1 para el caso de los sujetos TOC que no

presentan depresión (52%).

Tabla 16. Frecuencias de los haplotipos EcoRV/uVNTR en
tos pacientes TOC con y sin depresión.

H a p l o t i p o

1-1
1-3
2-1
2-3

TOC
Con depresión Sin depresión

0 0
9(82)* 13(42)
1(9) 16(52)
1(9) 2(6)

x2=6,.17,df=2,p=O.,G447

5. Determinación del desequilibrio de enlace entre las

regiones analizadas.

Se llevó a cabo la determinación de desequilibrio de enlace. Un reporte previo

reportó que los polimorfismos EcoRV y Fnu4H¡ se encontraban en completo

desequilibrio (Hotamisligil, Breakefield, 1991). El análisis de la muestra

analizada en el presente estudio muestra que las tres regiones se encuentran

en desequilibrio de enlace (Tabla 17).
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Tabla 17. Estimación del desequilibrio de enlace (A).

Polimorfismo

EcoRV/Fnu4Ht

EcoRWuVNTR

Fnu4H//uVNTR

A p*

0,145 0.004

-0.203 0,0000

-0,181 0,0000
1 Prueba de Flsher.

6. Anáfisis de ia mutación de Brunner.

El análisis por SSCP de las muestras de DNA analizadas de los pacientes con

TOC mostró un patrón de corrimiento distinto en 5 de los 51 probandos (tres

hombres y dos mujeres), sugiriendo la presencia de la mutación. En la figura 10

se muestra una fotografía de! análisis por SSCP: el carril 2 corresponde a un

paciente hombre que presenta la mutación y que fue utilizado como control

positivo (donado por el Dr. H. Brunner); el carril 3 es la muestra de un paciente

con TOC, en el que se observa el mismo patrón de migración. En el carril 1

está la muestra de otro paciente y se observa que la banda se encuentra

localizada de diferente manera, sugiriendo en este fragmento una secuencia

diferente a la de los otros carriles.

Sin embargo, este tipo de metodología puede producir falsos positivos (Sarkar

et al., 1992) y además, en protocolos ya estandarizados, el resultado se debe

comprobar mediante la secuenciación del fragmento en el cual se sospecha la

presencia de algún cambio de base.
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Figura 10. Análisis por SSCP de la mutación de Brunner.

El carril 1 corresponde a un paciente que presenta un patrón
de migración que indica la no presencia de mutación; el carril
2 es el control positivo de un paciente que presenta fa
mutación de Brunner y el carril 3 es un paciente con TOC que
presenta el mismo patrón que et control positivo, indicando la
presencia de la mutación

De acuerdo con lo anterior se procedió a realizar una segunda prueba

utilizando un método recientemente reportado por Mejía et al. (2001).. El

análisis consiste en amplificación por PCR de la región que contiene la

mutación y la utilización de la enzima de restricción Bfal que detecta la

mutación mediante la identificación del sitio de restricción (5'. . . C+TAG . . .

3'), generando dos bandas. El análisis de las cinco muestras positivas para la

mutación por SSCP y del control positivo no generó ningún corte en el

fragmento digerido. Como control interno de la eficiencia de la enzima se

colocó DNAg, generando el patrón esperado. Por el resultado obtenido con el

control positivo podemos decir que la metodología descrita por Mejía et al.

(2001) no es una metodología específica para la detección de la mutación.

Finalmente se procedió a comprobar la presencia de la mutación mediante

secuenciación automática en un equipo marca Perkin Elmer, modelo 310,

versión 3.0. ABI-CE1, con el kit ABI-PRISM.



Se llevó a cabo la amplificación del fragmento bajo las mismas condiciones

previamente descritas. Posteriormente se realizó la purificación del fragmento

amplificado, se llevó a cabo la reacción de secuenciación y después su

purificación para finalmente ser corrido en el secuenciador automático

(protocolo descrito en anexo).

Los resultados muestran la presencia de la mutación en la muestra del control

positivo, sin embargo, los 5 sujetos que mostraron un patrón alterado de la

migración por SSCP demostraron no presentar la mutación de Brunner (Figura

11). La tabla 18 muestra la secuencia de bases de la región de la mutación y

del polimorfismo Fnu4HI, del sujeto con la mutación (control positivo) y de los

cinco pacientes con TOC.

Este resultado demuestra la baja especificidad de los dos métodos empleados

previamente. •'• —

Tabla 18. Secuencia de bases de las dos
regiones del exon 8 del gen de la MAO-A.

Muestra

Control positivo

1

2

3

4

5

Secuencia de bases

C

c

c

c

c

A

A

A

A

A

A

G

G

G

G

G

G

C

C

C

C

C

c

G

G

G

G

G

G

•

r

<3

( l

_ ! _

Mutación de Brunner.,

B ] Polimorfismo Fnu4HI.



Figura 11. Identificación de la mutación de Brunner mediante secuenciaclón
automática del exón 8.
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a)
n
4<á

b)

a) Corresponde a la secuencia del control positivo de un sujeto acarreador de fa mutación,, La flecha

Indica el cambio de una C por T en la posición 936 y b) es la secuencia de un paciente que no

contiene la mutación,
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V Discusión.

Los hallazgos obtenidos en el presente trabajo apoyan la posible existencia de

diferencias por género, en el desarrollo del trastorno obsesivo compulsivo.

La tabla 19 muestra un resumen de los resultados obtenidos en el presente

trabajo.

Tabla 19. Resumen de los resultados.
Polimorfismo

EcoRV

Fnu4HI

UVNTR

Haplotipo 1-3*

...

TOC
Mujeres

T de alelo 1

ns

ns

-

Hombres
ns

ns

ns

-

Subtipo clínico

TOC con depresión: T del alelo 1

TOC con síntomas no severos: T del 1

TOC con depresión: T del alelo 3

TOC con depresión: frecuencia 82%

Se muestra los resultados obtenidos para cada polimorfismo en el análisis por género y para cada uno de los
subtipos clínicos.
T = transmisión.
• Haplotipo EcoRV/uVNTR

Como podemos observar, los resultados confirman los hallazgos previos de

una asociación positiva entre el polimorfismo EcoRV del gen de la MAO-A y

mujeres con TOC, ya que se observó una transmisión preferencial del alelo 1,

asociado con una baja actividad enzimática, en fas mujeres comparado con el

grupo de ios hombres. Todo ello pudiera indicar o interpretarse como la

posibilidad de que esta región pudiera estar relacionada con el desarrollo de

diferentes subtipos del TOC definidos por el género. Asimismo, el análisis de

las variables clínicas demostró nuevamente una mayor transmisión del alelo 1

en pacientes TOC que presentan comorbiiidad con depresión; sin embargo, el

análisis por género para esta variable clínica, no fue realizado debido al



71

número tan pequeño de mujeres que participaron en el estudio (Camarería et

al, 1998).

El hallazgo anterior resulta aún más interesante por los resultados obtenidos

con el polimorfismo funcional de la región promotora del gen. Los resultados

mostraron una mayor transmisión del alelo 3 (vanante de cuatro repeticiones)

en pacientes TOC que presentan depresión comórbida.

El análisis del haplotipo formado por los polimorfismos EcoRV y uVNTR

demostró que los pacientes con el TOC que presentan comorbilidad con

depresión presentan una mayor frecuencia del haplotipo 1-3 (82%). Este dato,

aunado a la presenda de desequilibrio de enlace en estas dos regiones podría

indicar la existencia de un haplotipo de riesgo asociado al desarrollo de este

subtipo particular del trastorno.

Hasta la fecha sólo existe un trabajo que sugiere una posible asociación entre

las variantes del EcoRV y la actividad enzimática (Hotamisligil, Breakefield,

1991). Si tomamos en cuenta que es una mutación silenciosa que no provoca

cambio en la secuencia codificante de la proteína, es posible que otra región en

desequilibrio de enlace con ésta pudiera estar involucrada en la actividad de la

MAO-A. Por los datos obtenidos en este estudio, podríamos sugerir que dicha

región sea eí polimorfismo uVNTR, cuyas características funcionales parecen

estar involucradas en la capacidad enzimática de la MAO-A. Con base en lo

anterior, es posible sugerir que estas dos regiones y otras aún no descritas

actúen en combinación directa o indirecta sobre los mecanismos que

determinan los niveles de actividad final de la MAO-A,.
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Recientemente, utilizando experimentos de transfección de constructos en

líneas celulares de neurobiastoma y de coriocarcinoma que contenían los

diferentes alelos del polimorfismo uVNTR, se demostró una mayor actividad

transcripcional en los cultivos que tenían los alelos de 3.5 y 4 repeticiones

comparado con los de 3 y 5 copias (Sabol et al., 1998). El resultado anterior es

confirmado por el estudio realizado por Denney et al. (1999) en el que observa

una baja actividad enzimáíica en cultivos celulares de fibroblastos de piel de

individuos del género masculino portadores del alelo de 3 repeticiones (alelo 1)

comparado con aquellos acarreadores del alelo con cuatro repeticiones (alelo

3). Sin embargo, será importante establecer si estos efectos pueden ser

extrapolados a cultivos de mujeres.

La asociación encontrada entre pacientes TOC con depresión comórbida

y el alelo de alta actividad transcripcional, del polimorfismo uVNTR del gen de

la MAO-A, podrían sugerir que los sujetos portadores de estas variantes

presentan una mayor cantidad de enzima disponible. Este dato, va en el mismo

sentido que los estudios farmacológicos realizados en pacientes con TOC que

muestran una eficaz respuesta terapéutica, al utilizar inhibidores de la MAO o

fármacos inhibidores de la recaptura de serotonina, cuyo propósito primordial

es aumentar los niveles de serotonina en el espacio sináptico. Es posible que la

asociación encontrada en este estudio pudiera indicar un efecto benéfico de los

inhibidores de la MAO-A en este subtipo particular del trastorno.

Recientemente, fue reportada una mejor respuesta terapéutica a moclobemida,

un inhibidor selectivo de MAO-A, en mujeres con síntomas principalmente de

ansiedad, comparado con hombres (Politi et al., 1999).
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Aunque estos hallazgos resultan ser muy interesantes, será necesario

comprobar si dicha asociación es característica del TOC que presenta

comorbílidad con depresión, o si se encuentra asociado sólo a la depresión, lo

cual sería posible comprobar mediante el estudio de un grupo de sujetos cuyo

único diagnóstico sea el de depresión.

Finalmente, en el exon 8 se han reportado diferencias en su secuencia,

la primera localizada en la base 941, mejor conocida como el polimorfismo

Fnu4Hl y la segunda, que introduce un codón de terminación en la base 936,

conocida como la "mutación de Brunner". Con respecto a la primera, e! análisis

en el presente estudio no mostró la transmisión de un alelo particular en el

análisis por género.

En cuanto a los diferentes subtipos clínicos, se observó una mayor transmisión

del alelo 1 en pacientes que presentan síntomas no severos del trastorno, por

lo que será importante comprobar estos resultados en una muestra mayor. Los

hombres con TOC no mostraron la transmisión preferencial del alelo 2

reportado por Karayiorgou et al. (1999), ni en la muestra total, ni en el subgrupo

que presenta comorbilidad con depresión,,

A principio de los 90's se describió la llamada "mutación de Brunner" en sujetos

que presentaban retraso mental leve y que presentaban conductas agresivas,

exhibicionismo, voyerismo y piromanía, denominándolo así, como el síndrome

de Brunner. Debido a que un síntoma característico en el TOC es la presencia

de obsesiones agresivas, y que el 74% de los pacientes incluidos en el estudio

fas presentaban, se intentó identificar su presencia, mediante fa técnica de

SSCP.
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Tomando en cuenta que sólo en la familia holandesa ha sido encontrada la

mutación (Brunner et al., 1993), sorprendió que un alto número de muestras

(10%) mostrara un patrón de migración que sugería su presencia. Sin embargo,

la baja frecuencia de esta mutación y la alta posibilidad de encontrarnos frente

a falsos positivos, requirió que se tratara de corroborar mediante un método

recientemente publicado (Mejía et al., 2001), La metodología empleada por

este grupo demostró no ser específica, ya que el patrón de bandas esperado

para la presencia de la mutación no pudo ser detectado, aun en el control

positivo. Finalmente, se empleó el método más directo de análisis medíante

secuencíación automática, el cual mostró la ausencia de la mutación en los

cinco pacientes en los que se observó por la técnica de SSCP, alteraciones en

ei patrón de migración. Como sabemos, la mutación se encuentra localizada en

la base 936 y muy cerca de ahí, en la base 941 se focaliza eí polimorfismo

Fnu4Hl, por lo que podríamos pensar que la diferencia en el patrón de

migración posiblemente fue ocasionada por ia alteración en la conformación de

la estructura de DNA que resulta de los cambios de bases en las dos regiones

contiguas (Tabla 16).,

Así es claro que, el estudio de la mutación en un número grande de muestras

requiere de implementar otros tipos de metodologías de tamizaje con un mayor

grado de especificidad y que permita una correcta y rápida detección.

Hasta la fecha, sólo ha sido reportada la presencia de la mutación en la familia

holandesa reportada por Brunner et al., (1993). Dos grupos han intentado su

búsqueda, eí primero en 50 alcohólicos y 50 controles sanos (Parsian, 1999) y

el segundo, en 100 individuos con conducta agresiva (Mejia et al., 2001) sin

detectar un solo portador. Estos datos confirman que dicha mutación es muy
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rara, por lo que será necesario llevar a cabo un análisis en una muestra de

mayor tamaño, así como también demostrar su posible asociación con

conductas agresivas, lo que hasta ia fecha, solo ha sido comprobado en

ratones knock-out para el gen de la MAO-A.

Los hallazgos obtenidos en este estudio y trabajos publicados del

análisis de regiones polimórficas de los genes de la MAO-A y de la COMT

(catecol-orto-metil transferasa), apoyan la hipótesis de que existen diferentes

expresiones de! TOC influenciada por el género (Camarena et al., 1998;

Karayiorgou et al., 1999). Estos datos moleculares apoyan a diversos hallazgos

que durante varios años han sido reportados y que muestran también

diferencias entre los pacientes con TOC hombres y mujeres (Bogetto et al.,

1999). En particular, se han reportado diferencias por género, en cuanto a la

comorbilidad con algunos trastornos, como por ejemplo la presencia de

depresión en mujeres, comparado con los hombres (Camarena et al., 2001). En

la muestra analizada en este estudio se observó una alta prevalencia de

depresión (26%), la cual es superior a la reportada por Vega et al. (1998) en

población abierta (7.8%). Sin embargo, la comparación por género no muestra

en las mujeres una mayor prevalencia de depresión, lo cual probablemente sea

debido a que el tamaño de la muestra de las mujeres fue pequeño.

Otra diferencia por sexo que ha sido reportada, es con respecto a la presencia

de tics y a la edad de inicio temprano (Bogetto et al., 1999). Aunque los datos

no alcanzaron significancia estadística, es claro que los pacientes hombres

presentan una mayor prevalencia de tics. Este dato, concuerda con ios

hallazgos reportados por diversos grupos, comprobando la existencia de

diferencias por género en esta variable clínica (Noshirvani etal., 1991; Bogetto
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et al, 1999; Camarería et al., 2001). Sin embargo, para el caso de la edad de

inicio, no se observaron diferencias por género posiblemente debidas al

tamaño de la muestra..

Todas estas diferencias clínicas que han sido reportadas, han sugerido la

posible existencia de diferentes formas de expresión del trastorno en hombres

y mujeres. En este mismo sentido, diversos investigadores y médicos creen

que cada órgano del cuerpo, no solo los relacionados con la reproducción,

tienen la capacidad de responder de manera diferente dependiendo del sexo.

Esta propuesta surge a partir de la observación ya mencionada en el párrafo

anterior, sobre las diferencias por género en la incidencia y severidad de

diversos trastornos y lo cuaf pudiera estar relacionado con las diferentes

respuestas celulares. Se ha propuesto que esta diversidad surge debido a

diferencias entre las células femeninas y masculinas a nivel del contenido

genético y de su expresión. Se calcula que en los cromosomas sexuales se

encuentra aproximadamente el 5% del total del genoma humano, de esta

manera, los genes que se encuentran localizados en el cromosoma Y y que no

tiene su contraparte en el cromosoma X o en los autosomas, tendrán una

expresión limitada sólo en los hombres. Para ei caso de genes localizados en

el cromosoma X, se ha observado que algunos son expresados en mayor

grado en mujeres que en hombres, a pesar de que el proceso de inactivación

iguala la dosis efectiva en las células femeninas y masculinas,, Sin embargo, no

todos los genes en el cromosoma inactivado escapan de este mecanismo

(Carrell et al., 1999). De acuerdo con Carrel et al, (1999), estos escapes no son

raros, se calcula que son alrededor del 19% de los genes del cromosoma X.
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Otro importante hallazgo por parte de este grupo es que la inactivación, no es

al azar. Se ha observado que el 21% de los genes que escapan se encuentran

localizados en el brazo corto del cromosoma X humano comparado con tan

solo un 3% del brazo largo. El origen de estos patrones de expresión y

organización se piensa que podrían estar vinculados con la evolución de tos

cromosomas sexuales. Por otro lado, es posible que estos patrones puedan

tener importantes implicaciones en el desarrollo de diversas enfermedades

ligadas al cromosoma X en el humano (Disteche, 1999).

Todas estas propuestas resultan de gran importancia en el estudio del gen de

la MAO-A debido a las siguientes razones. La primera es que por su

localización en el brazo corto del cromosoma X, existe una alta probabilidad de

que sea uno de los genes que escapan a la inactivación. De hecho, Hotamislígil

y Breakefield (1991) propusieron que las diferencias por género en cuanto a los

niveles altos de la actividad de la MAO-A observadas en las mujeres,

comparado con la de los hombres podrían ser debidas a que el cromosoma X

no se encuentra totalmente inactivado.

Carrel et al. (1999) han analizado 224 genes ligados al cromosoma X, sin

embargo, el gen de la MAO-A fue uno de los que no fueron incluidos en sus

primeros estudios, por lo que no se puede tener por lo pronto un dato que nos

podría ayudar a explicar las diferencias moleculares por género reportadas

para este gen. Sin embargo, el hecho de que las mujeres presenten una mayor

actividad enzimática de la MAO-A podría estar comprobando de manera

indirecta, la hipótesis acerca de que algunos genes localizados sobre el

cromosoma X inactivo no se encuentran apagados, llevando a la producción de

niveles altos de productos de estos genes en las células de las mujeres.
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Con respecto a lo anterior, resulta interesante que a pesar de que tas

mujeres, presentan en general, niveles altos de la actividad de MAO-A, las

mujeres con TOC presentan una mayor transmisión del alelo de baja actividad

enzimática. Aunque no existen datos bioquímicos que demuestren la presencia

de niveles bajos de la MAO-A en el TOC s¡ podemos especular, que podría

tratarse de una característica bioquímica en este trastorno y en particular en las

mujeres. De cualquier manera, los datos moleculares obtenidos en el presente

estudio parecen indicar que la actividad de la MAO-A podría encontrarse

reducida en este subtipo def trastorno, y es posible pensar que estos pacientes

se vean favorecidos con una mejor respuesta farmacológica a los inhibidores

de la MAO o a los inhibidores de la recaptura de serotonina.

Si todos estos datos resultan tener alguna implicación terapéutica, sería posible

pensar que en un futuro se pueda llegar a decidir el tipo medicamento más

adecuada dependiendo de las variantes moleculares que porte cada paciente.

En resumen, los hallazgos reportados proporcionan evidencia molecular

para identificar un posible subtipo clínico del trastorno obsesivo compulsivo

caracterizado por presentar depresión comórbida y sustenta la hipótesis de que

existe una expresión diferente de ia enfermedad influenciada por el género.



ESTA TF5SIS NO SNO SÁLi
m, JA BIBLIOTECA 79

VI Conclusiones.

1. Ei polimorfismo EcoRV del gen de la MAO-A parece indicar la presencia

de dimorfismo sexual en el trastorno obsesivo compulsivo.

2. Las mujeres con TOC tienen una transmisión mas frecuente del alelo 1

del polimorfismo EcoRV, asociado con una baja actividad enzimática.

3. En el subgrupo de pacientes que presentan comorbilidad con depresión,

se observa también, una mayor transmisión del aielo 1 del polimorfismo

EcoRV,

4. El polimorfismo uVNTR mostró asociación entre la variante 3 y el

subgrupo de TOC que presenta comorbilidad con depresión.

5. Et 82% de los pacientes TOC con depresión comórbida, presentan el

haplofipo 1-3, conformado por los polimorfismos EcoRV y uVNTR.

6. El alelo 1 del polimorfismo Fnu4HI presenta una mayor transmisión en

los pacientes TOC que no presentan síntomas severos.

7. El análisis de la mutación de Brunner mediante el método de SSCP

demostró ser un método de baja sensibilidad para la detección de

cambios de una sola base.

8. La mutación de Brunner, analizada hasta la fecha en tres diferentes

poblaciones, demuestra ser una mutación con muy baja frecuencia.

9. El gen de la MAO-A distingue de manera molecular a un subtipo clínico

del trastorno caracterizado por presentar depresión.

10. Los polimorfismos analizados no muestran la transmisión de una

variante particular en los subtipos caracterizados por presencia de tics,

obsesiones de simetría y edad de inicio.
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APÉNDICE.

Criterios diagnósticos del DSM-IV para el trastorno obsesivo compulsivo.

A. Se cumple para las obsesiones y las compulsiones

Las obsesiones se definen por 1,2, 3 y 4

1. Pensamientos, impulsos o imágenes recurrentes y persistentes que se

experimentan en algún momento del trastorno como intrusivos e inapropiados y

causan ansiedad o malestar significativo.

2. Los pensamientos, impulsos o imágenes no se reducen a simples

preocupaciones excesivas sobre problemas de la vida real.

3. La persona intenta ignorar o suprimir estos pensamientos, impulsos o imágenes,

o bien neutralizarlos mediante otros pensamientos o actos.

4. La persona reconoce que estos pensamientos, impulsos o imágenes obsesivos

son ef producto de su mente {y no son impuestos por inserción del pensamiento).

Las compulsiones se definen por 1 y 2:

1. Comportamientos (por ejemplo, lavado de manos, puesta en orden de objetos,-

comprobaciones) o actos mentales (por ejemplo, rezar, contar o repetir

mentalemente palabras) de carácter repetitivo, que el individuo se ve obligado a

realizar en respuesta a una obsesión o con un arreglo a ciertas reglas que debe

seguir estrictamente.

2. El objetivo de estos comportamientos u operaciones mentales es la prevención

o reducción del malestar o la prevención de un acontecimiento o situación

negativos; sin embargo, estos comportamientos u operaciones mentales o bien

no están conectados de forma realista con aquello que pretenden neutralizar o

prevenir o bien resultan claramente excesivos,,

B. En algún momento durante el curso del trastorno la persona ha reconocido que

estas obsesiones o compulsiones resultan excesivas o irracionales. Nota: Este

punto no es aplicable en los niños.
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C. Las obsesiones o compulsiones provocan un malestar clínico significativo,

representan una pérdida de tiempo (suponen más de una hora al día) o

interfieren marcadamente con la rutina diaria del individuo, sus relaciones

laborales o académicas o su vida social.

D. Si hay otro trastorno del eje I, el contenido de las obsesiones o compulsiones no

se limita a él (por ejemplo, preocupación por la comida en un trastorno

alimentario, arranque de cabelbs en la tricotilomanla, inquietud por la apariencia

propia en el trastorno dismórfico corporal, preocupación por la drogas en un

trastorno por consumo de sustancias, preocupación por estar padeciendo una

grave enfermedad en ia hipocondría, preocupación por las necesidades o

fantasías sexuales en una parafilia o sentimientos repetitivos de culpa en

trastorno depresivo mayor).

E. El trastorno no se debe a los efectos fisiológicos directos de una substancia (por

ejemplo, drogas o fármacos) o de una enfermedad médica.

Especificar si:

Con poca conciencia de enfermedad: si durante la mayor parte del tiempo del

episodio actual, el individuo no reconoce que tas obsesiones o compulsiones son

excesivas o irracionales.
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" Método de Extracción de DNA.

a) Descongelar la sangre, tomar 5 mi de sangre y colocarlo en un tubo Falcon de

50 mí. Llevarlo a un volumen de 20 mi con solución TKM-1. Agregar 5 ul de

Nonidet P-40. Mezclar por inversión y centrifugar a 1100 rpm por 15 minutos a

temperatura ambiente (Centrífuga Beckman, modelo J-6B, rotor JS-4.2).

b) Sacar 1/3 parte del sobrenadante con pipeta desechable, teniendo cuidado de no

tocar el pellet (color blanco).

c) Nuevamente llevar a un volumen de 20 mi con TKM-1 y centrifugar a 900 rpm

por 10 minutos a temperatura ambiente (Centrífuga Beckman. Mod. J-6B, rotor

JS-4.2).

d) Sacar todo el sobrenadante con pipeta desechable y teniendo cuidado de no

tomar el pellet. Agregar 800 \i\ de TKM-2, 5 ^l de proteinasa K 10 mg/ml

(concentración final 100 jag/m!) y 25 ni de SDS 20%. Mezclar bien e incubar a

37°C toda la noche.

e) Agitar para mezclar todas las soluciones. Vaciar a un tubo eppendorf de 2 mi.

f) Agregar fenol 1:1, mezclar por inversión varias veces hasta obtener una solución

homogénea. Centrifugar en microfuga a 12,500 rpm por 2 minutos. Recuperar la

parte acuosa y colocarla en un tubo eppendorf limpio.

g) Agregar en relación 1:1 con la muestra, fenol/cloroformo/alcohol isoamflico

25:24:1. Mezclar por inversión varias veces y centrifugar a 12,500 rpm/2 min.

Recuperar nuevamente la parte acuosa.

h) Agregar 1:1 de cloroformo/alcohol isoamílico (24:1). Mezclar por inversión y

centrifugar a las mismas condiciones. Recuperar la parte acuosa en un tubo de

polipropileno de 5 mi.

i) Precipitación del DNA: agregar 2 volúmenes de etanol absoluto frío. Mezclar por

inversión hasta que aparezca la hebra.

j) Recuperar la hebra mediante centrifugación en microviaies con tapón de rosca.,

k) Lavar la hebra con etanol ai 70% a temperatura ambiente., Centrifugar y

decantar.

I) Secar la pastilla en el concentrador de muestras (Hetovac) por 5 min,

m) Disolver la pastilla en buffer TE y almacenar a 4°C.
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Soluciones:

TKM-1:

Tris-HCI pH 7.6

KC!

MgCfe

10

10

10

mM

mM

mM

EDTA 2 mM

TKM-2:

Tris-HCI pH7.6

KCl

MgCI2

EDTA

NaCI

10

10

10

2

0.4

mM

mM

mM

mM

M

Nonidet P-40

SDS 20%

NaCI saturado 6M

Etanoí absoluto

Etanol 70%

TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 8.0}

Fenol

Cloroformo/alcohol isoamíiico 24:1

2- Análisis de los polimorfismos.

TAE50X:

Tris base

Acido acético glacial

EDTA 0.5 M, pH 8

242.0 g

57.1 mi

100.0 mi
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Dye de electroforesis 4X:

Azul de bromofenoi 0.05%

Sacarosa (w/v) 40.0 %

EDTA pH 8 0.1 M

SDS(w/v) 0.5 %

3- GeISSCP

Gel acrilamida 8% (37.5:1):

Acrilamida 40% 7.78 mi

Bis acrilamida 2% 4,27 mi

Glicerol 7% 2,80 mi

TEMED 30.8 ni

Persulfato de amonio 10% 308 \x\

H2O para 40 mi

TBE 10X (Tris base 0.89 M, Acido bórico 0.89 M, EDTA 20 mM).

Dye SSCP 2X:

Azul de bromofenoi

Xylen cyanol

Formamida

EDTA

0.05%

0,05%

95 %

20 mM

Acrilamida/Bis-acrilamida 40% (37.5:1):

Acriiamida 38.93 g

Bis-acrilamida 1.07 g

H2O para 100 mi
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4- Secuenciación.

a) El fragmento de interés es amplificado por PCR (mismas condiciones y reactivos

utilizados para el análisis del polimorfismo Fnu4HI). El producto amplificado es

extraído y purificado mediante el kit QIAquick gel extraction, de acuerdo a las

instrucciones dei fabricante.

b) Reacción de secuenciación para productos de PCR purificados.

Templado (fragmentos de 100-200 pb, usar 3 ng) 8 ni

Primer (5 pmol) 4 \ú

RR terminator mix 8jxl

Vf 20 ¿il

Mezclar bien y centrifugar brevemente.

Programa de secuenciación:

25 ciclos: 96°C/10 s, 50°C/5 s, 60°C/4 min.

c) Purificación dei fragmento secuenciado mediante columnas Centri-Sep. Se

siguen las instrucciones sugeridas por el fabricante. La pastilla es resuspendida

con buffer TSR, se calienta a 95°C por dos minutos, se coloca en hielo

manteniéndose así hasta cargar en el secuenciador automático de Perkin Elmer

modeio 310, versión 3.0, ABI-CE1, con el kit ABI-PRISM.


