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RESUMEN

El trastomo cbsesivo corhpulsivo (TOC) es un frastomo de ansiedad que se caracteriza
por la presencia de ideas, imégenes, impulsos ¢ pensamientos no deseados que se
expermentan como intrusivos, son reconocidos como absurdos y sin sentido y aparecen de
una manera repetitiva (absesiones), las cuales frecuentemente se acompafian de conductas
que se ejecutan también de manera repetitiva, ritualista y esterectipada, que son percibidas
come inneceasarias y generalmente se realizan en respuesta a una obsesion (compulsiones).

Ei TOC ha sido establecido por la OMS comao [a cuarta enfermedad mental mas coman
en los palses desarrollados y subdesarrollados. Enf el campo de la psiquiatria bioldgica existe
ur gran inferés en encontrar marcadores biologicos que puedan identificar individuos
susceptibles ha desarrollar alglin trastorne psiquiatrico.

Estudios de familias, de gemelos y de adopcién apoyan la presencia de factores
genéticos en el desamollo del TOC.

Diversos estudios han reportado asociacion positiva con genes de enzimas y receptores de dos
sistemas de neurotransmisores (serctoninérgico y dopaminérgico) involucrados en el desarroilo
del TOC. Estudios moleculares han mostrade diferencias en los niveles de la actividad
enzimética de la monoamino oxidasa tipo A (MAC-A) en el TOC, De esta forma, se analizaron
tres regiones polimérficas y una mutacién puntual, localizadas en el gen de la MAO-A en
familias tipo trios (probando, padre y madre) ufilizando et método de asociacién de riesgo
relativo por haplotipo (HRR).

El analisis del palimorfismo EcoRV mostrd una mayor transmision del alelo 1, asociado con
niveles bajos de actividad enzimética, en mujeres TOC comparado con los hombres. El anélisis
del subgrupo de probandos caracterizados por presentar comorbilidad con depresién,
mosfraron tambien una transmision preferencial del alelo 1 del polimorfismo EcoRY. De manera
interesante, el analisis del polimorfismo localizado en la regién promotora (UVNTR) mostro que
la variante 3, caracterizada por expresar una mayor actividad transcripcional dei gen, se
transmitid con una mayor frecuencia en los pacientes TOC que presentaban comorbilidad con
depresion. Finalmente el anlisis de los haplotipos demuestra una mayor transmision del
haplatipo 1-3, confermado por los polimorfismos EcoRVy UVNTR, en el subtipo del trastorno
caracterizado por presentar depresion comérhida.

Los resultados de asociacion estadisticamente significativa en estas dos regiones parecen
indicar que participan como factores determinanies en el desarrollo de un subtipo particutar del
trastomo.



2

Finalmente, el andlisis de la mutacién de Brunner no mostré su presencia en la muestra
estudiada, demostrando este resultado y dos estudios realizados por grupes independientes,
gue es una mutacidn que se presenta de manera muy rara, ya que hasta la fecha unicamente
ha sido encontrado en la familia holandesa reportada por el grupo de Brunner.

Estudios de asociacién y experimentos de transfeccién han mostrado que estos cambios en
'la secuencia del gen afectan la capacidad metabélica de la MAQ-A, por lo que los hallazgos
encontrados pudieran indicar un efecto benéfico de los inhibidores de ia MAQ-A en las mujeres
con TOC y en el subtipo clinico caracterizado por presentar comorbilidad con depresién.

En conclusidn, los hallazgos reportados proporcionan evidencia molecular para identificar un
subtipo particular del trastomo y apoya la hipétesis de que existe una expresidn diferente de
la enfermedad influenciada por el género.



I  INTRODUCCION.

La genética cldsica tiene como bropésito principat determinar si una enfermedad
es heredable v de esta manera delinear el modelo de herencia. Los estudios realizados
en asta &rsa han llegado a establecer que la herencia juega un papel muy importante
en la fransmision de enfermedades. Eri el érea de la psiquiatria, la contribucién de
genes ha sido sugerida a partir de datos generados por la utilizacion de los estudios
de familias, de gemelos y de adopeion. Sin embargo hasta la fecha no han sido
capaces de establecer de manera precisa el patrén de herencia. La conclusion
derivada de este tipo de estudios s que los trasiornos mentales son gendticamente
" heterogéneos, sugiriendo mas bien que muiltiples genes interaccionan para producir
la vulnerabilidad a desarrollar este tipo de irastornos.

Asi de este modo, la meta de la genética molecular moderna es identificar cada uno
de los loci genéticos que participan en el desarrollo de un determinado trastorno.
Tan complicade como la interaccidn gen-gen en las enfermedades mentales, resulta
la interaccion entre genes y factores no geneticos para convertir esa vulnerabilidad en
enfermedad. Entre fos 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
ef problema en la definicion de fenotipos, es decir, la identificacion de grupos de
individuos con sintomas mentales que demuestren ser genéticamente homogéneos vy
gue permitan un analisis lo suficientemente confiable. Recientemente se ha propuesto

que ademas de agrupar a los pacientes por trastorno, sean divididos tambien por

»
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rasgos conductuales o caracteristica clinicas similares, como un paso de la genética
psiquiatrica en la definicién de fenotipos méas homogénéos (Leboyer et al., 1998).

La identificacion de variantes genéticas que produzcan vulnerabilidad & padecer
enfermedades mentales nos permitird obtener una mayor informacion sobre los
agentes eficlégicos, su funcién en el cerebro, en gué estados del desamollo son activos
y bajo qué circunstancias, asi como también identificar nuevos blancos moleculares
para el desarrollo de medicamentos (farmacogendmica).

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
podrian ser marcadores implicados en el desarrollo de los frastornos psiquiatricos. La
monoamine oxidasa tipo A (MAC-A) fue de las primeras enzimas descubiertas con a
caracteristica de procesar farmacolégicamente aminas activas {Hare, 1928). De
manera casi inmediata, se observs una gran variabilidad en Ia actividad de la enzima
en diferentes tejidos. En mamiferos, 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 fas formas A y
B con una variedad de agentes, ha facilitado elucidar el papel biogquimico de cada una
de‘eilas, permitiendo que dichos agentes puedan ser empleados como medicamentos
en el ratamiento de la depresion y la hipertension (Lieberman et al., 1993). Estas dos
enzimas denominadas tipo A y tipo B, tienen una amplia variedad de funciones
implicadas en la desaminacion de aminas provenientes de la dieta y
neurotransmisores. Ademas, las monoamino oxidasas tienen un importante papel

neurofisiclogico, ya que sirven como reguladores de los niveles de neurotransmisores
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liberados por ias neurcnas v de este modo en la actividad de las vias sindpticas. Entre
sujetos de la poblacidn general, han sido reportadas variaciones de hasta 50 veces en
los niveles de la actividad de fas 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 modulacion 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 s el caso
de los trastornos psiquiatricos.

La investigacion de asociaciones entre enfermadades mentales y defectos en los
genes de la MAO fue disparada a partir del hallazgo reportado en una gran familia
holandesa entre ef sindrome de Brunner y una mutacién 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 MAQ-A resulta ser uno de los genes candidatos posiblemente
involucrados en el desarrollo de una enfermedad mental conocida como el trastorno

obsesivo compuisivo,



I ANTECEDENTES

1. Laenzima monoamino oxidasa (MAO).

La monoamino oxidasa (EC 1.4.3.4) (tabla 1} es la enzima encargada de degradar una
gran variedad de aminas biogénicas, incluyendo a los neurctransmisores. norépinefrina
(NE), dopamina (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 esta compuesta por dos subunidades, cada una de las cuales enlaza
al flavin adenin dinucledtido (FAD) como cofactor (Chuang et al., 1974). El peso
molecular de cada subunidad se estima entre 55-65 kilodaltones (kDa) (Cawthaon et al.,

1981).

Tabla 1. Caracteristicas de la monoamine oxidasa.

[EC 1. Oxidoreductasa
EC1.4 Actila sobre el grupo donador CH-NH2
EC 143 Con oxigeno como aceptor
EC 1434, Amino oxidasa (contiene flavina)
Reaccién: RCH;NH, + 0, + H,0 ~ RCHO + H,0, + NH3
Otros nombres; Monoamino oxidasa, tiramina oxidasa, tiraminasa, amino

oxidasa, adrepalin oxidasa.
Cofactor: FAD (flavin adenin dinucledtido).

Caracterfstica: Actia sobre aminas primarias y usualmente tambien
sobre aminas secundarias y terciarias.

Hace tres décadas, Johnston (1968) determind que existian dos isoformas, a partir de

la observacion de que una forma, denominada A, pero no ja otra, llamada B, era
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sensible al inhibidor irreversible clorgilina. Mas tarde, mediante estudios bioguimicos
y farmacologicos fue demostrado que ademéas las dos formas de la enzima podian ser
distinguidas por su peso molecular, afinidad a diversos sustratos, su distribucion y por
sus propiedades inmunoldgicas (Glover, Sandler, 1986) (Tabla 2).

Resulta importante mencionar que, aunque cada isoforma muestra especificidad por
determinados sustratos, es posible que presenten una funcion cruzada, dependiendo
de la concentracion, afinidad y la tasa de recambio del sustrato; asi como también de
la concentracidn de la enzima (Tipton et al, 1987).

Por ejemplo, 10 pM de feniletilamina es oxidada por MAO-B, pero 1 mM de
feniletilamina es un sustrato comUn para ambas formas de la enzima en roedores,

humano y bovino (Suzuki et al, 1981).

Tabla 2. Caracteristicas de la MAO-A y MAO-B.
MAQ-A MAC-B

Preferencia por sustratos: Serotonina Feniletilamina
Morepinefrina  Benzilamina

inhibidores selectivos: Clorgilina Deprenil

Distribucién en tejido humano:

placenta si no
linfocitos ¥ plaguetas no si
higado Si si
cerebro Si si

Distribucién neural:

neuronas catecolaminérgicas si no
neuronas serotoninérgicas no si
asbrocitos no si




2. Localizacion de la MAO.

Se encuentra localizada en ta membrana exterior mitocondriat y esta distribuida
en la mayoria de los tejidos del cuerpo (Tabla 2). La ulilizacion de técnicas
inmunohistoquimicas e histoquimicas ha permitido su localizacién en una gran variedad
de espedies {(Willoughby et al. 1988, Saura et al., 1992). En humanos, la MAQ-A
periférica se expresa principalmente en placenta mientras que la MAO-B, en plaguetas
y linfocitos.

En el cerebro humano la forma predominante es la MAO-B, la cual se expresa en
astrocitos, glia radial y neuronas serofoninérgicas, mientras que la MAO-A se expresa
predominantemente en las neuronas catecolaminergicas (Garrick et al., 1982) (Figura
1).
La principal funcién de las MAO en cerebro es la de regular los niveles de
neurotransmisores liberados por las neuronas mediante su degradacidn metabolica.
En algunas regiones dei cerebro, tanto la enzima como su sustrato no se encuentran
en la misma neurcna. Por ejemplo, el sustrato preferencial para la MAQ-A es la 5-HT
pero esta no se encuentra en las neuronas serctoninérgicas, v para el caso de la MAQ-
B, es la PEA pero se encuentra presente en las neuronas serotoninérgicas y las células
gliales. El pape! de MAO en estas regiones quiza sea el de proteger a las neuronas de
la oxidacién de aminas extrafias 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 MAQ-A en la mayoria de los tejidos se presenta antes que la de la

MAQC-B. Al nacimiento, la MAQ-A alcanza casi la misma actividad que en la edad
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adulta, mientras que la de la MAC-B se incrementa con la edad, debido a la

proliferacion de las céluias gliales a o largo de la vida (Saura et al., 1994).

Figura 1. Esquema de neurona dopaminérgica y serotoninérgica.

Tirosina [

DOPAC

Neurona dopaminérgica Neurona serotoninérgica

DOPAC= dcldo 3,4-dihidroxifentiacetico
BHIAA= d¢ido hidrexl-indol acético

TESIS CON
FALLA DE ORIGEH
3. Genes de la MAO.

Bach vy cols. {1988) clonaron a partir de tejido hepatico humano los dos cDNAs
que contienen la secuencia codificante completa de las MAQO-A y B. Un afio mas tarde,
fue reportada la localizacion cromosomal de MAO-A y MAO-B en sitios adyacentes v
en orientacién cola a cola, sobre el cromosoma X en humanos en la region Xp11.23-

11.4 (Lan et al., 1989).
E! andlisis de ambas secuenclas de aminoacidos mostré ia existencia de

diferencias, demostrando que ios dos tipos de enzimas son codificados por diferentes
genes.
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Andlisis posteriores demostraron que los dos genes tienen una homologia del 70% v
estan constituidos por 15 exones (Figura 2), presentando una organizacion idéntica
entre exon-intron, lo cual ha llevado a sugerir gue las dos isoenzimas provienen de la
duplicacion de un gen comun ancestral (Grimsby et al., 1991).

Por otro lado, se ha observado una alta homologia en la secuencia de aminoacidos
entre diversas especies de mamiferos. Esta conservacion de la estructura para cada
isoenzima parece reflejar fa presion evolutiva por mantener la funcion fisiolégica

especifica de cada MAO, (Shih et al., 1998).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN |

Figura 2. Cromosoma X

Xp 11.23-11.4

Gen MAO-A Gen MAO-B

L 1IIRE ARENIRERAERN I
v \ \

uVNTR FnudHi EcoRV
- M. Brunner
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4. Organizacién de la region promotora de los genes de la
MAO.

Zhu y cols. (1992) identificaron las secuencias de DNA responsables de la
aclivacion de la transcripcidon de los genes de las MAO-A y B. Cuando estos
consiructos fueron transfectados a lineas celulares, la actividad méxima del promotor
para la isoforma 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 union Spl y
comparten eh st secuencia aproximadamente un 80% de identidad con la MAO-B. Sin
embargo, la organizacion de los elementos de franscripcion 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 bidireccionat (Zhu et al, 1994). Se piensa que las
diferencias en la region promotora de los dos genes se encuentran involucradas en la
expresion celular y tejido especifico caracteristico para cada iscenzima. Estudios
posteriores reportaron la presencia de una secuencia de repelicion en la region
promotora del gen de la MAO-A que posiblemente se encuentre involucrada en su

actividad transcripcional (Zhu, Shih 1997).

Pstl Drali  Rsal Pvall Dralf  MAQ-A
1 | ] | | 1 | |
-1400 -1200 1000 -300 ~600 400 =200 -Lpb
Pyull =352 Drall
Constructo A 0.14

Figura 3. Mapa de restriccion de 12 regioén promotora del gen de la MAO-A. La caja de
la derecha representa la secuencia codificante del 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 pensd
podian reflejar variabilidad en los sitios de iniciacion de la transcripcién, polimorfismos
alélicos o la existencia de miftiples genes para la MAQ-A.

Mediante la utilizacién de los polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion
(RFLP) se realizd un tamizaje en el DNA genémico de cince individuos no
relacionados, con 35 diferentes enzimas de restriccion; solo con una, la EcoRV, se
detectd variacion polimarfica (Ozelius et al., 1988). La region del palimorfismo se
encuentra localizada en la posicidn 1460 y se caracteriza por ef cambio de una citosina
por timina, la cual genera el sitio de restriccidn (figura 2). Un analisis en un grupo de
individuos caucasicos (19 mujeres y 13 hombres), reveld una frecuencia de 65% para
el alelo denominado A1 y 35% para el A2 (Ozelius et al., 1988). Un afio mas tarde se
describié otra regién polimérfica mediante el uso de DNA digerido con Msp/, reportando
una frecuencia del 67% para el alelo 1y del 33% para el alelo 2 (Ozelius et al., 1989).
Esta mutacidén se encuentra en una region codificadora v se piensa que esta

involucrada en funciones rfguladoras del gen,

En 1991, Hotamisligil y Breakefield llevarcn a cabo un estudio de asociacion entre
variantes alélicas en el gen de la MAO-A y medicion de los niveles de ia actividad
enzimatica en fibroblastos de la piel. Analizaron las dos regiones polimoérficas
previamente descritas (Qzelius et al., 1988 y 1289) y reportaron la presencia de un

huevo polimorfismo mediante la utilizacion de DNA digerido con la enzima de
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restriccion Fru4H!. Esta Ultima se encuentra localizada en el exdn 8, en la posicion 941
y se caracteriza por la substitucién de una timina por una guanina, creando el sitio de
corte. Este tiltimo polimorfismo vy el denominado FcoRV, ocurren en la tercera base del
coddn, no afectando la secuencia del aminoécido (mutaciones silenciosas). Ademds
ha sido reportado que ambas regiones se encuentran en completo desequilibrio de
enlace.
Los tres polimorfismos definen cuatro posibles haplotipos, pero sdlo tres fueron
observados en ia muestra estudiada por Hotamisligit y Breakefield (1991). El analisis
reveld diferencias estadisticamente significativas entre la distribucién de estos
haplotipos v niveles bajos o altos de la actividad enzimatica medida en fibroblastos de
piel humana en cultivo (Hotamisligh, Breakefield, 1991},
Estudios posteriores reportaron la presencia de ofros polimorfismos, uno de
dinucledtidos, designado MAOCA-1 (Black et al., 1991} y otro, de los denominados
VINTR ¢ nlmero variable de repeticiones arregiadas en tdndem en el segundo intron
del gen de la MAQ-A (Hinds et al., 1982).

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 bioguimicos no
reveld la presencia de actividad enzimatica 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., 1993b). Con el objeto de establecer si la pérdida de la actividad era
causada por una mutacién en la estructura del gen de la MAO-A, se llevs a cabo la

secuenciacion del gen, Se detectaron cuatro substituciones, tres polimorfismos
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neutrales (posiciones: 941, 1077 y 1460} y una mutacidn no conservada de una
citosina por una timina, en ia posicion 936. Esta mutacién cambia una glutamina (CAG)
a un codén de terminacion (TAG) en la posicion 296 de la secuencia de aminoacidos.
Este dltimo dato fue compfbbado mediante la amplificacién y secuenciaciéon del octavo
exén, confirmando su presencia en cada uno de los cinco pacientes hombres
clinicamente afectados y en dos heterocigotos obligados. Por el contrario, la mutacion
fue excluida en 12 hombres no afectados de esta familia (Brunner et al., 1993a).
Finalmente, con el andlisis de 98 individuos no relacionados, se identificé un
polimorfismo VNTR en la region promotora (Sabol et al., 1998). Se observd la
presencia de 4 variantes: el alelo 1, el cual contiene 3 repeticiones de una secuencia
de 30 pb; el alelo 2, con 3.5 repeticiones; &l alelo 3 con 4 repeticiones, ¥ el alelo 4, con
5 (Figura 4}. A este polimofismo se le denominé MACA-UVNTR (upstream variable
number of tandem repeats). La localizacion de esta regidn sugirio gue posiblemente
pudiera tener un efecto sobre la transcripcion del gen, por lo gue se llevd a cabo la
fransfeccién de las cuatro variantes en cultivos de lineas celulares. El anglisis de la
expresién de los cuatro constructos mostro que aquelios que contenian los alelos 2 y
3 expresaban niveles mas altos gue los que contenian los alelos 1 y 4. Debido a que
los alelos 2 ¥ 3 pareceh actuar como activadores de la transcripcion y los alelos 1y 4
no cuentan con esta habilidad, se ha sugerido que el gen requiere que dicha region
tenga una longitud 6ptima para llevar a cabo su funcién de manera adecuada.
Sin embargo, no se sabe si en la expresién de!l gen, el polimorfismo UVNTR es el sitio
de union para un factor de transcripcion o su presencia provoca alieraciones en la

estructura de la cromatina. Ademas, serd 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 MAQO-A, han
mosirado tener para los polimorfismos EcoRV y Fnu4H!, frecuencias alélicas similares
entre diversas poblaciones, a excepcion de los Japoneses (Tabla 3). Para la region del
promotor podemos observar, que se han descrito 4 alelos, sin embargo, en algunas
poblaciones sélo se ha reportado la presencia de dos de los alelos, como es el caso

de los mexicanos y japoneses (Tabla 3).

Figura 4. Polimorfismo uVNTR del gen de ia MAO-A.
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Tabla 3. Frecuencias de alelos reportadas en diferentes poblaciones.

Poblacién n Alelos Frecuencias n (%) Referencia
Mujeres Hombres Total
EcoRY
Mexicana 124 1 84 (66) 39(65) 123(65) |[Camarenaetal,
2 44 (34) 21 (35) 65 (35) [2001.
Caucésicos (Francia) 87 1 - - (70) |Coron et al., 1986.
2 - - {30)
Caucésicos {Europa) 89 1 55 (67) 2B(60) 83 (64) | Parslan éFal., 1689,
' 2 27 (33) 9 (40} 46 (36)
Fnudtil
Mexicana 41 1 22(73) 19({73) 41 (73) | Camarena et al, 2002,
2 B{27) 7 {27) 15 {(27)
Caucésicos (Europa) 89 1 57(68) 33(72} 80 (70) | Parsian et al, 1999,
2 27(32) 13 (28) 40 (30)
Caucésicos (Briténicos) | 84 1 52(70) 22(73) 74 {71) | Craddock et af , 1995,
2 22(30) 8(27) 30 (29)
Caucasicos (Europa} 55 i 49(84) 11 (65) 60 {65) |Lim st al., (1995).
2 27 (36) B (35) 33 (35)
Japoneses 100 1 58 (56) 28 (58) 86 (56) | Muramatsu et al ,
2 46 (44) 20(42) 66 (43) | 1997.
uVNTR
Mexicana 110 1 44 (40) 19(35) 63 (38) | Camarena et al.,
3 66 (60) 36 (65) 102 (62) | 2002,
Blancos no hispanicos | 1629* 1 - - 539 (33) | Sabol et al., 1998.
2 - - 8 (0.5)
3 - - 1056 (65}
4 - - 26 {1.5)
Hispanicos’ gz 1 - - 27 (29} |Sabol et al., 1998,
3 - - 65 (71)
Afro-Americanos a8* 1 - - 52 (59) | Sabol et al., 1998,
{nagros). 2 - - 2(2
3 - - 32 (37)
4 - - 2(2)
Japoneses 254 1 152 (59) 78(62) 230 (60) | Kunugi et al., 1998,
3 106 (41) 47 {38) 153 (40)
n es el nimero de individuos incluldes en ef estudio.

" Serefiers al niimero de alelos estudiados.
1 Seincluyeron dentro de este grupo, sujelos de Latinoamérica y de Espafia.
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6. El papel de la enzima MAO en los trastornos psiquiatricos.

A partir de los estudios que mostraron asociacién entre variantes moleculares
y niveles de la actividad enzimatica (Hotamisligil, Breakefield, 1991) y la deteccion de
la mutacién puntual (Brunner et al., 1993), diversos grupos han estudiado estas
regiones como posibles marcadores moleculares involucrados en ef desarrolio de
diversas enfermedades.
En el campo dé la Psiquiatria existe un gran interés en buscar marcadores biologicos
que puedan identificar é los individuos gue sean susceptibles de desarrollar algin
trastomo mental. Entre las diferentes posibilidades destacan las evidencias de que las
alteraciones en el metabolismo de las aminas podrian estar involucradas de manera
importante en diversos trastomos psiquiatricos. El descubrimiento en humanos, de que
las plaquetas presentaban actividad de monoamine oxidasa, abiid la posibilidad de
probar esta hipdtesis. A principios de la década de los 70's, se suscité gran interés al
reportarse una actividad menor de la MAQ en plaquetas de esquizofrénicos cronicos
en comparacion con sujetos controf (Murphy y Wyatt, 1972). Un afio después se sugirid
que la actividad de MAOQO plaquetaria podria ser un marcador genético en la
patogénesis de diversos trastornos psiquidtricos (Wyatt et al., 1973),
Por ofro 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, Kalin 1980; Shih et al., 1999). Estudios realizados
en sujetos de la poblacion general han reportado diferencias en el perfit psiquiatrico y
rasgos de personalidad dependiendo si tienen niveles altos o bajos de la actividad de

la MAO. Por ejemplo, se encontrd que individuos que no presentaban ningin trastorno

r
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psiquidtrico ¥ que presentaban niveles bajos de la actividad de la MAO, estaban
asociados significativamente con puntajes altos en las escalas de personalidad que
miden la extraversidn y blisqueda de sensaciones (Murphy et al., 1977; Schooler et al.,
1978; Oreland et al., 1998; von Knorring et al., 1984; Lidberg et al., 1985; Belfrage et
al.,, 1992), asi como fambién con conductas agresivas (Brunner et al., 1983), Estos
datos han sugerido que quiza este marcador bioldgico, mas que estar ligado a un
trastomo, parece estar fuerternente asociado a rasgos de la personalidad (Buchsbaum
et al., 1976; von Knorring AL et al., 1991; Belfrage &t al., 1992).

Se ha demostrado que la actividad de la MAO en plaquetas se encuentra
genéticamente determinada, es heredable y estable a fo largo de la vida (Belfrage et
al., 1992). E! grupo de Breakefield (1980) realizé un estudio en tres pares de gemelos
monecigoticos. Los niveles de la actividad para cada par de hermanos mostraron una
alta concordancia. Por otro lado, se ha reportadd que familiares de primer grado de
pacientes esquizofrénicos, con enfermedad bipolar y alcohdlicos, muestran una menor
actividad de ia MAO en plaguetas, cornparado con sujetos de la poblacién general
(Leckman JF et al., 1977, Devor EJ et al, 1993; Oxenstiena G et al.,, 1988;
Alexopoulos GS et al., 1983). Con base en los hallazgos anteriores se ha propuesto
que cambics en la actividad enzimatica debida a las variaciones en el gen de la MAQO,
podrian ser un factor clave en el desarrollo de diversos frastornos psiquiatricos
(Hotamisligil, Breakefield, 1991).

8in embargo, la medicion bioguimica de la actividad de la MAO en tejido periférico no
ha podido ser utilizada como un marcador biolégico confiable debido a que presenta

algunos problemas. Existen miltiples factores que producen variaciones en los niveles
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de la actividad plaquetaria, entre los que se encuentran el uso de medicamentos, el
estado hormonal, la edad, el género v la dieta (Gade et al., 1998). Por ofro lado, se ha
observado que los valores obtenidos en su medicion, pueden variar dependiendo del
tipo de metodologia utilizada. Como consecuencia resulta importante implementar
metodologias que permitan realizar el analisis con una mayor sensibilidad y
reproducibilidad.

La clonacidn y secuenciacion del gen de la MAO-A v la identificacién de diversos
polimorfismos, resultan importantes herramientas que pueden ser ulilizadas con la
confianza de que proporcionaran resultados reproducibles, en comparacién con el uso
de:la medicion de la actividad enzimatica. Esto sera posible, sélo si se localizan
polimorfismos que tengan un correlato funcional en la determinacion de la actividad
enzimatica. De esta manera, la portacidn de determinada variante molecular nos podria
indicar en cada sujeto analizado, si presentara una mayor o menor actividad de la
enzima,

El uso de este tipo de metodologias nos permitira tener resulfados rapidos y con una
mayor sensibilidad para el estudio de trastornos en los que se sospecha que este tipo
de alteracion pudiera estar participando en el desarrcllo de algunas enfermedades

mentales.

Ef uso de inhibidores de la MAQ en los frasfornos psiquigtricos.
Se encuentra ampliamente documentada a eficacia terapetitica que ejercen los
medicamentos que actian mediante fa inhibicion de la MAQ en trastornos tales como

ta depresion, el trastorno de panico con agorafobia, la fobia social, la bulimia, el
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trastomo de estrés postraumatico y el trastomo limitrofe de la personafidad. Ademas,
se ha reportado que pacientes refractarios al tratamiento con medicamentos habituales,
responden adecuadamente a los inhibidores de la MAO en el frastorno obsesivo
compulsivo, fricotilomania, dismorfofobia (Liebowitz et al., 1990; Erfurth A y Schmauss,
1993). En particular, ia Moclobemida (inhibidor especifico reversible de la MAC-A)
presenta pocos efectos colaterales y puede ser utilizado en fratamientos combinados
con inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina en pacientes refractrarios
(Joffe y Bahish, 1984).

El grupo de Jenike (1997) reporté que en pacientes TOC, los inhibidores de la MAO
muestran una mayor eficacia en aquellos gue presentaban cbsesiones de simetriay -
tipo somética. Sin embargo, su uso ha sido limitado debido a los efectos colaterales
gue se presentan al interaccionar con otros medicamentos y ciertos alimentos (Joffe

Ry Bakish D, 1994),

MAO-A y B en alcohofismo y tabaguismo.

Diversos estudios han sugerido una relacion entre fumar tabaco y la disminucion
de la actividad de la MAO. Por ejemplo, los fumadores consuetudinarios muestran
niveles reducidos de MAQ-A y MAQO-B (Fowler et al, 1986a v b). Por otro lado, estudios
in vitro han reportado que las actividades de las dos Iscformas se encuentran
decrementadas en animales expuestos al humo de cigarro (Carr, Rowell, 1990; Yu,
Boulton, 1987; Berlin et ai, 1995).

El mecanismo involucrado eén la inhibicion de MAO por el humo de cigarro se

desconoce, sin embargo, se ha propuestc que dos de sus componentes, el
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formaldehido y el cianuro, forman aductos con el grupo amino de la proteina MAQO,
provocando un decremento en su actividad inducida por cambios conformacionales
(Boutton et al, 1988). Por otro lado, la nicotina, el principal compuesto activo en el
tabaco, ha mostrado efecto sobre ambas enzimas en cerebro humano y en plaquetas
(Carr, Bashman, 1891; Oreland et al, 1981),

A partir de datos que muestran niveles bajos de la actividad enzimatica en individuos
alcohdlicos, fa MAO también ha sido involucrada en el alcoholismo (Devor et al, 1993,
Faraj et al, 1994). Se ha sugeride que mutaciones en el gen de la MAC-A se
encuentran involucradas en la susceptiibilidad a desarrollar alcoholismo, debido a la
asotiacion reportada entre aleios de la MAO-A y alcoholismo en caucésicos (Parsian

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

MAQ-A y B en trastarnos refacionados con ef estres,

Ei uso de fAarmacos inhibidores de la MAO ha demostrado grandes beneficios
terapéuticos en pacientes con el trastorno de estrés posttraumdtico y con atagues de
pénico {Liesbowiiz et al, 1990), lo cual sugiere que estos compuestos tienen un efecto
directo sobre el esirés y el miedo. Doyle et al. (1996) demostraron una correlacién
entre las actividades de las MAO-A y B vy el estrés. Ratones deficienfes en estas
enzimas muestran una alta reactividad al estrés, debido a que la norepinefrina v la
dopamina median Ia respuesta al estrés y su accién se encuentra potencializada. Estos
hallazgos son consisientes con niveles glevados en cerebro de norepinefrina y
dopamina en ratones knock-out (KO) de MAQ-A {Cases et al., 1995) y de fenilefifamina

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

Diversas lineas de evidencia sugieren que el sistema serotoninérgico parete
estar involucrado en [a manifestacion de conducias agresivas (Korte et al, 1998). Por
ejemplo, existen reportes que muestran que ratones carentes del receptor 5-HT1B
desarrollan una conducta agresive-ofensiva. Come ya fue mencionado, una de las
principales enzimas que participan en la degradacion de serctonina son las MAO. Con
respecto a esto, se ha generado una linea de ratones KO en la que se han
interrumpido los exones 2 y 3 del gen gue codifica para la MAGC-A {Cases et al, 1995);
las ¢rias muestran niveles elevados de 5-HT en cerebro y un sindrome conductual
caracterizado por presentar una mayor agresividad en los machos adultos (Cases et
al, 1995). Se ha sugerido que Ia agresién asociada con la deficiencia en MAQ-A quizas
esta relacionada con cambios estructurales en la corteza somatosensorial (Cases et
al, 1998}, en raspuesta a niveles corlicales elevados de 5-HT a MAO-A en los ratones
KO. La conducta agresiva en estos ratones parece estar relacionada con el reporte de
{a familia holandesa en que los hombres mostraban una conducta agresiva asociada
con una deficiencia de MAO-A debida a una mutacién puntual en el exdn 8 del gen de

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

psiquiatricos.

El frastorno bipolar y la MAO-A,

A partir de la descripcion del fenotipo conductual en los pacientes portadores de
la mutacion de Brunner, se observd que era similar a los sintomas exhibidos por los
pacientes bipolares durante la fase maniaca. Debido 2 lo anterior, Lim et al (1995)
llevaron a cabo un estudio de asociacion de casos y controles. Los resulfiados
mosiraron una asociacién significativa para el polimorfismo Fnu4Hl, en el cual uno de
Ids alelos asociados a una baja actividad enzimatica mostro una alta frecuencia (85%)
en las mujeres con el trastorno en comparacion con las mujeres del grupo condrol
{64%). Divérsos grupos han tratado de replicar este hallazgo obteniéndose resultados
contradictorics. Recientemente, Preisig vy colaboradores (2000) realizaron un meta-
andlisis con los resultados de 5 estudios realizados en individuos caucéasicos (Lim et
al., 1995, Rubinsziein et al., 1996; Craddock et al., 1995; Parsian y Todd, 1997),
encontrando una asociacién significativa entre el polimorfismoe 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 desamollo del trastorno bipolar
en mujeres, sin embargo es necesario su replicacion utilizando estrategias de anilisis

que disminuyan posibles problemas de estratificacién pobiacional.

Esquizofrenia y MAO-A.
Como se menciond anteriormente, existen datos que muestran niveles bajos de

la actividad de ia MAO plaquetaria en pacientes con esquizofrenia, por lo que se ha

'
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sugerido a esta enzima como un marcador bioldgico en el desarrollo de este trastorno.
De forma alternativa a los andlisis bioquimicos, se han llevado a cabo estudios
moleculares en los genes de la MAO-A y MAGC-B.

Coron et al. (1996), analizando el polimorfismo EcoRV, encontraron una tendencia
significativa de asociacién entre el alelo 1 con una baja actividad enzimatica, y
esquizofrénicos de tipo paranoide.

Por otro lado, el andlisis de dos regiones de dinucleédtidos, MAOCA-1 y MAO-BATG)n
mostrd un desequilibrio de enlace entre uho de los haplotipos y pacientes
esquizofrénicos, sugiriendo que los sujetos acarreadores presentan una mayor

vuinerabilidad a desarrollar el trastomo (Wei y Hemmings, 1999).

Alcoholismo y MAG-A.

Existen datos acerca de que los niveles bajos de- actividad de la MAO
plaquetaria pedrian estar asociados con un incremento en el riesgo a desarrollar
alcoholismo, en particular el denominado tipo 1l, caracterizado por ser ia forma mas
severa del trastorno, de edad de inicio temprano, més frecuente en hombres y
asociado a personalidad antisocial (Cloninger, 1987b},

Estudios moleculares, como el analisis del polimorfismo de dinucledtidos MAOCA-1
mostraron una asociacion significativa entre los alelos de longitud mayor y pacientes
alcohdlicos hombres (Vanyukov et al., 1995b). Ademas, un estudio realizado en Chinos
mostré también una asociacién positiva entre el grupo étnico Han y el alelo 2 del

polimorfismo EcoRV (Hsu et al., 1996). Datos obtenidos del anélisis del polimorfismo
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funcional del promotor, uVWNTR, mostraron que al subagrupar a los pacientes
alcohdlicos, con y sin trastorno de personalidad antisocial, aquellos que si
presentaban, tenian una mayor frecuencia del alelo 3 (Samochowiec et al., 1999). El
anterior hallazgo vy el dato de presencia de la mutacion en pacientes con rasgos
agresivos (Brunner et al., 1993a) condujo al andlisis secuencial del exén 8 en 50
sujetos con alcohofismo tipo Il. Los resultados mostraron diferencias significativas para
los alelos 2 de los polimorfismos EcoRV vy Frnu4HI (Parsian, 1999) en este tipo de
pacientes. Estos resultados parecen sugerir gue el gen de la MAO-A se encuentra mas
asociado al trastorno de personalidad antisocial que al alcoholismo, datos gue tendran

que ser probados utilizando estrategias con mayor sensibifidad.

Depresion y MAO-A.

La eficacia farmacolégica de agentes inhibidores de la MAO-A, como la
moclobemida, en el tratamiento de la depresion, aunada a los diversos estudios que
reportan niveles bajos de la actividad enzimatica en sujefos con depresion,
proporcionan una fuerte evidencia que apova el estudio de esta enzima como un
posible marcador genético involucrado en la etiologia def trastorno. -

Hasta el momento se han estudiado diversas regiones polimérficas en el gen de la
MAQO-A en pacientes con depresion, El primer estudio analizé los polimorfismos
MAOCA-1, el VNTR y el Fnu4HI (Muramatsu et al., 1997) y dos grupos (Kunugi et al.,
1999; Schulze et al., 1999) anaiizaron el polimorfismo de la regién 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 depresién. Sin embargo, se ha reportado asociacion
positiva enfre la MAQO-A y algunos frastornos que presentan comorbilidad con
depresion, en particular, con el trastorno obsesivo compulsivo (Camarena et al., 1998;

Karayiorgou et al., 19399).

MAO-A y agresividad.

Diversos estudios han reportado niveles bajos de la actividad de MAO-B
plaquetaria en sujetos agresivos y violentos (Belfrage et al., 1992). El dato anterior y
el importante hallazgo de la presencia de una mutacion puntual en el gen de la MAQO-A
en hombres con conducta agresiva (Brunner et al., 1993a) han propuesto la hipdtesis
de que una disfuncion enzimatica pudiera estar asociada a este tipo de conductas.
Vanyukov y colaboradores (1995a) propusieron que variaciones en la estructura del
gen, particularmente en el tamaiio, contribuyen a las diferencias en la actividad de ia
enzima, pudiendo asi ser uno de los factores determinantes de la varianza genética de
la agresividad en la poblacién. El analisis de la region de dinucledtidos MAQCA-1, no
mostré una asociacidon enfre este polimorfismo y variaciones en la agresividad.
Recientemente fue reportada una asociacion positiva entre los individuos portadores
de los alelos de baja actividad transcripcicnal (1 y 4) y puntajes bajos de agresividad
e impulsividad, comparado con Ios individuos con alelos 2 y 3 (Manuck et al., 2000).
Aunque este resultado va en sentido contraric a los datos reportados, resulta
importante que se lleven a cabo més estudios moleculares en muestras de pacientes

que presente este tipo de conducta.
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MAQ-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 relacién con la
agresividad (Brunner et al., 1993% Cases et al., 1995) han sugerido gue secuencias
reguladoras o estructurales del gen de la MAC-A podrian estar asociadas con una
variabilidad conductual y fisiolégica en humanos.

Recientemente, se planted la posibilidad de que el polimorfismo funcionat UWNTR del
promoter pudiera estar asociado a rasgos de personalidad que predisponen a la
ansiedad (neuroticismo, inhibicion conductual, afecto negativo) 6 a la conducta
antisocial {psicoticismo) (Jorm et ai., 2000). E! analisis de los resultados mostrd
asociacion estadisticamente significativa entre el genotipo homocigoto del alelo corto
(885, short-short) con una transcripcion baja del gen y puntajes aitos de ansiedad en
el grupo de las mujeres. En un estudio anterior fue reporiado por este mismo grupo una

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

Trastormo obsesivo compulsivo.

La MAGC es una de las principales enzimas encargadas de la degradacién de
dos de los neurotransmisores (dopamina y serotonina) que se piensa se encuentran
involucrados en el desamollo de este trastomo. Debido a lo anterior, se inicid el estudio
del polimorfismo EcoRV del gen de la MAO-A en un estudio de casos y controles. Se
encontrd una frecuencia elevada del alelo 1, relacionado con una actividad enzimatica

baja en mujeres con el trastomo, comparado con sujetos sanos y con un grupo de
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individuos que presentaban depresion (Camarena et al., 1998). Recientemente,
mediante el analisis de familias tipo fric (papa, mama y sujeto afectado) utilizando una
metodologia denominada HRR (Riesgo Relativo por Haplotipo), la cual evita problemas
de estratificacion poblacional, fue analizado el polimorfismo Fnu4Hl en pacientes TOC
y sus familiares. Los resultados mostraron una transmision preferencial del alelo 2,
relac_:ionado con una actividad enzimatica alta, en el 88% de los probandos hombres,
que ademas presentaban comorbilidad con depresién mayor {Karayiorgou et al, 1999).
El analisis de la transmisién materna mostré que 14 de las 15 madres informativas,
transfirieron el alelo 2. Estos dos estudios (Camarena et al., 1998; Karayiorgou et al.,
1899} son consistentes con reportes previos schre los efectos benéficos de los
inhibidores de la MAO-A en algunos subtipos dsl trastorno, entre [as que se ha
propuesto el género, Sin embargoe, es necesario que estos resultades sean replicados,
asi como también el analisis de polimorfismos funcionales que puedan comprobar

astos hallazgos.

8. Trastorno obsesivc compulsivo.

El trastorno obsesivo compulsivo (TOC) es el cuarto trastomo psiquiatrico més
comiin y es una cendicion clinica heterogénea y cranica. Se encuentra clasificado por
el manual diagndstico y estadistico de los {rastornos mentales en su cuarta edicién
{DSM-IV, Diagnostic and Statistical Manual of Menta! Disorders)(ver apéndice} como

un trastorno de ansiedad que se caracteriza por la presencia de ideas, imagenes,
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impulsos o pensamientos no deseados gue se experimentan como infrusivos, absurdos
y sin sentido, no pueden ser evitados por un acto de voluntad y aparecen de una
manera repetitiva {obsesiones). Estas ideas frecuentemente se acompafan de
conductas que se gjecutan también de manera repefitiva, ritualista y estereofipada, que
son percibidas como innecesarias y generalmente se realizan en respuesta a una
ohsesion {compulsiones) (Black J, 1992).

Entre el tipc de obsesiones mas comunes se encuentran: obsesiones de
contaminacién, obsesiones agresivas {imagenes sobre hacer daiio a otros o a si
mismas), preocupacion por [a moral y la religion, dudas constantes sobre todo v
acumulacion de objetos. En cuanto al tipe de compulsiones, las mds comunes son: de
higiene v }impie_za {tavado continug de manos), de simetria, repetir una conducta para
protegerse contra dafios imaginarios, verificacion (revisar que el gas esté apagado),

ordenar constantemente ias cosas y rezar reiteradamente.

Datos epidemiologices muestran que este padecimiento es frecuente, ¢on una
prevalencia a lo largo de la vida entre el 1y 3% y se presenta en proporcidn similar en
hombres y mujeres (Nestadt et al,, 2000). Se han observado diferencias demograficas
y sintornatologicas por género, por ejemplo, la edad de inicio es mas temprana en
hombres, mientras gue en general las mujeres muestran obsesiones agresivas y de
contaminacion y rituales de limpieza; en tanto que los hombres tienden a reportar una
alta frecuencia de obsesiones de exactitud, sexuales y de simetria (Baer 1993; Bogetic
et al., 1999). También ha sido reportado un efecto diferencial por género en cuante a

los trastornos comérbidos en el TOC. Las mujeres muestran una historia positiva para
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trastornos de la alimentacion y para depresién mayor; en tanto que los hombres
presentan fobia social, alcoholismo (Bogetto, 1999} y trastornos que presentan tics,
como el sindrome Gilles de la Tourette vy los tics cronico motores, catalogéndolos como
unc de ilos principales subtipos del frastormo (Pauls, Leckman, 1986). Esta frecuente
asociacion con diversos frastornos sugiere que posiblemente se trate de un sindrome
con multiples etiologias, 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 algin trastorno con tics (10.3 y 4.6%),
comparado con la poblacién en general (1.9 y 1%) (Pauls et al, 1995).

Han sido reportadas diferencias en ol tipo de compulsiones que presentan los
pacientes TOC con tics y aquellos gue no los presentan. El grupo con tics mostrd una
mayor frecuencia de compulsiones tales como tocar, rozar, parpadear y golpear, y en
menor grado, fimpiar. El contar se encontrd sél_o cuando no se presentaba la
compulsidn de contaminacion (Holzer et al, 1994),

Ofro subtipo que se ha propuesto es el relacionado con Ia edad de inicio. En general,
los hombres presentan una edad de inicio temprana y una forma mas severa del
trastorne, comparado con ias mujeres (Pauls et al, 1995). Esto ha llevado a proponer
que posiblemente refleje un daiio biologico en el cual los hombres son més 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 fiene una base genética.
Los estudios de familias estiman la prevalencia de un trastomo entre los familiares de
sujetos afectados con el trastorno que se encuentra bajo investigacién. Esta
prevalencia es comparada con la observada en poblacién general o en grupos confrol.
Si la prevalencia es mayor a las {asas reporiadas en la poblacion general, se concluye
que fa enfermedad es familiar (Nicolini, 1999). En el estudic de! TOC, se han llevado
a cabo dos metodologias para estimar la prevalencia del trastorno en familiares: el
| método de historia farﬁiliér 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, diferenciandolo asi del método de estudio familiar‘en el que se
utilizan entrevistas directas con cada uno de los integrantes de la familia.
En ef estudio del TOC., dos hallazgos han surgido a partir del uso de estos dos subtipos
de metfodologias: el primero es la presencia de una alta prevalencia del tfrastorno en
los familiares de primer grado de los probandos comparado con la tasa estimada para
la poblacién general, y el segundo, es la alta comorbilidad que presenta el TOC con
 enfermedades que presentan tics, como los tics cronico motores y con el sindrome de
la Tourette (Nicolini et al., 1999},
Pauls et ai. (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 trastomo
fue significativamente mas grande en los familiares de probandos (10.9%) comparado

¥
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con el grupo control (1.9%). Ademas, la frecuencia de tics fue también
significativamente més alta en los familiares de los pacientes con TOC (4.6%) que en
los sujetos en comparacion (1.0%). Estos resultados llevaron a concluir la presencia
de una gran heterogeneidad clinica, sugiriende los siguientes subtipos: una forma del
trastomo de tipo familiar y ademas relacionada con enfermedades que presentan tics,
ofra con caracteristicas 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 fendmeno natural de los sujetos nacidos de
partos gemelares. Los gemelos pueden ser de dos tipos: monogigotos y dicigotos
dependiendo de cudnta informacién genética comparten entre si. Los gemelos
monocigotos, también llamados idénticos, comparten el 100% de sus genes. L.os
gemelos dicigotos o fraternos, comparten 50% de su informacion genética, es decir,
el mismo porcentaje que comparten dos hermanos entre si (Plomin et al., 1997). Ei
grado de similitud fencotipica entre gemelos se denomina concordancia, por lo que &l
meétodo consistira en comparar el nimero de gemelos monocigotos en los cuales
ambos miembros estan afectados, con el ndmero de pares de gemelos dicigdticos
concordantes para el rasgo de interés. Cuando la concordancia de los gemelos
monocigotos es significativamente mas alta que la concordancia de los gemelos
dicigdticos, 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 estudics de gemelos realizados en refacion con el TOC, muestran una mayor
concordancia entre los gemelos monocigotos en comparacién con los dicigotos,
apoyando la hipétesis de que es un padecimiento hereditario. El primer estudio
realizado con los dos tipos de gemelos mosiré una condordancia del 87% para los
moenocigotos y del 47% para los dicigotos (Carey y Goitesman, 1981).
Rasmussen y Tsuang (1986) lievaron a cabo una revision de los estudios realizados
haéta la fecha, reportande una concordancia del 65% en gemelos monocigotos.
Finalmente, Clifford 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 frastorno, sin embargo aunque las tasas de concordancia han sido menores al
100%, es clarc que ofro tipo de factores, como los ambientales, también influyen de

manera importante en la expresion del TOC (Pauls D et al., 1985),

Estudios de segregacion.

Una vez que es establecida la existencia de agregacién familiar en un trastormno,
el siguiente pasc es determinar si el patrén de égregacién puede ser explicado por un
modelo simple de herencia, mediante el analisis de segregacién. Este esta
caracterizado por ser un método estadistico que analiza la frecuencia vy distribucion de
individugs afectados y no afectados en familias, con el propdsito de determinar el modo
de herencia. Los patrones de herencia resultan de la transmisidn de alelos de una a
otra generacion.

Los resuitados obtenidos a partir de esta metodologia pueden ser tomados como una
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evidencia indirecta de gue los genes en estudio pudieran estar involucrados en la
etiologia de un frastorno. Hasta la fecha existen solo tres estudios de segregacién para
el TOC. Nicolini et al. (1991) desarrollaron un analisis de segregacién en 24 familias
y los resultados no permitieron rechazar estadisticamente un modelo autosémico
dominante o uno recesivo. Aunqgue el modo de transmisién no fue detectable de
manera precisa, los resultados sugieren que el patrén de herencia puede ser explicado
por un modelo Mendeliano. Este patron es consistente con la hipotesis de la existencia
de un gen con efecto principal en la manifestacion del trastorno.

De manera interesante, el andlisis en dos estudios independientes, de 82 (Cavalini et
al.,, 1995) y 100 familias {Alsobrook et al., 1999), apoyan nuevamente de manera
consistente la existencia de genes con un efecto principal en la manifestacion del TOC.
Recientemente, este mismo modo de herencia es reportado al analizar 80 familias con
el TOC (Nestadi et al., 2000).

Aunque los estudios realizados hasta el momento apoyan que &l frastorno es causado
por un gen con efecte principal, es posible que por si solo no expliguen de manera
precisa el tipo de agregacion familiar; en consecuencia, se ha sugerido la posibilidad
de que factores poligénicos también contribuyan en la etiologia del TOC. Ademas,
resulta importante mencionar la posibilidad de que se trate de un trastorno heterogéneo

con diferentes ofigeries para cada uno de los diferentes subfipos.
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Estudios neurobiolégicos.

A pesar de que existe una gran cantidad de estudios en esta area, ain son
desconocidas las bases biolégicas del TOC. Diversas evidencias indican que se
encuenfran implicadas alteraciones en algunos neurotransmisores, cuya causa o efecto
podria estar involucrado en el desarrollo del padecimiento. Dos de los sistemas que

se piensa estan involucrados son los sistemas serotoninérgico y dopaminérgico.

a) La hipdtesis serofoninérgica.

Se ha sugerido la existencia de una disfuncién serotoninérgica cerebral como uno de
los posibles mecanismos patofisiologicos del trastorno, a partir de estudios
farmacolégicos que muestran Ia eficacla antiobsesiva de una gama de compuestos que
actt%an inhibiendo la recaptura de serotonina (clomipramina, fluvoxamina) (Zohar et al.,
19982). El efecto terapéutico de estos medicamentos ocurre por el biogueo de la
recapiura de serotoning, lo cual resulta en un incremento de los niveles de serotoning
en ia sinapsis, produciendo un aumento de los efectos de la serotonina sobre los
receptores postsinapticos (5-HT1A v 5-HT2) (Delgado y Moreno, 1998).

Aungue e! sistema serotoninérgico sirve como un instrumento de intervencién
farmacoterapéutica, no necesariamente apoya la idea de que dicho sistema se

encuenira involucrado de manera causal en la génesis del TOC.

Ofras evidencias que apoyan esta hipdtesis surgen a partir de los estudios que
utilizan marcadores periféricos como indicadores de la actividad serotoninérgica
central. Los andlisisis de la tasa de recaptura y unién a *H -imipramina y °H -paroxetina

i
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ilevada a cabo en plaquetas, han proporcionado datos que muestran una cotrelacion
entre la reduccién de ia actividad serotoninérgica y ia respuesta clinica (Flament et al,
1987).

Otro marcador ampliamente utilizado es el analisis del metabolito de la serotonina, el
acido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA), medido en fluido cerebroespinal de pacientes
con TOC. Los estudios farmacolégicos muestran asociacion. estadisticamente
significativa entre pacientes con TOC que tienen una eficaz respuesta terapéutica y un
decremento en los niveles del 5-HIAA (Thoren et al, 1980).

Finaiments, la meta-clorofenilpiperazina (m-CPP) es un agente con multiples acciones
sobre el sistema serotoninérgico. Estudios realizados por Zohar e Insel (1987) y mas
tarde por Hollander y cois. (1992) muestran que la m-CPP exacerba los sintomas
obsesive-compulsivos ?n algunecs pacientes 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 solucidn oral y una intravenosa.
Todo lo anterior sugiere que el sisterna serotoninérgico parece jugar un papel
importante en la patofisiologia del TOC, sin embargo, cerca del 40 al 50% de los
pacientes TOC que recibén este fipo de terapia farmacologica no muestran una
respuesta favorable, aun cuando hayan sido tratados concomitantemente con drogas
que potencian la transmisién serofoninérgica. Esto sugiere que otros sistemas de
neurofransmisores se encuentran tambien involucrados de forma importante (Goodman

et al, 1990).
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b) Hipdtesis dopaminérgica.

La evidencia mas directa sobre el papel del sistema dopaminérgico en ¢l TOC
surge a partir de los beneficios ferapéuticos obtenidos con la coadministracion de
antagonistas dopaminérgicos (neuroiépticos: haloperidol, pimozide) al tratamiento
habitual (McDougle et al., 1990).

Ofras evidencias que apoyan un poéible papel de la dopamina en el desarrollo del TOC
provienen de estudios que muestran la emergencia de sintomas obsesivo-cdmpu[sivos
como resultado de dafios ocasionados a los ganglios basales. Estas reglones son ricas
enh dopamina y son uno de los sitios anatomicos que se sugiere podrian estar
involucrados en la manifestacion del TOC.

Otra evidencia gue apoya esta hipotesis surge a partir del analisis de marcadores
periféricos con el propésito de evaiuar ja funcidn dopaminérgica presinaptica. Entre la
méas estudiada en el TOC se encuentra la enzima sulfotransferasa plaquetaria,
caracterizada por ser una via altema involucrada en el catabolismo de las
catecolaminas. Con base en lo anterior, es concebible que cambios en la actividad
enzimdtica de las sulfolransferasas afecten el balance entre diferentes
neurotransmisores.

Marazziti y cols. {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 desarroilo del trastorno.

Los anteriores hallazgos han propuesito que quizé un desbafance en la funcidn
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combinada de los sistemas SHT/DA, seria la responsable dgl desarrollo de los
sihtomas obsesivo-compulsivos.

En particular, se ha sugerido gue el decremento en los niveles de serotonina provoca
que las neuronas dopaminérgicas vean incrementada su funcién como resultado de fas
conecciones funcionales entre ambos tipos de neuronas en los ganglios hasales. De
esta forma, los pacientes con TOC y que presentan una historia positiva con
enfermedades que presentan tics, quiza representan un subtipo particular del trastorno
en el que se encuentra involucrado un desbalance de los dos sisternas de

neurotransmisores (Stahl, 1988},

Las enzimas son una parte fundamental en la funcién metabdlica de los
neurofransmisores, por lo gue resultan importantes blancos farmacolégicos. Con
respecto al TOC, se ha reportado una gran eficacia terapéutica de Jos inhibidores de
ia 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
quiza ia respuesta positiva a2 los inhibidores de la MAQ es efectiva y similar a la
obtenida con las drogas habituales, sblo cuando el TOC presenta comorbilidad con
algun trastomo de ansiedad o fobia social y también en algunos trastornos
considerados como pertenecientes al mismpo espectro de TOC, como la tricotilomania
y la dismorfofobia (Liebowitz et al., 1990}

Hasta la fecha, aln no es claro si el desarrollo del TOC es debido
principalmente & una disfuncién en el sistema serotoninérgico, en el dopaminérgico o

si radica en un preblema 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, ef siguients paso en la comprension de la etiologia del trastorno
es fa localizacion y caracterizacion de los genes que se encuentran involucrados en su
manifestacion. Basados en los antecedentes antes mencionados que apoyan la
participacion de fos sistemas dopaminéigico y serotoninérgico, diversos grupos han
tratado de analizar genes candidatos especificos v su posible papel en la manifestacion
del trastorno. Nicolini et al. (1998) reportaron una asociacién entre el genotipo A2A2
del gen del receptor D2 a dopamina (DRD2) en un grupo de pacientss TOC que
presentaban tics comérbidos comparado con aquellos gue no presentaban tics y con
un grupo de sujstos sanos. E! analisis por secuenciacion de tres exones de este mismo
gen no mosird diferencias estructurales al analizar un grupo de 45 pacientes con TOC
(Brett et al., 1895). Otro de los receptores dopaminérgicos que han sido estudiados en
el TOC, es el subtipe 4 (DRD4), de gran importancia en psigquiatria por ser uno de los
sitios de accidon de los antipsicéticos denominados atipicos. En particular, se ha
analizado un polimorfismo identificado en el tercer exon del gen. Este fragmenio de
DNA se predice que codifica para la tercer asa citoplasmética de la proteina, region
que esté‘asociada a la interaccién con protelnas Gs. Se ha reportado que existen
- diferencias funcionales asociadas al tamario del alelo, Esta regién es del tipo de
nimero variable de repeliciones en tandem (VNTR), caracterizada por ser una
secuencia de 48 pb gue se repite de 2 hasta 10 veces. El analisis de esta variante en

pacientes TOC, mostré una frecuencia elevada del alelo de siete repeticiones en
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aquéllos que presentaban comorbilidad con tics {Cruz et al., 1997). Posteriormente,
un grupo canadiense tratando de replicar el anterior haflazgo, reportdé una tendencia
aunque no significativa, hacia la misma direccién (Billet et al., 1998).

La respuesta farmacolégica benéfica de los inhibidores selectivos de la recaptura de
serotonina que act(ian sobre el transportador de serotonina (5-HTT), sustenta que el
gen que codifica la proteina transportadora es uno de los posibles candidatos
relevantes para el TOC. Se ha descrito un polimorfismo funcional en fa regién
promotora del gen, caracterizado por ser un sistema bialélico que consiste en una
insercian {alelo largo, 1) o una delecidn (alelo corto, s) de 44 pb (Heils &t al., 1996).
Reportes posteriores de este grupo muestran que [a forma / comparada con la s tiene
una mayor actividad franscripcional det gen, asi 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 (Billet t al., 1997;
Bengel et al., 1999), asf como también una mayor transmisién de esta misma variante
en 24 de 35 trios analizades mediante un modelo de aéociacién basado en familias,
denominado TDT (Transmission disequifibrium test). 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 (Mc Dougle et al., 1998).

Sin embargo, el andlisis del receptor de dopamina D3 {DRD3) vy el receptor de
serotonina 5-HT,,, no han demostrado asociacién estadisticamente significativa
(Nicolini et al., 1996).

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

neurotransrisores posiblemente involucrados en el trastomo son también importantes
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marcadores a estudiar. La catecol-orto-metiltransferasa (COMT) qué participa en el
catabolismo de dopamina ha sido también analizada en el TOC. Se reporté un
polimorfismo funcional asociado con variaciones en la actividad enzimatica, debida a
{a substitucion de una guanina por adenina, que resulta en el cambio de una valina
(alelo Val'® ¢ H- alta actividad) a metionina (Met'® o L-baja actividad)(Lotta et al.,
1995). El analisis de casos y controles mosiré una mayor frecuencia del alelo L en los
probandes masculinos, sugiriendo un dimofismo sexual de COMT en el TOC.
Recientements, mediante los métodes de asociacion basados en familias (TDT y HRR)
fueron replicados estos hallazgos, ya que se encontré una mayor transmisién del alelo
de baja actividad en pacientes TOC del sexe masculine.

Con respecto a la MAO y como un primer abordaje al estudio de este marcador
molecular en el TOC, nuestro grupo analizé &l polimorfismo EcoRV del gen de la MAO-
A. Etanélisis en casos y controles mostré una mayor frecuencia del alelo asociado a
una baja actividad enzimatica en los probandos mujeres que presentaban comorbilidad
con depresién {Camarena et al, 1998). Un afio mas tarde, en el analisis del
polimorfismo Fnu4Hf de este mismo gen, se encontré una asociacion significativa entre
el alelo asociado con una alta actividad enziméatica y pacientes TOC hombres
(Karayiourgou et al., 1999).

Por ofra parte, estudios farmacoldgicos utilizando agonistas especificos al
receptor 5-HT,p, han sugerido la posibilidad de que este receptor ée encuenire
involucrado en la patofisiologia del TOC. En particular, se ha reportado que el
Sumatriptan, el cual es un ligando especifico de este receptor, modifica los sintormas

ohsesivo-computisivos (Stem et al., 1998). Recientemente fue analizado el polimorfismo
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G861C, localizado en el gen del receptor a serotonina 5-HT,g,. Los resultados
muestran una transmisién preferencial del alelo G & los sujetos con TOC (Mundo et al,
2000). |

En conclusién, hasta la fecha existen datos moleculares interesantes sobre el posible
involucramiento de algunos genes en el desamrollo del TOC, sin embargo es necesario
que estos datos puedan ser replicados por ofros grupos, asi como también el anélisis
de otros genes, con el objeto de poder llegar a encontrar los factores de riesgo, tanto
genéticos como bioldgicos, importantes en su expresion, para poder asi conocer

acerca de la etiologia y patogénesis de este trastorno.
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HI DISENO EXPERIMENTAL

1. Planteamiento del problema.

Existe evidencia que apunta hacia la posibifidad de que una disfuncién en la
aclividad de la MAQ pudiera estar involucrada en el desarrollo de diversos trastomos
psiquistricos. Sin embargo, hasta |2 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 andlisis extenso de posibles genes
candidatos involucrados en la etiologia del TOC, entre los que se encueniran los
receptores dopaminérgicos D2, D3 y D4 v ef receptor serotoninérgico 5HT,, (Cruz et

_al., 1997, Nicolini et al., 1996).

A pariir de este estudio logramos identificar claramente que tanio el aleio A2 del
sistema DRD2/TaglA como el VNTR del alelo mayor de 7 repeticiones del gen del
receplor DRD4, distinguen a un subgrupo de pacientes TOC que presentan
comorbilidad con tics, lo que sugiere que quiza estos alelos funcionen como genes
modificadores interactuando. ya sea epistéticamente entre eilos o con otro locus,
provocando asi una mayor susceptibilidad al desarrollo del trastorno. Entre 10s genes
interesantes para estudiar estan los genes de la MAQ. Su participacidén en la
degradacion oxidativa de las monoaminas presentes en las neuronas presinapticas,
regulando por lo tanto su concentracion citoplasmética: sustenta la idea de que una
disfuncién en la actividad de esta enzima podria producir concentraciones anomales
de varios sustratos (entre los que han sido reportades, una alta concentracion de
dopamina y serotonina) modificando |a fransmisién neuroquimica.

Estudios de familias y de gemelos han sugerido en el TOC una base genética. Por otro

i
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Iado se ha demostrado que la actividad de MAQO en plaquetas esta genéticamente
determinada y es altamente heredable (Breakefieid y Eldstein, 1980). Se ha reportado
que familiares de primer grado de individuos que muestran una baja actividad de MAO
plaguetaria asociada a un trastomo psiquiatrico, tienen una alta probabilidad de tener
una actividad disminuida de la enzima, comparado con la poblacion general (Devor et

al., 1893).

Con base en lo anterior, nosoiros proponemos como hipdtesis, que variaciones
estructurales en el gen de la MAQ-A se encuentran involucradas en el desarrolio del

TOC.

2.  Objetivo general.

Determinar si existe asociacion alélica entre variantes moieculares 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 clinica, como edad de
inicio, género, severidad, comorbifidad con tics y depresién y presencia de obsesiones

agresivas y de simetria.
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3. Objetivos especificos.

1- Analizar variantes moleculares en el gen de la MAO-A en un grupo de pacientes con
trastomo obsesivo compulsivo, con el propdsito de buscar si alguna forma del zlelo se
encuentra asociada cen el frastorno o con alguna variable clinica, como edad de inicio,
género, severidad, comorbifidad con tics vy depresién y presencia de obsesiones
agresivas y cbsesiones de simetria.

Polimorfismos analizados; EcoRY, Fnu4H! vy uVNTR en un grupo de pacientes con

TOC y sus familiares.

2- Analisis de los resuitados mediante la estrategia denominada de fiesgo refativo por
haplotipe (HRR), con el objeto de contrarrestar los posibles efectos de heterogeneidad

genética y error de muestreo.

3- Analisis de la transmision de los haplotipos EcoRV/Fnu4HYUVNTR y su posible

asociacion con TOC o con algln sublipo particular,

4~ Analisis del desequilibrio de enlace {A) entre las fres regiones estudiadas.

5- Analisis de la mutacion de Brunner y su posible correlacién con obsesiones

agresivas.



4. Metodologia.

a) Descripcion de la muestra.

Se incluyeron pacientes que acuden a la consulta externa del Instituto Nacional de
Psiquiatria Ramoén de la Fuente Muftiz. Los requisitos para su inclusién fueron:

i} Cumplir los criterios diagndsticos del DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders fourth edition, American Psychiatric Association, 1994) para TOC {ver
apéndice). La evaluacién clinica fue hecha a {ravés de la entrevista estructurada DIS
(Diagnostic Interview Schedule, versién en espafiol) (Caraveo et al., 1991). A todos los
pacientes se les aplicardn las escalas Yale-Brown para evaluar el grado de severidad
del trastorno obsesive-compulsivo (Y-BOCS, versidn al espafiof) (Nicolini et al., 1996)
y Hamiiton para depresion (Nicolini et al., 2000). Se obtuvieron las historlas familiares
de cada uno de los pacientes. La ausencia o prasencia de tics se avalud clinicaments
utitizando los criterios del 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.

i} Que se pudiera obtener familias tipo trios, esto es, probando, padre y madre o
diadas (probando hombre y madre), con el propdsito de poder analizar los resultados
mediante la estrategia de HRR, en la cual se utiliza los alslos no transmitidos por los
padres a los probandos como grupo control (Falk CT et al 1987).

Se tomaron dos muestras de sangre periférica de10 ml, 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) Extraccion de DNA genémico.
Se lievé a cabo la extraccién del DNA a partir de sangre total mediante a técnica de
Lahiri (Lahiri, Nurnberger 1991). Finaimente el DNA es disuelto en buffer TE y

almacenado a 4°C.

c) Analisis de los polimorfismos en el gen de la MAO-A.
a) Se analizaron los polimorfismos por la amplificacidn a partir de DNA genémico
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Las condiciones para cada

una de las regiones analizadas se describen a continuacion.

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

Primers: orientacion sense: 5. TTAAMATGGTCTC GGG AAG G

orientacidn antisense: 5'-GCC CAATGACACAGCCITT

a) Reaccion de PCR; KCI 50 mM, Tris (pH 8.3) 10 mM, MgCl, 1.5 mM, gelatina 100
pg/mi,dNTP 1 mM de cada uno, 200 nM de cada primer y 1 U de Tag polimerasa
{Perkin-Elmer Cetus) y 250 ng de DNA gendmico, en un volumen final de 25 pl. Se
programaron 35 ciclos de amplificacién (94°C por 30 segundos, 57°C por 30 segundos,
72°C por 60 segundos) con un tiempo de extension final de 5 min a 72°C.

b) Chequeo de la amplificacién: 3 pl del producto de ampilificacion se mezclan con 2
wl de colorante de electroforesis en geles de agarosa al 0.8% en buffer TAE 1X.
Finalmente el gel es tefido en bromuro de etidio a una concentracion de 0.5 pg/mi por

15 minutos. El tamafio del fragmento amplificado es de 488 pb.
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c) Digestion de la muestra: 10 pl de DNA amplificado es digerido con 10 U de la enzima
de restriccion EcoRV con su buifer de reaccion adecuado,a una temperatura de 37°C
toda la noche.
d) Genotipificacion: el volumen total de digestion es cargado en un gel de agarosa al

2% en TAE 1X a 110 volts.

El patrén de bandas esperado es el siguiente; : “‘ SES CQN

FALLA DE ORIGEN

436 pb M e

11 12 22

Alelo 1: ausencia del sitlo de restriccion
Alelo 2; presencia del sitio de restriccion.

Secuencia de reconocimiento: GATATC

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

Primers: orientacién sense: 5 GAC CTT GAC TGC CAA GAT
orientacion antisense: 5'- CTT CTT CTT CCAGAA GGCC

a) Reaccion de PCR: KCI 50 mM, Tris {pH 8.3) 10 mM, MgCl, 1.5 mM, gelatina 100
ug/ml,dNTP 1 mM de cada uno, 200 nM de cada primer y 1 U de Taq polimerasa
(Perkin-Elmer Cetus) y 50 ng de DNA gendmico, en un volumen final de 25 pl. Se
programaron 35 ciclos de amplificacién (94°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos,
72°C por 30 segundos} con un fiempo de extension final de 10 min a 72°C.

b) Chequeo de ka amplificacion: se siguieron las mismas condiciones descritas para el

polimorfismo EcoRV. El tamario del fragmento amplificado es de 130 pb.

r
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¢) Digestién de la muestra: 10 ul de DNA amplificado fué digerido con 10 U de la

enzima de restriccion Fnu4H! con su buffer de reaccion adecuadc a una temperatura

de 37°C durante toda la noche.

d) Genctipificacion: el volumen total de digestion fue cargado en un gel de agarosa al

2% en TAE 1X a 110 volts.

El patrén de bandas esperado fue el siguiente:

130 ply - — —
65 pb . Bt
11 12 22

Alelo 1: ausencia del sitio de restriccién
Aleio 2; presencia del sitio de restriccién.

Secuencia ds reconocimiento: GC'NGC

Polimorfismo MAOQ-A/UVNTR (Sabol et al., 1998).
Primers: orientacion sense: &8 ACA GCC TGA CCG TGG AGA AG

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

a) Reaccién de PCR: KCI 50 mM, Tris (pH 8.3) 10 mM, MgCl, 1.5 mM, gelatina 100
ug/mLdNTP 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 genémiéo, en un volumen final de 25 pl. Se
programaron 35 ciclos de amplificacion (94°C por 1 minuto, 62°C por 1 minuto, 72°C por
1 minuto) con un tiempo de extension final de 10 min a 72°C.

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

polimorfismo EcoRV (paso b). El tamafio del fragmento amplificado es de 352 pb.
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¢} Genotipificacién: 10 ul del producto amplificado es mezclado con 8 ul de colorante
de electroforesis y cargado en un get de agarosa metaphor al 3% en TBE 1X a 110

volts,

El patrén de bandas es el siguiente:

382 pb

352pb R— —

340 pb — m——

322 pb

Alelo 4 3 2 1
SR 4R 35R 3R

R es el ndmero de repeticiones de la secuencia de 30 pb
35R=30 + 18 pb

d) Analisis de la mutacién de Brunner.
Dado que la mutacion descrita por Brunner et al {1893°) se encuentra a solo cuatro

pares de bases del sistema polimérfico Fnu4HI (Fig. 5), se utilizé el mismo protecoio
de amplificacién por PCR descrito anteriormente. Una vez checado el producto de
amplificacion se procedid a la deteccion mediante el método de SSCP (Single Strand
Conformational Polymorphism).

El método de SSCP (Rolfs et al., 1922) se basa en &l principio de que hebras sencillas
de DNA con diferente secuencia muesiran una movilidad distinta duranie el proceso
de electroforesis 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 enfonces
comparar la movilidad del DNA desnaturalizado contra un segmento de referencia de
secuencia conocida. Este método es muy utilizado para la deteccién de mutaciones
puntuales en el que el cambio de una sola base se ve reflejado en la alteracion en la

movilidad del fragmento a lo largo del gel. Bajo condiciones no desnaturaiizantes, 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 mutacién en la secuencia de DNA provoca cambios en la
conformacién espacial de la estructura y de esta forma en su movilidad, Ia cual podra
ser detectada durante el proceso de electroforesis en geles de poliacritamida. Estos
cambios soN visualizadqs a través de diversas técnicas, entre las mas utilizadas
tenémos ta incorporacién de P*2-dCTP en el fragmento de PCR y su posterior
autoradiografia, o mediante tincidn con bromuro de etidio o con plata, visualizados con
luz ultravioleta, o con primers fluorescentes. Sarkar y colaboradores (1992)
demostraren que bajo condiciones perfectamente estandarizadas y dependiendo del
tamafio 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 fos factores que afectan se encuentra
el calentamienio del gel durante la electroforesis, lo cual puede ser confrarrestado

mediante e} uso de glicerol al 5-10%.

El método de SSCP para la deteccion de la mutacion de Brunner.

1- Ampilificacién por PCR de la regién de interés mediante el protocolo del
polimorfismo Frnu4H.

2- Setomo 5 pl del producio amplificado, por duplicado y agregar 3 ul de colorante
SSCP. Se cafentd 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 cormié en geles de acrilamida no desnaturalizante al 8% con glicerot
al 7%. Las condiciones de electroforesis fueron a temperatura ambiente, a 30 watts

constantes en buffer TBE 1X frio.

La preparacion de las soluciones estan descritas en el apéndice.

Figura5. Exén 8 del gen de ia MAG-A.

TGCAAATACG TAATTAATGC GATCCCTCCG ACCTTGACTG CCAAGATTCA

1 2
CTTCAGACCA GAGCTTCCAG CAGAGAGAAA CCAGTTAATT CAGCGGCTTC
936 941

CAATGGGAGC TGTCATTAAG TGCATGATGT ATTACAAGGA GGCCTTCTGG

AAGAAGAAGG

1 Mutacidn de Brunner: c-T CAG -+ TAG
Gin  Stop

2 Polimorfismo Fredtil: G T CGG -~ CGT
Arg Arg

Primers sensefantisense :

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

Se analizaron los resultados mediante la utilizacion de un modelo de asociacion
basado en familias, conocido como Riesgo Relativo por Haplotipo (Haplotype Relative
R:'ék, HRR) (Falk, Rubinstein, 1987).

Este tipo de estrategia tiene la ventaja de evitar problemas de estrafificacién
poblacional cominmente 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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coniroles internos. De esta manera, los mismos individuos y los padres de los sujetos
afectados proporcionan la muestra control, evitando asi llevar a cabo el apareamiento

étnico {"matching").

MN ey MM

Alelos en probandos afectados: MM, MN, NN Alelos transmitidos
Alelos controles: MN, MN, NN Aleles no transmitidos

El método de HRR (Falk y Rubinstein, 1987; Terwilliger y Ott, 1982) define como M al
alelo de alto riesgo y como N a la otra variante molecular. El andlisis estadistico
consisté en la comparacion de la frecuencia del alelo M entre los casos y les 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 ds
la MAQO-A, se toma tinicamente en cuenta la transmisidon materna con el propésito de
homogeneizar el analisis en ambos géneros (Ho, Bailey-Wilson, 2000).

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

familias y son capturadas en la siguiente tabla:
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Transmitido No transmitido

Alelo M w Y
Alelo N X Z

El andlisis estadistico es llevado a cabo mediante tablas de contingencia de 22 y

calculo de chi cuadrada.

f} Analisis de la estimacién del desequilibrio de enlace {A).

Debido 2 que los polimorfismos analizados en &l gen de la MAO-A se
encuentran cercanos, se ha sugerido que tienden a ser transmitidos de una generacién
a otra como un haplotipo 0 en bloc (Hawi et al., 1999). Mediante la ulilizacion de
métodos estadisticos, se puede detectar el desequilibrio de enlace, principalmente para
sistemas genéticos constituidos por dos sistemas de marcadores bi-alélicos. El grado
de desequilibrio de enlace entre dos alelos es expresado como delta (A} y es calculada

con la siguiente férmula (Mattiuz et al.,1970):

A= N - VTEANYGraN

En doncle:

A= desequilibrio do enlace entre dos regiones.

a= presencia da la variante 1 de la region A y de la variante 1 de ia region B
b= presencia de la variante 1 de la regién A y la variante 2 de la regién B
¢= presenta la variante 2 de la regién A v la variante 1 de la regién B

d= presenta la varianie 2 de la regién A y la variante 2 de la regidn B

N= a+b+c+d

El valor de A se encontrara en el rango de -1 a +1. La significancia estadistica de esta
asociacion alélica es estimada por la prueba de Fisher, mediante la construccion 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 Psiquiatria Ramén de la Fuente
Mufiiz, en un periodo que comprendio de Septiembre de 1998 a Septiembre de
2001.

De las 51 familias, 42 estuvieron constituidas por trios {probando, padre y
madre) y 9 fueron diadas formadas por hijo y madre. Para el analisis por HRR
de regicnes localizadas en el cromosoma X, la inclusién de este tipo de diadas
resultan ser completamente informativas debido a que se anaiiza 1a transmision
matema, por lo que el padre no proporciona informacién en este tipo de
metodologia. Otro requisito indispensable, por su localizacién cromosomal, es

la de llevar a cabo el andlisis separando la muestra por género.

Caracteristicas de los pacientes estudiados.

En Ia tabla 4 se muestran las caracteristicas clinicas y demograficas de los
pacientes con TOC. El analisis incluye sdlo 42 de fos 51 pacientes debido a
que no se logrd obtener la informacion de & de los sujetos.

En el TOC se han reportado diferencias clinicas por género en la manifestacion
del trastorno, por lo que cada una de las variables fueron analizadas por
género.

Como se puede observar en |a 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. Caracteristicas clinicas y demogrificas de los pacientes TOC.

Hombres Mujeres p

_{n=28) (n=17)*
Variables demograficas:
Edad {promedio + DE afios) 274176 27 5x7.4
Variables clinicas:
Edad de iniclo (promedio + DE) 19.1+5.6 199185
Comorbilidad con depresién’, n(%) 7 (28) 4 (25) 0.28*
Presencia de tics, n (%) 11(42) 4 (25} 014~
Severidad®, n (3 17 (68) 13 (76) 0.23*
Edad de inicio temprana’, n(%) 11 (41) 6 {43) 0.26*

La tabla incluye fa informacién clinica completa de 42 pacientes. Los 9 restantes no
completaron fa informacién por lo que fueron excluldos del analsis.

1 Se definié de acuerdo a la escala de Depresién de Hamitton con puntajes =18

2 Definida de acuerdo a ka escala de Yale-Brown con puntajes =20

3 Se claslfichd como edad de iniclo temprana si se presentd <16 afios

* Prueba de Fisher.

Se han descritos diferencias por género en cuanto a la edad de inicio del
trastorno, en el que los hombres muestran un inicio mé&s temprano comparado
con las mujeres (Bogetto et al., 1999). Sin embargo, en el presente estudio no
se observaron diferencias estadisticamente significativas (Tabla 4).

E! diagnéstico de depresicn fue establecido a través de la entfrevista clinica vy
corroborado mediante ia aplicacion de Ila escala de Hamilton validada al
espanol (Nicolini et al,, 1992). Este instrumento evallia la severidad de los
sintomas depresivos. Consta de 21 reactivos con una calificacién maxima de
64 punios. La evaluacién del clinico y puntajes en la escala de Hamilton > 18
definieron el diagnéstico de depresion (Schatzberg, 2000). Se ha descrito que
las mujeres con TQC muestran una alta comorbilidad con depresidn, sin
embargo, en el presente estudio no se observan diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la presencia de depresién (Tabla 4).

Para la medicién del grado de severidad de los sintomas obsesivos y

compuisivos, se utilizé {a escala de Yale-Brown validada al espariol (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 calificaciéon maxima de 40 punios. Se define
como presencia de sintomas severos (sevetidad) 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 tamafio de la muestra no mostré ser estadisticamente
significativo.

Finalmente, se dividid a la muestra dependiendo de la edad de inicio del
trastomo, definiéndose como temprana si se presentaba a una edad < 16 afios
(Karayiorgou et al., 1999). E| analisls estadistico no mostrd diferencias por

género.

1.  Andlisis del polimorfismo EcoRV.

Las 51 familias fueron tipificadas y analizadas mediante la estrategia de HRR
(Terwilliger and Ott, 1992). Este modelo esta basado en la suposicién de que la
probabilidad de transmision de cada alelo parental sea del 50%,
independientemente de la frecuencia de los alelos parentales, con base en la
hipétesis nula de que no existe desequilibrio de enlace (linkage disequilibrium).
Si la transmisidn de un alelo se desvia de este porcentaje (por la prueba de
x2), nos encontramos con la presencia de asociacién (Rubinstein et al., 1981).
Los datos fueron analizados mediante la estadistica de HRR para evaluar

posibles desviaciones. ,



TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

Figura 7. Andlisis del polimorfismo EcoRV .

ei
§8
3%

/ 1 / 1"

Gel do agarosa al 3% en TAE 1X, tefiido con bromuro de atidio, que muestra las bandas
caracteristicas dal polimorflsmo EcoRV en dos da ks Familias estudiadas v 1a forma de
transmisién en los dos géneros.

similar (x2=1.56, p=0.21).
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En la tabla 5 se muestran las frecuencias de alelos transmitidos y no
fransmitidos por geénero, para el polimorfismo EcoRV. El andlisis mediante
HRR muestra una tendencia significativa en el grupo de las mujeres (x2=3.8,
p=0.047}. Se observa una mayor transmisién del alelo 1 en las mujeres con el

trastorno. En cuanto al grupo de los hombres la transmision de ambos alelos es

Tabla 5. Alelos transmitidos y no transmitidos del polimorfismo EceRV en probandos

hombres y mujeres, mediante la estrategia de HRR.

Mujeras Hombres

T NT T NT

Alelo 1 14 7 Alele 1 13 18

Alelo 2 5 12 Alelo 2 19 14
x¥2=3 83, df=1, p=0.047 x2=1 586, df=1, p=0.

£l alelo 1 se encuentra asoclado con niveles bajos de fa actividad y ef alelo 2 con niveles altos de la actividad

enzimatica de 12 MAQ-A
T significa kos alelos fransmitidos y NT, los alalos no transmitidos.
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El andlisis de la transmisién de alelos entre géneros mostro diferencia

significativa (2=5.23, df=1, p=0.022). Una mayor transmisién del aiglo 1 en el
grupo de las mujeres comparado con los hombres, 74 contra 41%,

respectivamente (Tabla 5).

Tabla 6. Transmision de alelos entre géneros
del polimorfismo EcoRV.

Mujeres Hombres
Transmision de 1 14 13
Transmision de 2 5 19

¥2=5.23, di=1, p=0.022

El atelo 1 se encuentra asociade con nivelas bajos.
de la actividad vy el alelo 2 con niveles aitos de la
actividad de MAQ-A.

Andlisis de variables clinicas.

Se lievd a cabo el analisis de la transmision alélica por HRR de cada una de las
siguientes variables clinicas: edad de inicic (temprana y tardia), severidad,
comorbilidad con depresién, presencia de tics y presencia de obsesiones
agresivas y de simetria.

La comparacion entre los alelos transmitidos y los no transmitidos no mostré
diferencias significativas para cada una de las variables analizadas, excepto en
el grupo de pacientes TOC que presentan comorbilidad con depresidn, en el
cual se observa una transmisién preferencial del alelo 1 (8 de 11) comparado

con el grupo que no presenta depresion (Tabla 7).



Tabla 7. Transmision de alelos del polimorfismo
EcoRY en probandos con y sin depresidn.

Depresién _ No depresion

Transmisién de 1

Transmisién de 2

9

2

13

17

Prueba de Fisher: p=0.0326

Alelo 1= actividad enzimatica baja; Alelo 2= actividad enzimatica aita.

2.  Anidlisis del polimorfismo Fnu4HlI.

Los resultados obtenidos en esta regidén no muestran la transmisién de un alelo
particular en hombres ni en mujeres con ef trastomo (y2=0.11, df=1, p=0.74)

{Tabla 8); asi como tampoco en ef andlisis de la transmisién entre géneros

{¢2=0.03, df=1, p=0.86) (Tabla 9).

Tabla 8. Alelos transmitidos y no transmitidos del polimorfismo Frnu4Hi en probandos

hombres y mujeres mediante la estrategia de HRR.

Mujeres

T NT

Alelo 1 11 12
Alelo 2 8 7

¥2=0,11, df=1, p=0.11

E! alelo 1 se encuentra asociado con niveles bajos de la actividad v el alelo 2 con niveles altos de la actividad

enzimatica de la MAG-A

T significa los alalos transmitidos y NT, Ios alelos no transmitidos.

Tabla &. Transmisién de alelos entre
género del polimorfismo Fnu4HI.

Mujares Hombres

Transmisién de 1

Transimision de 2

T 18

8 14

¥2=0.03, di=1, p=0 86

Alelo 1= baja actividad; Alelo 2= alta actividad

Alelo 1
Alelo 2

Hombres

T NT
18 19
14 13

¥2=0.08, d~=1, p=0.8



Anélisis de variables clinicas.

El analisis por HRR no mostré la presencia de asociacion positiva para cada

una de las variables clinicas, a excepcién de la severidad. Se obser_vé una

mayor transmisién del alelo 1 en los pacientes no severos (YB < 20) (Tabia 10).

Tabta 10. Transmision alélica del polimorflsmo
Fnu4HJI en pacientes severos vs no severos.

Severgs  No severgs
Transmision de 1 13 10
Transmision de 2 14 2

Prugha de Fisher: p=0.035

Alelo 1= baja actividad erzimdtica.
Alelo 2= alta actividad enzimatica,

Figura 8. Andliisis del polimorfismo FnudHlL.

— 130 ph

-» B5pb

-

Gal de agarosa al 2%/TAE 1Xy que muestra e fragmento de DNAg amplificado
y digarida del palimorfismo FrudH! en dos familias estudiadas.
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3.  Anadlisis del polimorfismo uVNTR.

E! andlisis de la region del promotor mostré la presencia de solo dos variantes
‘alélicas {alelos 1 y 3), en poblacién mexicana, a excepcion, de un sujeto (la
madre de un probando) que portaba un alelo 4. Debido a que dicho alelo,
prasenta la misma actividad transcripcional que el alelo 1, se incluyo denfro de
este grupo.

No se observaron diferencias significativas en la transmisién de un atelo de
manetra preferencial en hombres ni en mujeres (Tabla 11). Asimismo, tampoco
se encontrd diferencias en la transmisién alélica al comparar los grupos de los
hombres y las mujeres (Tabla 12). En la figura 9 se muestra el polimorfismo en

dos familias.

Tabla 11. Alelos transmitidos y no transmitidos del polimorfismo uVNTR en
probandos hombres y mujeres mediante la estrategia de HRR.

Mujeres Hombres
T NT T NT
Alelo 1 8 ] Alelo 1 14 13
Alglo 3 " 10 Alelo 3 18 19
¥2=0.11, d=1, p=0.74 ¥2=0.06, di=1, p=0.8

El alelo 1 se encuentra asociado con niveles bajos de ¥z actividad transcripelonal y ef alele 3 con niveles alios
de la actividad transcripclonal del gen de ta MAO-A.
T significa los afelos transmitidos y NT, los alelos ho transmitidos.

Tabla 12. Transmisién de alelos entre
géneros para el polimorfismo uVNTR.
Mujeres Hombres
Transmision de 1 8 14

Transmision de 3 11 . 18

42=003, df=1, p=0.86

Alelo 1= baja actividad transcripcional
Aleko 3= alta actividad transcripcional.
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Figura 9. Andlisis del polimorfismo uVNTR del gen de la MAO-A.

AR=352pb -
1R=322pb >

» /31

Gel de agarosa metaphor al 2,5% en TBE 1x, que muestra
los productos de amplificacion det polimarfismo tWNTR en
dos familias, con un afectado hombre y con una mujer, para
mostrar la forma de transmisién de los afelos.

Andlisis de variables clinicas.
El andlisis por HRR sélo mostrd diferencias en la transmisién en los pacientes

que presentan comorbilidad con depresion. Se encontrd una mayor tfransmisién

del alelo 3 (10 de 11) (Tabla13).

Tabla 13. Transmisidn de alelos del polimorfismo
uVNTR en pacientes con dapresion.

[ Depresién  Sin depresion
Transmisidn de 1 1 16
Transmision de 3 10 15

Prueba de Fisher: p=0.013

4.  Andlisis de Ia transmisién por haplotipos.

En cada una de las familias estudiadas se analizd la transmision de las tres

regiones mediante la determinacion de haplotipos = definidos como
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EcoRVIFnu4HHUVYNTR. EI andlisis fue levado a cabo mediante la

determinacién del alelo transmitido v no transmitido para cada una de las
regiones analizadas (Tabla 14). No se observa la fransmision de un hapiotipo
particular asociado con la presencia del trastorno en ninguro de los dos
géneros (Prueba t de student, p=0.99). Posteriormentie se analizd la
transmision entre géneros no encontrando diferencias estadisticamente

significativas (Prueba t de student, p=0.155}.

Tabla 14. Andlisis da la transmisién por haplotipo.

Haplotipo Hombres Mujeres
T NT T NT

1-1-1 [s] 2 1 0
1-1-3 10 11 10 7
1-1-4 0 1 ¢ 0]
1-2-1 0 2 2 0]
1-2-3 3 2 1 0
2-1-1 4 1 ¢ 3
2-1-3 4 4 0 2
2-2-1 10 7 5 6
2-2-3 1 2 0 1

La frecuencia de los haplotipos en la muestra estudiada se muestra en la tabla
15. Se observa una mayor frecuencia del haplotipe 1-1-3 (39%) en los
probandos, sin embargo, serla interesante compararlo con una poblacidn
control, con el objeto de ver si dicho haplotipo se encuentra asociado al

trastorno o se trata del polimorfismo mas frecuente en la poblacién mexicana.

Tabla 15. Frecuencias de los haplotipos
en los pacientes con TOC.

Haplotipo® n Fracuencia (%)
11 1 2
1-1-3 20 39
1-2-1 2 4
1-2-3 4 8
2141 4 8
2-4-3 4 8
2-2-1 15 29
2-2-3 1 2

* EcoRWFnudHIUVNTR
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E! analisis de los polimorfismos EcoRV y uVNTR mostraron asociacion

estadisticamente significativa con el subtipo del trastomo caracterizado por
presentar depresion; por lo que se llevo a cabo, el andlisis por haplotipos de
estas dos regiones. La tabla 16 presenta las frecuencias observadas en los
grupos TOC con y sin depresién. Como se muestra, el haplotipo 1-3 se
fransmite de manera mas frecuente en el grupo de pacientes TOC que
presentan comorbilidad con depresion (82%). Por ] contrario, se_presenta una
mayor frecuencia del haplotipo 2-1 para el caso de los sujetos TOC que no

presentan depresion (52%).

Tabla 186. Frecuensias de los haplotipos EcoRVIUVNTR en
los pacientes TOC con y sin depresion.

Haplotipo TOC
' Con deptesidn Sin depresidn
1-1 0 i}
1-3 982y 13 (42)
2-1 1{9) 16 (52}
23 1(9) 2(86)

" (%)
¥2=6.17, df=2, p=0.0447

5. Determinacién del desequilibrio de enlace entre las
regiones analizadas.

Se llevé a cabo la determinacion de desequilibrio de enlace. Un reporte previo
reporté que los polimorfismos EcoRV y Fnu4Hl se encontraban en completo
desequilibrio (Hotamisligil, Breakefield, 1991). El andlisis 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. Estimacion del desequilibrio de enlace (A).

Palimorfismo A p*
EcoRViFnudH! 0.145 0.004
EcoRVIUVNTR -0.203 0.0000
FnudHIUVNTR -0.181 0.0000
* Prueba de Fisher.

6. Analisis de Ia mutacion de Brunner.

El analisis por SSCP de las muestras de DNA analizadas de los pacientes con
TOC mostrd un patron de corrimiento distinto en 5 de los 54 probandos (ires
hombres y dos mujeres), sugitiendo la presencia de la mutacion. En la figura 10
se muestra una folografia del andlisis por SSCP: el carril 2 corresponde a un
paciente hombre gue presenta la mutacion y que fue utiizado 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 patrén de migracién. En el carril 1
estd la muestra de ofro 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 metodologia puede producir falsos positivos (Sarkar
et al., 1992) y ademds, en protocolos va estandarizados, el resultado se debe
comprobar mediante la secuenciacién del fragmento en el cual se sospecha la

presencia de alglin cambio de base.
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Figura 10. Anilisis por SSCP de la mutacién de Brunner.

1 2 3

Ei canil 1 comesponde a un pacienta que presenta un patrén
de migracion que indica la no presencia de mutacidng el camil
2 o5 of conirol pusitivo de un paciente que presenta ia
mukacitn de Brunner ¥ el canll 3 es un patiente oon TOO que
presenta el mismo patrdn que et control positivo, indicando la
presencia de ia mutaciin.

De acuerdo con lo anterior se procedid a realizar una segunda prueba
utiizando un méfodo recientemente reportado por Metia et al. (2001). El
analisis consiste en ambliﬁcacién por PCR de ia regién que contiene la
mutacién y la utilizacion de la enzima de restriccion Bfal que detecta la
mutacion mediante la identificacion del sitio de restriccion (5'. .. C+TAG . ..
31, generando dos bandas. El andlisis de las cinco muestras positivas para ia
mutacidn por SSCP y del control positivo no generd ningun core en el
fragmento digeride. Come control interno de la eficiencia de la enzima se
colocé DNAg, generando e! patron esperado. Por el resultade obtenido con el
control positive podemos decir que la metodologia descrita por Mejia et al,
(2001) no es una metodologia especifica para la deteccion de la mutacion.

Finaimente se procedio a comprobar |a presencia de la mutaciéon mediante
secuenciacion automética en un equipo marca Perkin Eimer, modelo 310,

version 3.0. ABI-CE1, con el kit ABI-PRISM.
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Se llevé a cabo la amplificacién del fragmento bajo las mismas condiciones

previamente descritas. Posteriormente se realizé la purificacion del fragmento
amplificade, se llevd a cabo la reaccidon de secuenciacién y después su
purificacion para finalmente ser corido en el secuenciador automatico
{protocolo descrito en anexo).

Los resuitados muestran la presencia de la mutacion en ta muestra del control
positivo, sin embargo, los 5 sujstos que mostraron un pafron alterado de la
migracion por SSCP demostraron no presentar la mutacion de Brunner (Figura
11). La tabla 18 muesira la secuencia de bases de la regidn de la mutacién y
de! nolimorfismo Fnu4Hl, del sujeto con la mutacién (control positivo) v de los
cinco pacientes con TOC, |

Este resultado demuestra la baja especificidad de los dos métodos empieados

previamante.

TESIS CON
Tabla 18, Secuencia de bases de las dos F!%Lm DE GRI G?M

regiones del exon 8§ del gen de la MAD-A,

Muestra Secuendia de bases
Control positivo AG
1 CAG
2 CAG
3 CAG
4 CAG
5 CA G
Mutacion de Brunner.

Polimerfismo FrudHl,
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Figura 11, Identificacién de la mutacion de Brunner mediante secuenciacion
automatica del exon 8.

a) 4 by . ¢
ATTAGCGTaT O ‘Ar icAGE QTCT T
2@ 5 p

a) Corresponde a la secuencia del control positive de un sujeto acarmeador de la mutacion, La fiecha
indica ef cambio de una C por T en la posicién 936 y b) es la secuencia de un paciente que no
tontiene la mulacidn,

TESIS Con
FALLA DF ORIgww
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V  Discusion.

Los hallazgos obtenidos en 2l presente trabzajo apoyan la posible existencia de
diferencias por género, en el desarrolio del trastorno absesivo compulisivo.
La tabla 19 muestra un resumen de los resultados obtenidos en el presente

trabajo.

Tabla 19. Resumen de los resultados.

Polimarfismo TOC Subtipo clinico

Mujeres Hombres
EcoRV T de alelo 1 ns TOC con depresion: T del alelo 1
FnudHi ns ns TOC con sinfomas no severos: T del 1
UVNTR ns ns TOC con depresidn: T del alelo 3
Haplotipo 1-3* - - TOC con depresidn: frecuencia 82%
Se muestra los resaltadas oblenidos para cadfa polimorfismo en ef analisis por género y para catla uro de los

subtipos clintcos.
T = transmislén.
* Haplotipo EcoRVIUVNTR

Como podemos observar, los resultados confirman los hallazgos previos de
una asociacion positiva entre el polimorfisme EcoRV del gen de la MAD-A y
mujeres con TOC, ya que se observd una transmision preferencial del alelo 1,
asociado con una baja actividad enzimatica, en las mujeres comparado con el
grupo de los hombres. Todo ello pudiera indicar o interpretarse como la
posibilidad de que esta regién pudiera estar relacionada con el desamollo de
diferentes subtipos del TOC definidos por el género. Asinfismo, el analisis de
las variables clinicas demostré nuevamente una mayor transmisién del alelo 1
en pacientes TOC que presentan comorbilidad con depresidn; sin embargo, el

andlisis por género para esta variable clinica, no fue realizade debido al
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namero tan pequefio de mujeres que participaron en el estudio (Camarena et

al, 1998).

El hallazgo anterior resulta atin mas interesante por los resultados obtenidos
con el polimorfismo funcional de la regidn promotora del gen. Los resultados
mostraron una mayor fransmision del alelo 3 {variante de cuatro repeticiones)
en pacientes TOC que presentan depresion comérbida.

El analisis del haplotipo formade por los polimorfismes EcoRV y uVNTR
demostréd. que los pacientes con el TOC que presentan comorbilidad con
depresidn presentan una mayor frecuencia del haplotipo 1-3 (82%). Este datp,
aunado a la presencia de desequilibrio de enlace en estas dos ragiones podria
indicar la existencia de un haplotipo de riesgo ascciado al desamrolio de este

subtipo particular del trastorno.

Hasta la fecha sélo existe un trabajo gue sugiere una posible asociacién entre
las variantes del EcoRV y la actividad enzimatica (Hotamisligil, Breakefieid,
1991). Si tomamos en cuenta que es una mutacion silenciosa que no provoca
cambio en la secuencia codificante de la proteina, es posible que otra regién en
desequilibrio de enlace con ésta pudiera estar involucrada en la actividad de la
MAO-A. Por los datos obtenidos en este estudio, podriamos sugerir que dicha
regién sea el polimorfismo UVNTR, cuyas caracteristicas funcionales parecen
estar involucradas en la capacidad enzimatica de la MAO-A. Con base en lo
anterior, es posible sugerir que estas dos regiones y oftas alin no descritas
actlen en combinacién directa o indirecta sobre los mecanismos que

determinan los niveles de actividad final de la MAC-A.
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Recientemente, utilizando experimentos de transfeccién de constructos en

lineas celulares de neuroblastoma y de coriocarcinoma que contenian los
diferentes alelos del polimorfismo uVNTR, se demostré una mayor actividad
transcripcional en los cultivos que tenian los alelos de 3.5 vy 4 repsticiones
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. (1998) en el que observa
una baja actividad enzimatica en cultivos celulares de fibroblastos de piel de
individuos del género masculino portadores del alelo de 3 repeticiones (alelo 1)
comparado con aquelios acarreadores del alelo con cuatro repeticiones (alelo
3). Sin embargo, serd importante establecer si estos efectos pueden ser

extrapolados a cultivos de mujeres.

La asociacién encontrada entre pacientes TOC con depresion comaérbida
y &l alelo de alta actividad transcripcional, del polimorfismo UVNTR del gen de
la MAC-A, podrian sugerir que los sujetos portadores de estas variantes
presentan una mayor cantidad de enzima disponible. Este dato, va en & mismo
sentido que ios estudios farmacoldgicos realizados en paclentes con TOC que
muestran una eficaz respuesta terapéutica, al utilizar inhibidores de la MAO o
farmacos inhibidores de la recaptura de serotonina, cuyo propgsito primordial
es aumentar los niveles de serotonina en el espacio sinaptico. Es posible que la
asociacion encontrada en este estudio pudiera indicar un efecto benéfico de los
inhibidores de la MAO-A en este subtipo particular del trastorno.
Recientemente, fus reportada una mejor respuesta terapedtica a moclobemida,
un inhibidor selective de MAQ-A, en mujeres con sintomas.principalmente de

ansiedad, comparado con hombres (Politi et al., 1999).
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Aunque estos hallazgos resultan ser muy interesantes, serd necesario

comprobar si dicha asociacién es caracteristica del TOC que presenta
comorbilidad con depresion, o si se encuentra asociado sdlo a ia depresién, lo
cual serfa posible comprobar mediante el estudio de un grupo de sujetos cuyo

tinico diagndstico sea el de depresion.

Finalmente, en el exon 8 se han reportado diferencias en su secuencia,
la primera localizada en la base 941, mejor conocida como ei polimorfismo
Fnu4Hl vy la segunda, que infroduce un coddn de terminacién en la base 936,
conocida como la "mutacion de Brunner”. Con respecto a la primera, el analisis
en el presente estudio no mostré la transmision de un alelo particular en el
analisis por género.

En cuanto a los diferentes subtipos clinicos, se observé una mayor transmision
del alelo 1 en pacientes gue presentan sintomas nc severos del frastorno, por
lo que serd importante comprobar estos resultados en una muestra mayor. Los
hombres con TOC no mostraron la transmision preferencial del alelo 2
reportade por Karayiorgou et al, (1999), ni en la muestra total, ni en el subgrupo
que presenta comorbilidad con depresion.

A principio de los 90's se describio la llamada "mutacion de Brunner” en sujetos
que presentéban retraso mental leve v que presentaban conductas agresivas,
exhibicioﬁismo, voyerismo y piromania, denominandolo asi, como el sindrome
de Brunner. Debido a que un sintoma caracteristico en el TOC es la presencia
de obsesiones agresivas, y que el 74% de los pacientes incluidos en el estudio
las presentaban, se intentd identificar su presencia, mediante la técnica de

SsCP.
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Tomando en cuenta que solo en fa familia holandesa ha sido encontrada la

mutacion (Brunner ef al., 1993), sorprendié que un alto nimero de muestras
(10%) mostrara un patrén de migracién que sugeria su presencia. Sin embargo,
la baja frecuencia de esta mutacion y la alta posibilidad de encontramos frente
a falsos positivos, requirid que se tratara de corroborar mediante un método
recientemente publicado (Mejia et al., 2001). La metodologia empleada por
este grupo demostrd no ser especifica, ya que el patrén de bandas esperado
para la presencia de la mutacién no pudo ser detectado, aun en el control
positivo. Finaimente, se empled el método méas directo de analisis mediante
secuenciacidn automatica, el cual mosiré la ausencia de la mutacidn en los
cinco pacientes en los que se observd por la técnica de SSCP, alteraciones en
el patrén de migracién. Como sabemos, la mutacion se encuentra localizada en
la base 936 y muy cerca de ahi, en la base 941 se localiza el polimorfismo
Fnu4Hi, por lo que podriamos pensar que la diferencia en el patron de
migracién posiblemente fue ocasionada por la alteracién en la conformacion de
la estructura de DNA que resulta de los cambios de bases en las dos regiones
contiguas (Tabla 16).

Asi es claro qua, el estudio de la mutacidn en un nimero grande de muestras
requiere de implementar otros tipos de metodologias de tamizaje con un mayor
grado de especificidad y que permita una correcta y rapida deteccion.

Hasta la fecha, sdlo ha sido reportada la presencia de la mutacion en la familia
holandesa reportada por Brunner et al. (1993). Dos grupos han intenfado su
bilsqueda, el primero en 50 alcehdlicos 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 mutacion es muy



75
rara, por io que sera necesario llevar a cabo un analisis en una muestra de

mayor tamario, asi como también demostrar su posible asociacidn con
conductas agresivas, lo que hasta la fecha, solo ha sido comprobado en
ratones knock-out para el gen de la MAC-A.

Los hallazgos obtenidos en este estudio y trabajos publicados del
andlisis de regiones polimérficas de los genes de ia MAO-A y de la COMT
(catecol-orto-metil transferasa), apoyan la hipdtesis de que existen diferentes
expresiones del TOC influenciada por el génerc (Camarena et al., 1998;
Karayiorgou et al., 1999). Estos datos moleculares apoyan a diversos hallazgos
que durante varios afios han sido reportados y que muestran también
diferencias entre los pacientes con TOC hombres y mujeres (Bogetto et al.,
1899). En particular, se han reportado diferencias por género, en cuanto a la
comorbilidad con algunos trastornos, como por elemplo la presencia de
depresién en mujeres, comparado con los hombres (Camarena et al., 2001). En
la muestra analizada en este estudio se observd una alta prevalencia de
depresion (26%), la cual es superior a la reportada por Vega et al. (1998) en
poblacién abierta (7.8%). Sin embargo, la comparacion por género no muestra
en las mujeres una mayor prevalencia de depresion, lo cual probablemente sea
debido a que el tamaiio de la muestra de las mujeres fue pequefio.

Oftra diferencia por sexo que ha sido reportada, es con respecto a la presencia
de tics v a la edad ds inicio temprano (Bogetto et al., 1999). Aunque los datos
no alcanzaron significancia estadistica, es claro que los pacientes hombres
presentan una mayor prevalencia de lics. Este dato, concuerda con los
hallazgos reportados ‘por diversos grupos, comprobando la existencia de

diferencias por género en esta variable clinica (Noshirvani et al., 1991; Bogetio

¥
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et al, 1999; Camarena et al,, 2001). Sin embargo, para el caso de la edad de

inicio, no se observaron diferencias por género posiblemente debidas al

tamaiio de [a muestra.

Todas estas diferencias clinicas que han sido reportadas, han sugerido la
posibie existencia de diferentes formas de expresién del trastorno en hombres
y mujeres. En este mismo sentido, diversos investigadores y médicos creen
que cada 6rgano del cuerpo, no solo los relacionados con la reproduccion,
tienen la capacidad de responder de manera diferente dependiendo del sexo.
Esta propuesta surge a partic de la observacidn ya mencionada en el parrafo
anterior, sobre lag diferencias por género en la incidencia y severidad de
diversos trastornos y lo cual pudiera estar relacionado con las diferentes
respuestas celulares. Se ha propuesto que esta diversidad surge debido a
diferencias entre las céiulas femeninas y masculinas a nivel del contenido
genetico y de su expresion. Se calcula que en los cromosomas sexuales se
encuentra aproximadamente e! 5% del fotal 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, tendran una
expresion limitada sélo en los hombres. Para el caso de genes localizados en
el cromosoma X, se ha observado que algunos son expresades en mayor
grado en mujeres que en hombres, a pesar de que el proceso de inactivacién
iguala ia dosis efectiva en las células femeninas y masculinas. Sin embargo, no
todos los ’genes en el cromosoma inactivade escspan de esfe mecanismo
(Carrell et al., 1999). De acuerdo con Carrel et al. (1999), estos escapes no son

rarcs, se calcula que son alrededor del 19% de los genes del cromosoma X,
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Otro imporiante hallazgo por parte de este grupo es que la inactivacion, no es

al azar. Se ha observado que el 21% de los genes que escapan se encueniran
localizados en el brazo corto del cromosoma X humano comparado con tan
solo un 3% del brazo large. El origen de estos pafrones de expresion y
organizacion se piensa que podrian estar vinculados con la evoiucién de los
cromosomas sexuales. Por otro lado, es posible gue 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 MAQ-A debido a las siguientes razones. La primera es que por su
" localizacion en el brazo corto del cromosoma X, existe una alta probabilidad de
que sea uno de los genes que escapan a la inactivacién. De hecho, Hotamisligil
y Breakefield (1991) propusieron i:;ue las diferencias por género en cuanto a ios
niveles altos de la aclividad de la MAO-A observadas en las mujeres,
comparade con la de los hombres podrian ser debidas a que el cromosoma X
no se encuentra totaimente inactivado.

Carrel et al. {1999) han analizado 224 genes ligados al cromosoma X, sin
embargo, el gen de ila MAQ-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
podria ayudar a explicar las diferencias moleculares por género reportadas
para este gen. Sin embargo, el hecho de que las mujeres presenten una mayor
actividad enzimética de la MAO-A podria estar comprobando de manera
indirecta, la hipStesis acerca de que algunos genes localizados sobre el
cromosoma X inactivo no se encuentran apagados, llevando a la produccion de

niveles altos de productos de estos genes en las células de las mujeres.

T
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Con respecto a lo anterior, resulta interesante que a pesar de que las

mujeres, presentan en general, niveles aitos de la actividad de MAQ-A, las
mujeres con TOC presentan una mayor transmision del alelo de baja actividad
enzimatica. Aunque no existen datos bioquimicos que demuestren la presencia
de niveles bajos de la MAC-A en el TOC si podemos especular, gque podria
tratarse de una caracteristica bioquimica en este frastomo y en particular en fas
muijeres. De cualquier manera, los datos moleculares obtenidos en el presente
estudio parecen indicar que la actividad de la MAO-A podria encontrarse
reducida en este subtipo del trastorno, vy es posibie pensar que estos pacientes
se vean favorecidos con una mejor respuesta farmacologica a los inhibidores
de la MAO o a los inhibidores de la recaptura de serotonina.

Si todos estos datos resultan tener alguna implicacién terapéutica, seria posible
pensar que en un fuluro se pueda llegar a decidir el tipo medicamentc mas

adecuada dependiendo de las variantes moleculares que porte cada paciente.

En resumen, los hallazgos reportados proporcionan evidencia molecular
para identificar un posible subtipo clinico del trastomo obsesive compuisivo
caracterizado por presentar depresion comérbida y sustenta la hipétesis de que

existe una expresién diferente de la enfermedad influenciada por el género.
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10.

Conclusiones.

Ei polimorflsmo EcoRV del gen de la MAC-A parece indicar la presencia
de dimerfismo sexual en s trastorno obsesivo compulsivo.

Las mujeres con TOC tienen una transmision mas frecuente del alelo 1
del polimorfismo EcoRV, asociado con una baja actividad enzimatica,

En el subgrupo de pacientes que presentan comorbilidad con depresion,
se observa tambien, una mayor transmision del alelo 1 del polimorfismo
EcoRV.

El polimorfisme uVNTR mostrd asociacién entre la variante 3 y el
subgrupo de TOC que presenta comorbilidad con depresidn.

Ei 82% de los pacientes TOC con depresién comérbida, presentan el
haplofipo 1-3, conformado por los polimorfismos EcoRV y uVNTR.

E! alelo 1 del polimorfismo Fnu4t presenta una mayor transmisién en
los pacientes TOC que no presentan sintomas severos.

E! analisis de la mutacion de Brunner mediante el método de SSCP
demostrd ser un método de baja sensibifidad para la deteccidn de
cambios de una sola base,

La mulacidn de Brunner, analizada hasta la fecha en tres diferentes
poblacicnes, demuestra ser una mutacién con muy baja frecuencia.

El gen de la MAO-A distingue de manera molecular a un subtipo clinico
del trastorno caracterizado por presentar depresion.

Los polimorfismos analizados no muestran la fransmisién de una
variante particular en los subtipos caracterizados por presencia de tics,

cbsesiones de simetria y edad de inicio.

t
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APENDICE.

Criterios diagnédsticos del DSM-IV para el trastorno obsesive compulsivo.

A. Se cumple para las obsesiones y las compulsiones

Las obsesiones se definenpor 1, 2,3y 4,

. Pensamientos, impulsos © imagenes recurrentes y persistentes que se

experimantan en algun momento del trastomo como infrusivos e inapropiados y
causan ansiedad o malestar significativo.

Los pensamienfos, impuisos o imagenes no se reducen a simples
preccupaciones excesivas sobre problemas de la vida real.

La persona intenta ignorar o suprimir estos pensamientos, impulsos o imagenes,
o bien neutralizarlos mediante otros pensamientos o actos. -

La bersona reconoce que estos pensamientos, impulsos o imagenes obsesivos
son ef producto de su mente (y no son impuestos por insercion del pensamiento).

Las compulsiones se definen por 1y 2:

1.

Comportamientos (por ejemplo, lavade de manos, puesta en orden de objetos;
comprobaciones) o actos mentales (por ejemplo, rezar, contar o repetir
mentalemente palabras) de caracter repetitivo, que el individuo se ve obligado a
realizar en respuesta a una obsesidn o con un arreglo a ciertas reglas que debe
seguir estrictamente.

El objetivo de estos comportamientos u operacionas mentales es la prevencion
o reduccion del malestar o la prevencion de un acontecimiento o situacién
negativos; sin embargo, estos comportamientos u operaciones mentales o bien
no estan conectados de forma realista con aquello que pretenden neutralizar o
prevenir o bien resultan claramente excesivos.

En algln momento durante el curso del frastomo la persona ha reconocido que
estas obsesiones o compulsiones resultan excesivas o irracionales. Nota: Este
punto no es aplicable en los nifios.
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C. Las obsesiones o cotnpulsiones provocan un malestar clinico “significativo,

representan una perdida de tiempo (suponen mas de una hora al dia) o
interfieren marcadamente con la rutina diaria del individuo, sus relaciones
laborales o académicas o su vida social.

D. Si hay ofro trastorno del gje |, &l contenido de las obsesiones o compulsiones no
se limita a él (por ejémplo, preocupacion por la comida en un trastomo
alimentario, arranque de cabellos en la tricotilomania, inquietud por la apariencia
propia en el trastorno dismorfico corporal, preocupacion por la drogas en un
trastorno por consumo de sustancias, preocupacion por estar padeciendo una
grave enfermedad en fa hipocondria, preocupacion por las necesidades o
fantasias sexuzles en una parafilia o sentimientos repetitivos de culpa en
trastormo depresivo mayor).

E. Eltrastorno no se debe a los efectos fisioldgicos directos de una substancia (por
ejemplo, drogas ¢ farmacos) o de una enfermedad médica.

Especificar si.
Con poca conciencia de enfermedad: si durante ia mayor parte del iempo del

episodio actual, el individuo no reconoce que tas obsesiones o compulsiones son
excesivas o irracionales.
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1+ Méfodo de Extraccién de DNA.

a) Descongelar la sangre, tomar 5 mi de sangre y colocarlo en un tubo Falcon de

50 mk Llevarlo a un volumen de 20 mi con solucion TKM-1, Agregar 5 ul de
Nonidet P-40. Mezclar por inversion y centrifugar 2 100 rpm por 15 minutos a
temperatura ambiente (Centrifuga Beckman, modelo J-6B, rotor J5-4.2).

b} Sacar 1/3 parte del sobrenadante con pipeta desechable, teniendo cuidado de no
tacar el pellet (color blanco).

¢) Nuevamente llevar a un volumen de 20 ml con TKM-1 y centrifugar a 800 rpm
por 10 minutos a temperatura ambiente (Centrifuga Beckman. Mod. J-6B, rotor
JS-4.2).

d} Sacar todo el sobrenadante con pipeta desechabie y teniendo cuidado de no
tomar el pellet. Agregar 800 ul de TKM-2, 5 ul de proteinasa K 10 mg/ml
{concentracion final 100 ug/ml) y 25 pi 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 mt.

f) Agregar fencl 1:1, mezclar por inversion varias veces hasta obtener una solucidn
homogénea. Centrifugar en microfuga a 12,500 rpm por 2 minutos. Recuperar la
parte acuosa y colocaria en un tubo eppendorf limpio.

g) Agregar en relacién 1:1 con la muestra, fenol/cloroformofalcohol isoamilico
25:24:1. Mezclar por inversién varias veces y centrifugar a 12,500 rpm/2 min.
Recuperar nuevamente la parte acuosa.

h) Agregar 1:1 de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). Mezclar por inversién y
centrifugar a las mismas condiciones. Recuperar la parte acuosa en un tubo de
polipropileno de 5 ml.

i} Precipitacion del DNA: agregar 2 volimenes de etanol absoluto frio. Mezclar por
inversion hasta que aparezca la hebra.

i} Recuperar la hebra mediante centrifugacion en microviales con tapdn de rosca.

k) Lavar [a hebra con etanol ai 70% a temperatura ambiente. Centrifugar y
decantar.

1} Secar la pastilta en el concentrador de muestras (Hetovac) por 5 min,

m) Disolver la pastilla en buffer TE y almacenar a 4°C.



Soluciones:

TKM-1:
Tris-HCE pH 7.6
KCI

MgCl.

EDTA

TKM-2:
Tris-HC pH 7.6
KCl

MgCl;

EDTA

NaCl

Nonidet P-40
5DS 20%

NaCl saturado 6M

Etanol absoluto
Etanol 70%

TE (10 mM Tris-HCi, 1 mM EDTA pH 8.0}

Fenol

Cloroformo/alcohol isoamilico 24:1

2- Andlisis de los polimorfismos.

10 mM
10 mM
10 mM
2 mM

10 mM
10 mM
10 mM
2 mM

04 M

TAE 50X:;
Tris base

Acido acético glacial
EDTAO5M,pH 8

2420qg
871 ml .
100.0 m

100



101
Dye de electroforesis 4X:

Azul de bromofenol 0.05%

Sacarosa (wiv) 40.0 %
EDTApH 8 0.1 M

SDS (wiv) 05 %

3- Gel SSCP

Gel acrilamida 8% (37.5:1):

Acrilamida 40% 7.78 mi

Bis acrilamida 2% 4.27 ml
Glicerol 7% 2.80 ml
TEMED 30.8 ul
Persulfato de amonio 10% 308 ul
H20 para 40 ml

TBE 10X (Tris base 0.89 M, Acido bérico 0.89 M, EDTA 20 mM).

Dye SSCP 2X; _

Azul de bromofenol 0.05%
Xylen cyanol 0.05%
Formamida 95 %
EDTA 20 mM

Acrilamida/Bis-acrilamida 40% (37.5:1):
Acrilamida 38.893¢g
Bis-acrilarmida 1.07 g

H:0 para 100 mi
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4- Secuenciacion.

a)

b)

c)

El fragmenio de interés es amplificado por PCR {mismas condiciones y reactivos
utilizados para el analisis de! polimorfismo Fnu4HI). El producto amplificado es
extraido y purificado mediante el kit QlAquick gel extraction, de acuerdo a las
instrucciones dei fabricants.

Reaccion de secuenciacion para productos de PCR purificados.
Templado (fragmentos de 100-200 pb, usar 3 ng) Sul
Primer (5 pmol) 4l
RR terminator mix 8ul
Vi 20 ul

Mezclar bien y centrifugar brevemente.

Programa de secuenciacién:
25 ciclos: 96°C/10 s, 50°C/5 s, 60°C/4 min.

Purificacidon del fragmehto secuenciade 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 as! hasta cargar en el secuenciador automético de Perkin Elmer
modeio 310, version 3.0, ABI-CE1, con el kit ABI-PRISM.



