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Resumen

RESUMEN

En este estudio se analizaron dos polimorfismos de cambio de una sofa base (C17T y A118G) del gen cel receptor 1 en
una muestra de 51 trios (padre, madre y afectado) mexicanos con Trastomo Obs:esivo-Compulsivo (TOC), para saber si
alguno de los alelos estd asociado con el padecimiento. El andlisis de los genotipos se realizd con la prueba de
desequilibrio de transmision (TDT) utilizando la prueba de McNemar para evaluar la transmision de los alelos de padres
a hijos con TOC. El alelo +17T del polimorfismo C17T tuvo una frecuencia muy baja (1%), que no permitié el analisis

estadistico. En cambio, los analisis del TDT del polimorfismo A118G muestran que no existe una transmision preferencial

del alelo A en pacientes con TOC.
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- Justificacion

INTRODUCCION

Generalidades del Trastorno Obsesivc-Compulsivo

El TOC de acuerdo con el Manual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-1V), se caracteriza por la
presencia de obsesiones y/o compulsiones de caracter recumrente, tan gréves que provocan pérdida significativa de
tiempo, un acusado deterioro de la actividad general o una gran sensacion de malestar (APA, 1996).

Las obsesiones son ideas, pensamientos, imagenes o impulsos no deseados y molestos que se experimentan en algin
momento del trastormo.como intrusos o inapropiados y causan ansiedad. Mientras que las compulsiones son
comportamientos o actos mentales de caracter repetitivo, que el individuo se ve obligado a realizar en respuesta a una
obsesion.

La prevalencia del TOC en Estados Unidos se estima en alrededor del 2.5%, en Argentina de! 3%, 2.5% en Brasil y en
México del 2.8% (Bellodi y cols., 1992; Nicolini y cols., 1999a). Es el cuarto diagnéstico mas frecuente en psiquiatria
después de las fobias, el abuso de sustancias y el trastorno depresivo mayor (Kaplan y Sardock, 1998).

El TOC aparece en los primeros afios de !a vida adulta, muy raramente inicia después de los 50 anos de edad y por lo
general aparece mas temprano en los varones. En las mujeres, el cuadro habitualmente se instala después del primer
embarazo y las obsesiones frecuentemente son de tipo agresivo, de contaminacién y rituales de limpieza (Nicolini, 2000).
En los hombres generalmente se presentan obsesiones relacionadas con el sexo, simetria y exactitud. También se ha
observado una relacion entre género y la comorbilidad del TOC, las mujeres muestran una mayor asociaciéa con
trastornos de la alimentacion y trastorno depresivo mayor, mientras que los hombres presentan una mayor frecuencia de
fobia social, abuso de alcohol y tics (Bogetto y cols., 1999).

Se cree que el sistema opiaceo enddgeno juega un papel importante en la fisiopatologia del TOC ya que se ha
observado que medicamentos antagonistas exacerban los sintomas del padecimiento (Insel y cols., 1983; Keuler y cols.,
1996; Carrion, 1995) y los medicamentos agonistas disminuyen estos sintomas (Shapira y cols., 1997 ay b; Franz y
cols., 2001; Meuldijk y Colon, 1992).

Otro hallazgo importante ha sido demostrar la relacion entre la adiccion y el TOC fundamentado por la presencia de
obsesiones y compulsiones en los pacientes adictos. En fa adiccion a la heroina no solamente es importante la
experiencia de la administracion, sino también todo el estilo de vida o ritual involucrado en la blsqueda y uso de la
droga, que ha sido catalogado como compulsivo. La incidencia del TOC en la poblacion adicta es aproximadamente del
10 al 12%, es decir 4 veces mas que en la poblacion general (Friedman, 2000).

La etiologia del TOC se desconoce, pero como en otras enfermedades complejas se cree que tiene un componente
genético y que esta determinada por dos o mas loci de susceptibilidad, con una contribucidn variable de los factores del
medio ambiente. Encontrar los loci de mayor susceptibilidad es una herramienta clave para entender las causas de
cualquier enfermedad. Una de las estrategias para la identificacion de estos loci son fos estudios de biologia molecular

en poblacién general, llamados estudios de asociacion (Gambaro y cols., 2000).



Justificacion

Gen del receptor p

El gen del receptor u estd localizado en 6q24-25, estd compuesto por 4 exones y se han encontrado diferentes
polimorfismos de cambio en una sola base (single nucleotide polymorphisms, SNPs) a lo largo del gen (La Forge y cols,
2000). Los dos polimorfismos mas frecuentes que se encuentran en la region codificadora del gen son C17T y AlI8G.

Existe una gran heterogeneidad en las frecuencias alélicas en los estudios de poblaciones en ambos polimorfismos {Ver

tabla 1y 2).
Taola 1. Frecuencias alélicas encontradas para el polimorfismo C17T.
Frecuencia alélica de C Poblacion estudiada Autor
0.160 Caucasicos / Afro americanos Berretini y cols 1997
<0.01 Caucéasico / Indio Americanos Bergen y cols 1997
0.066 Caucasicos / Afro americanos / Hispanos Bond y cols 1998
0.036 Caucasicos / Afro americanos / Hispanos Gelemter y cols 1999

Tabla 2. Frecuencias alélicas reportadas para el polimorfismo A118G.

Frecuencia alélica de G Poblacién estudiada Autor
0.139 Caucasico / indio Americanos Bergen y cols 1997
0.105 Caucasicos / Afro americanos / Hispanos Bond y cols 1998
0.092 Caucasicos Sandery cols 1999
0.130 Caucasicos Town y cols 1999
0.141 Caucésicos / Afro americanos / Hispanos Gelernter y cols 1999
0.093 Caucasicos Smolka y cols 1999
0.321 Chinos Liy cols 2000

Bond y colaboraderes (1998) encontraron que la variante C17T estaba presente con una mayor frecuencia entre las
personas dependientes, y en hispanos la variante alélica +118G fue significativamente més frecuente en el grupo de los

sujetos no dependientes a opioides.

Estudios de asociacion

Sirven para comparar la frecuencia de un marcador o un polimorfismo entre los casos y los controles en una poblacion
homogénea. Un problema con este tipo de estudios es que se pueden obtener relaciones espurias entre los genes
candidatos y las enfermedades, debido a diferencias étnicas en las frecuencias alélicas de los genes candidatos
(estratificacion poblacional) (Khoury, 1994), razon por la cual se considera que los resultados de estos estudios no se
han podido reproducir (Cardon y Palmer, 2003). Para salvar este problema se utiliza el método de TDT (transmission
desequilibrium test) que utiliza como controles intermos a los padres de los casos (Estudios de frios). Este tipo de
metodologia evita eficientemente el sesgo poblacional debido a que los casos y sus padres provienen de la misma
poblacion. De tal forma que si un alelo estd asociado a la enfermedad ss transmitird mas frecuentemente que el 50%
esperado (Risch y cols, 1996).

Si se encuentra una diferencia significativa en la frecuencia de un alelo enire casos y controles se asume que el
polimorfismo se encuentra en el mismo locus de susceptibilidad o muy cercano a él (desequilibrio de ligamiento). Los
estudios de asociacion tienen mayor poder para encontrar genes de efecto menor, aunque se necesitaria evaluar cada

gen de interés del genoma humano.
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DT

En este estudio se analizan familias con uno o mas hijos afectados, y al menos uno de los padres debe ser heterocigoto
para el alelo que suponemos esta asociado con la enfermedad, de lo contrario, no se podria saber si este alelo se esta
transmitiendo preferencialmente. De este modo, uno de los dos alelos del padre heterocigoto es transmitido al hijo
afectado y el otro no. Por lo tanto, la prueba compara la frecuencia del alelo que suponemos esta asociado con la

enfermedad a través de alelos transmitidos y no transmitidos por padres heterocigotos (Schaid y Sommer, 1994).

Genética de poblaciones

Una poblacion es un grupo de individuos que pueden reproducirse y que comparten el mismo pool genético, este pool
genético es la suma total de todos los genes en una poblacion particular. Por lo tanto incluye toda la informacion genética
codificada en los genes.

La genética de poblaciones es la rama de la genética que estudia la herencia a nivel poblacional en términos
matematicos y sus principios basicos que derivan directamente de las leyes de la herencia mendeliana.

Los estudios de poblaciones generalmente se restringen al comportamiento de un par de alelos a la vez.
Convencionalmente la frecuencia de uno de los alelos en una poblacion se representa como “p”, y ta frecuencia del otro
alelo como “q". Los que aportan estos alelos son los gametos masculinos y femeninos de la poblacion. Asi el pool

genético puede considerarse como un pool gamético que formara el cigoto de fa nueva generacidn.

Frecuencias alélicas y genotipicas
Las frecuencias alélicas son fas proporciones de diferentes alelos de un gen en particular en una poblacion. Las
frecuencias genotipicas son las proporciones de los diferentes genotipos en la poblacion como resultado de las
combinaciones de los alelos.
Para entender |o anterior se puede considerar el sistema sanguineo humano, que consiste de dos alelos My N y son
codominantes entre si. De la combinacion de estos dos alelos se obtienen tres genotipos MM, MN y NN.
Suponiendo que de 330 individuos 89 presentan el genotipo MM, 162 el MN y 79 el NN es posible calcular la frecuencia
alélica de los alelos M y N aritméticamente.
Como la muestra incluye 330 individuos diploides, entonces se presentan 660 alelos del sistema sanguineo MN en esta
muestra. La proporcion de alelos que codifican para el tipo sanguineo M se calcula asf:
p=[(2*89) + 162]/660 = 340/660 = 0.515
Y la proporcion de alelos que codifican para el tipo N es:
N=q=1-p=1-0515=0485
0
q = [(2* 79) + 162]/660 = 320/660 = 0.485
Las frecuencias genotipicas son:
MM = 89/330=0.270
MN =162/330 = 0.491
NN =79/330=10.239
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Las frecuencias alélicas también se pueden obtener directamente de las frecuencias genotipicas con la siguiente
ecuacion
' f(x) = f(ho) +[(1/2) * f(hex)]
donde f(x) es la frecuencia del alelo x, f(ho) es la frecuencia de homocigotos para el alelo x y f(hex) es la frecuencia de
heterocigotos.
De esta manera
M=p=0270+[(1/2) *0.491]=0.515
y
N=q=0.239 +[(1/2) *0.491] = 0.485
Notar que la suma tanto de las frecuencias alélicas como de las frecuencias genotipicas esigual a 1.
Ahora, suponiendo que no se pueden distinguir los fenotipos de los genotipos MM y MN porque el alelo M es dominante

sobre el N recesivo. La relacion de las frecuencias alélicas p y g es:

Mujeres en la poblacién

M= p N= q
Hombres en la M=p MM = p? MN =pq
____poblacién N=g MN = pq NN = ¢?

Por lo que las frecuencias genotipicas estan dadas por:

P2= MM

2pg=MN

g2=NN

y
P2+ 2pg+q?=1

Por ejemplo, si se asume que los individuos homocigotos recesivos para cierta caracteristica en la poblacion tienen una
frecuencia del 9%, entonces la frecuencia del genotipo NN = q2= 0.09 y la frecuencia del alelo N = q = Vg2 = 0.3.
Como p +q = 1, entonces la frecuencia def alefo M =p=1-q=0.7 y MM = p2 = (0.7)2 = 0.49. Finalmente 2pq = 2 {0.7)
(0.3)=042.

La suma de las frecuencias genotinicas p? 2pg y g2 es 1.

Principio de Hardy-Weinherg
Este principio explica el comportamiento de los genes en las poblaciones, expone que la conservacion del pool genético
de una poblacion se conserva de una generacion a otra. En otras palabras, la frecuencia alélica y genotipica de dicha
poblacion se mantiene sin cambios de generacion en generacion. Para que este principio se cumpla la poblacion debe
ser grande, no debe estar sometida a fuerzas selectivas y la reproduccion dentro de la poblacion debe ser aleatoria.
Se puede ejemplificar este principio con el sistema sanguineo humano, ya que se puede suponer que la poblacion se
reproduce aleatoriamente para esta caracteristica y que no esta expuesta a fuerzas selectivas.
Para ejemplificar se puede asumir que una poblacion presenta fa siguiente composicién genotipica: MM = 0.25, MN =
0.50 y NN = 0.25. La frecuencia alélica de M es:

p=025+[(1/2)*05]=0.5
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y la frecuencia alélica de N es:
gq=1-p=1-05=05
Con estos tres genotipos hay seis posibles combinaciones de apareamientos y se pueden calcular las frecuencias

alélicas y genotipicas de la siguicnte generacion:

Apareamientos F‘rec. Genotipic:-a,s Frecuencias genotipicas segunda generacic’:n
primera generacion MM MN NN
MM x MM 0.25x0.25 0.0625
MM x MN {0.25x0.5)x 2 0.125 0.125
MM x NN (0.25x0.25)x 2 0.125
MN x MN 05x0.5 0.0625 0.125 0.0625
MN x NN (0.5x0.25) x 2 0.125 0.125
NN x NN 0.25x0.25 0.0625
0.25 0.5 0.25

Es importante notar que las frecuencias genotipicas MM, MN y NN no cambiaron de la primera a la segunda generacion.
Por lo tanto las frecuencias alélicas de M y N también se mantuvieron sin cambio. Cuando las frecuencias alélicas y
genotipicas permanecen constantes de generacion en generacion se dice que la poblacion esta en equilibrio de Hardy-
Weinberg.
Este es un concepto muy importante, porque en estudios de asociacion genética para probar que un gen esté asociado
con alguna enfermedad, hay que asegurarse que las frecuencias alélicas y genotipicas de dicho gen en la poblacion de
estudio se mantienen inmutables.
Una pobiacion esta en equilibrio de Hardy-Weinberg si las frecuencias de MM son p?, las de MN son 2pq y ias de NN son
@? basadas en las frecuenciasdepy q.
En nuestro ejemplo

P2=(0.5)2=0.25

2pq =2(0.5)(0.5)=0.5

q?=(0.5)2=0.25

Como las frecuencias genotipicas de la segunda generacion son las mismas que las de 1a primera generacion entonces

la poblacién se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg
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JUSTIFICACION

El gen que codifica para el receptor opioide p es un buen gen candidato para su estudio en el TOC, basade en que
existen reportes de pacientes con TOC que responden a medicamentos como el tramadol y la morfina que se unen al
receptor ., y a que la severidad de las obsesiones y compulsiones en pacientes adictos a opiaceos es comparable con lo
reporiado en el TOC. Ademas existen estudios que han demostrado asociacion entre el gen del receptor p y las
adicciones.

Previo al presente trabajo no existian estudios que relacionen este gen con el trastomo obsesivo compulsivo, por lo que

se buscd la asociacién de los polimorfismos més frecuentes de la region codificadora del gen: C17T y A118G.



Hipotesis

OBJETIVOS

Describir 1a frecuencia de los polimorfismos C177 y A118G del gen del receptor n en pacientes mexicanos de la

Ciudad de México con diagnéstico de trastnrno obsesivo cornpulsivo.

Probar si existe fransmision preferencial de los polimorfismos C177 y A118G con el Trastorno Obsesivo Compulsivo

TOC en una muestra de pacientes mexicanos de la Ciudad de México.

HIPOTESIS

La frecuencia alélica de los polimorfismos C17T y A118G es diferente a la encontrada en otras poblaciones.

Los polimorfismos +17T o +118A se transmiten preferencialmente en los pacientes TOC.



Material y Métodos

MATERIAL Y METODOS.

El estudio es observacional, prospectivo, fransversal y descriptivo.

La muestra estuvo compuesta por 51 pacientes con TOC y sus respectivos controles (padre y madre).

Criterios de inclusion para pacientes
1. Aceptar el estudio y firmar la carta de consentimiento.
2. Diagnéstico clinico confirmado de trastomo obsesivo compulsivo de acuerdo a los criterios del DSM-IV

3. Ambos padres disponibles, para la toma de muestra

Criterios de exclusion para pacientes
1 Aquel paciente que después de aplicados los instrumentos, el TOC no fuera el diagnéstico principal.

2 Aquel paciente que tuviera dificultad en responder los instrumentos.

Procedimiento

La seleccion de pacientes se realizd en la consulta externa del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente. A

los que cumplieron los criterios de inclusion se les realizo:

*  Entrevista psiquiatrica estructurada para el diagnostico DIS, version en espafiol (Caraveo y cols., 1991).

« Lista de verificacion de sintomas de la Escala de Yale Brown, versian en espaiol (Nicolini y cols., 1996b).

e  Escala global parz el sindrome de Teurette y al que presento tics se le realizd ademas la escala globa! de severidad
de tics de Yale.

e  Toma de muestra al paciente y padres.
Se obtuvo sangre penférica (10-20 ml), por puncién venosa empleando tubos Vacutainer Becton-Dickinson con
EDTA (Etilendiaminotetracético} y se almacenaron a -70°C hasta el momento de su procesamiento.

e Extraccion de ADN por el método modificado de Lahiri (1991)

e Determinacion de genotipos.

e Analisis de desequilibrio de transmision (TDT) para los genotipos determinados.
Consideraciones éticas

Se obtuvo conscntimiento informadc por escrito del paciente, donde se le explicd que solo se contempla en el estudio la

toma de una muestra de sangre periférica que no lo pone en riesgo ni ético ni moral.
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ANALISIS ESTADISTICO.

X2de bondad de ajuste

Para saber si los genotipos de los polimorfismos A118G y C17T se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg en la
poblacion se utilizd la prueba X2 de bondad de ajuste (Lisker, 1981).

Cuando agrupamos sujetos, objetos o respuestas en categorias, las frecuencias observadas Ge éstos en las distintas
categorias no son exactamente las esperadas en teoria. En este caso la cuestion es determinar si la discrepancia entre
fas frecuencias observadas y esperadas pueden explicarse por una fluctuacion del muestreo (son debidas al azar)
(Armitage, 1987).

Esta prueba sirve para probar si existe diferencia significativa entre el nimero observado de sujetos, objetos o
respuestas clasificados en dos o més categorias y un numero esperado de éstos basado en la hipotesis nula (Ho = No
existe diferencia entre las frecuencias observadas y esperadas en cada una de fas categorias). Es decir, esta prueba
evalla el grado de correspondencia entre las frecuencias observadas y esperadas en cada categoria.

Para comparar las frecuencias observadas y esperadas debemos establecer las frecuencias esperadas. Con la hipotesis
nula podemos deducir cuales son estas frecuencias esperadas en cada una de las categorias. Esta prueba también nos
permite obtener observaciones de poblaciones con los valores esperados conocidos (Siegel, 1995).

Suponga que Qi es la frecuencia de cualquier valor o intervalo y Ei el valor esperado. Si Ei representa una pequefia

fraccion de la frecuencia total, la vanacion de Oi sobre Ei se aproxima a una distnoucion Poisson. Si Ei no es lo

suficientemente pequefo, (Oi—Ei)/ ~/Ei se puede considerar como una desviacion normal estandarizada y

(Oi - Ei)z/ Ei una vanable con distribucion x*u). Si hubiera k categorias y las frecuencias observadas de cada
categoria fueran independientes se esperaria que el estadistico:

X* =Y K (0i-Ei)[Ei
siguiera una distribucion Xz(k). Pero como la frecuencias observada de la Ultima categoria esta determinada por las

frecuencias de las demas categorias, resulta que el estadistico X2 sigue una distribucion x’u.1) (Armitage 1987). Por lo

tanto para probar Ho se utiliza el siguiente estadistico:

X = K (0i-Eiy [Ei
donde
01 = al niimero de casos observados en el iésima categoria.
Ei = al nimero de casos esperados en el iésima categoria.
k = niimero de categorias.
La ecuacion anterior indica sumar el cuadrado de las diferencias entre las frecuencias observadas y esperadas divididas
entre las frecuencias esperadas de cada categoria. Ademas, podemos observar que si las frecuencias observadas y
esperadas son parecidas el estadistico de prueba sera pequefio, pero mientras mas grande sea su divergencia mas
grande se hard X2. Esto quiere decir que mientras mayor sea el valor de X2 menor sera la probabilidad de que las

frecuencias observadas provengan de la poblacion con las frecuencias esperadas (Siegel, 1995).

11
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Para este caso en particular como se quiere saber si existe una diferencia significativa entre la frecuencia genotipica en
los padres de los probandos vy la frecuencia genotipica en la poblacion mexicana de los alelos A118G y C17T:

0Oi = al numero de casos observados en el iésimo genotipo.

Ei = al nimero de casos esperados en el iésimo genotipo.

k = nimero de genotipos.

Desarrolto de la prueba.

1. Colocar las frecuencias observadas (Oi) en los k genotipos (frecuencias obtenidas a partir de los datos
expenimentales), la suma de las frecuencias debe ser N; el nimero total de padres de los pacientes.

2. Determinar las frecuencias esperadas (Ei) para cada una de los k genotipos a partir del método de cuenta génica (N
Oi = Ei).

3. Calcular el estadistico de prueba (X2).

4. Calcular los grados de libertad (gf).

5. Determinar la probabilidad asociada a X2 de ser tan o mas grande que el valor de x?, si esta probabilidad es menor

o igual que el error tipo | preestablecido se rechaza Ho (Lisker, 1981).

Condiciones para usar la prueba.

Como la distribucion muestral de X2 se distribuye x> asintéticamente, es decir, cuando las frecuencias esperadas son
muy grandes (infinitas) se deben cumplir las siguientes condiciones:

Cuando gl = 1, cada Ei debe ser igual o mayor que 5.

Cuando gl > 1, no mas del 20% de las Ei debe ser menor que 5 y ninguna debe serigual a 1.

Practicamente, la aproximacion es buena cuando las Ei son mayores que 5. Cuando las Ei son pequefias, las
probabilidades asociadas con la x> no son lo suficientemente cercanas a fas probabilidades de la distribucion muestral X2
para poder hacer inferencias apropiadas.

Si algunas de las condiciones cuando g > 1 no se cumplen se pueden combinar dos o mas categorias para incrementar
las frecuencias esperadas, siempre y cuando, tenga sentido esta agrupacion.

Si empezamos con dos categorias y al menos una Ei es menor que 5 o si después de haber combinado finalizamos con
dos categorias y aln tenemos al menos una Ei menor que 5, entonces se debe utilizar la prueba binomial para

determinar la probabilidad asociada con la ocurrencia de las frecuencias observadas segin Ho (Siegel, 1995).

Prueba de McNemar

Una técnica de control frecuentemente empleada en estudios observacionales comparativos es el emparejamiento, que
se aplica para incrementar la validez de las inferencias mediante el control de factores de confusién como edad, sexo,
clase social, inteligencia etc. Si se trata de un estudio experimental o ensayo clinico controlado, se empareja a los
sujetos en alguna caracteristica asociada con la respuesta y después se asignan al azar por pares en una tabla de

contingencia 2x2 y fo que se evalla es la pfesencia/ausencia de una caracteristica o factor objeto de investigacion (tabla

12
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3). En tal caso los grupos resultantes del emparejamiento no son independientes, estan correlacionados. Una prueba

clasica para comparar frecuencias de muestras relacionadas es la de McNemar (Ato y Lopez, 1996; Everitt, 1977).

Tabla 3. Frecuencias en muestras pareadas

Atributo Ausente Presente
Presente A B
Ausente C D

Puesto que nosotros estamos interesados en las diferencias entre las muestras, las entradas B y C no proporcionan
ninguna informacion, ya que B representa parejas en las que ambos casos tienen el atributo y C las parejas en las que
ambos casos no lo tienen. Las que proporcionan toda la informacion para evaluar estas diferencias son ias celdas Ay D
ya que representan los pares en los que uno tiene el atributo y el otro no.

Asi, A + D es el total de personas que presentan diferencias. Bajo la hipotesis nula, que las dos muestras no presentan
diferencias con respecto al atributo esperariamos que A y B fueran iguales, es decir, que las frecuencias esperadas para
las dos celdas sea (A + D)/ 2 (Ato y Lopez, 1996; Everitt, 1977).

Entonces
i [4-(4+D)/2] .\ [D—(4+ D)/2}
(4+D)/2 (4+D)/2
Desarrollando y reduciendo términos
X? = £A_—D_)2
A+D

que se distribuye asintoticamente como * con gl = 1.
Puesto que las vanables categéricas son discretas, fa distribucion muestral de las observaciones en una tabla de
contingencia 2x2 es también discreta. Sin embargo estas distribuciones se aproximan utilizando una distribucion continua
x2, por lo tanto existe un desajuste entre ambas distribuciones, independientemente de cual sea el tamafo de la muestra
{Ato y Lopez, 1996; Siegel, 1995). Para hacer mas precisa esta aproximacion se hace una correccion por continuidad.
Entonces

X2 GA —D, } B 1)2

=——— " congl=1
A+ D

Desarrollo y condiciones de la prueba.

1. Presentar las frecuencias observadas en una tabla de contingencia 2x2.
2. Determinar el nimero fotal de desacuerdos o diferencias, A + D.

3. SiA+D <10, entonces se debe utilizar la prueba binomial (Siegel, 1995).
4

Si A+ D > 10, entonces se puede utilizar esta prueba para calcular ei valor de X2

13
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5. Determinar la probabilidad asociada a X2 de ser tan 0 mas grande que el valor de 7, si esta probabilidad es menor

o igual que €l error tipo | preestablecido se rechaza Ho.

Como se mencioné anteriormente, en los estudios de asociacion un grave problema es que se pueden obtener
relaciones espunas entre los genes candidatos y las enfermedades debido a diferencias étnicas en las frecuencias
alélicas de los genes candidatos (estratificacion poblacional) (Khoury, 1994).

Para evitar este problema en este estudio utilizamos una técnica sugerida por Terwilliger y Ott (1994) en la que, para
saber si un alelo se esta transmitiendo preferencialmente a los descendientes afectados, se analizan familias con uno o
mas hijos afectados, y al menos uno de los padres es heterocigoto para el alelo que suponemos esté asociado con la
enfermedad, de lo contrario, no se podria saber si este alelo se esta transmitiendo preferencialmente. Es decir, uno de
los dos alelos del padre heterocigoto es transmitido al hijo afectado y el otro no. Por lo tanto, la prueba compara la
frecuencia del alelo que suponemos esta asociado con la enfermedad entre alelos transmitidos y no transmitidos por
padres heterocigotos (figura 1). De este modo los alelos no transmitidos se convierten en controles virtuales para

aparejar la muestra (Schaid y Sommer, 1994).

Homocigotos  Heterocigotos
Alelo No transmitido
1 2 1 2

anlle Cﬂ 2l laa Transmitido G | _;.\
|

a b

T ! j

! A Heterocigoto 1| Homocigoto 1
' c d
G Homocigoto 2 | Heterocigoto 2

Figura 1. Tabla de contingencia para la prueba de desequilibrio de transmision (TDT).

Observar que si el padre es heterocigoto y transmite ef alelo A no fransmite el G, por lo tanto generan un par discordante
que se cuenta en la celda “a@", si transmite el alelo G no fransmite el A genera ofro par discordante que se cuantifica en la
celda “d” (Schaid y Sommer, 1994). Finalmente los padres homocigotos al transmitir el mismo alelo que el no transmitido
generan péres concordantes que se cuantifican en las celdas “b” ¢ “c”. Pero son excluidos del anélisis porque con ellos
no se puede demostrar si el alelo que suponemos esta asociado con la enfermedad se transmite preferencialmente
porque son homocigotos. Aln si existiera una fuerte asociacion, estos padres no darian informacion.

Cuando el alelo, que nosofros suponemos esta asociado con el padecimiento, es mas frecuente que el otro alelo, la
celda “a” mostrara una mayor frecuencia que la celda “d” y el estadistico de McNemar sera grande {Schaid y Sommer,

1994).
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RESULTADOS

Descripcion de fa muestra

Se estudiaron los polimorfismos C17T y A118G en 51 trios (probando, padre y madre)

La muestra esta conformada por 29 hombres (57%) y 22 mujeres (43%), con una edad promedio de 28 + 8 afios y una
edad de inicio del padecimiento de 18 + 6 afios. De los 51 pacientes el 33% presentafon tics. Arriba del 95% presentaron
al menos una obsesion. Al 24% se le detectaron siete obsesiones, al 17% dos obsesiones, al 8% se le determinaron

ocho obsesiones y solo al 2% de los pacientes no se les detectd obsesion alguna (Figura 2).

7.3%  24% 499,

mo
&1
02
£13
B4
B5
M6
087
B8

9.8%
Figura 2. Distribucién de frecuencias del niimero de obsesiones en la muestra.

En mujeres la obsesion que mas se presento fue la de agresion (34%) seguida por la de contaminacion (75%), mientras
que en los hombres fueron las obsesiones de contaminacion y de agresion (72%) seguidas por la de simetria (68%).
También se puede observar claramente que la obsesion por la agresion, el sexc, atesorar, la religion y somatizar son
mas frecuentes en mujeres, mientras que la obsesion por la simetria fue méas frecuente en hombres. El porcentaje de

hombres y mujeres con obsesion por la contaminacion es muy parecido (Figura 3).
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Figura 3. Distribucion de frecuencias por género y obsesiones.

Al estudiar la muestra por nimero de compulsiones se observa que 98% de los pacientes presentd al menos dos
compulsiones. Al 25% se le identificaron 2 compulsiones, al 20% se le detectaron 6 compulsiones y solo al 2% no se le

enconlrd ninguna compulsion (Figura 4).
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Figura 4. Distribucion de frecuencias del nimero de compulsiones en la muestra.

Las compulsiones que mas se presentan en las mujeres son limpiar (80%) y revisar (67%), mientras que en los hombres
las que mas se presentaron fueron limpiar y repetir (68%), seguidas por las compulsiones de revisar y ordenar (64%).
También se aprecia que las compulsiones de limpiar y guardar son méas frecuentes en mujeres, mientras que la de
repetir y ordenar son mas frecuentes en hombres. Finalmente el porcentaje de hombres y mujeres con compulsion por

revisar y contar es muy parecido (Figura 5).
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Figura 5. Distribucion de frecuencias por género y compulsiones.

Polimorfismo C17T
El calculo de ias frecuencias genotipicas se baso en los 94 sujetos no consanguineos (padre y madre) de los pacientes
estudiados, ya que se presentaron 4 familias con dos hermanos afectados.
Las frecuencias alélicas para el polimorfismo C17T son:
c=[{2*93)+1)/188 = 187/188 = 0.9947
t=1-c=1-0.9947 = 0.0053
Como vimos en la pagina 6, las frecuencias genotipicas estan dadas por:
p2=clc
2pq =clt
a2= it
Y
p2+2pq+q?=1
Y como p = cyq = t, entonces las frecuencias esperadas (Ei) para los genotipos de este polimorfismo son:
clc = p2=(0.9947)2 (100)
clt = 2pq = 2 (0.9947) (0.0053) (100)
th = c2=(0.0053)2 (100)
Las frecuencias genotipicas observadas y esperadas de 10S 94 sujetos no consanguineos (padre y madre) para el

polimorfismo C17T son:

Genotipos Frecuencia observada (0i) Frecuencia esperada (Ei)
cfc 93 99
oA 1 1
74 0 0
Total 94 100
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Para probar si el polimorfismo en la muestra se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg vamos a comparar
frecuencias observadas y esperadas en categorias discretas entonces desarrollamos la prueba de X2 de bondad de
ajuste.

Hipdtesis nula (Ho): Los datos observados se ajustan a la distribucion de tos vaiores esperados. Es decir, que no existe
diferencia entre el numero esperado y el observado para cada uno de los genotipos, por fo tanto, el polimorfismo se
encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg. Hipotesis altemativa (Ha): Los datos observados no se ajustan a la
distribucién de valores esperados. Es decir, que la frecuencia observada de al menos un genotipo es diferente a la
esperada, por lo tanto, el polimorfismo no se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Nivel de significancia = o = 0.05.

La distribucion muestral de X2 sigue una distribucion x* congl=k-1=3-1=2.

Ho se rechaza si el valor observado de X2 es tal que la probabilidad asociada con el valor calculado segiin Ho para gl = 2

es menor a 0.05.
szz:o_os = Z ?=| (0Oi - Ei)z/Ei
X rons = (©3-99Y f09) (1= 1 /1)+ (0~ 0 10)

2

Xz.a=0A05 =0.364+0+0=0.364

En una tabla de valores criticos de la distribucion de x> podemos ver que P(X2 > 0.364) para gl = 2 esta entre p=0.25 <
P(X2 > 0.364) < 0.5. Como esta probabilidad es mas grande que el valor de significancia establecido, o = 0.05, no
podemos rechazar Ho y se puede concluir que la frecuencia de los genotipos se miantiene estables en la poblacion. Por
lo tanto ef polimorfismo se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Como la frecuencia de c/t es muy baja y no se presentod ningln paciente t/t no se pudo desarrollar la prueba de McNemar

para probar si alguno de los polimorfismos de este gen esta asociado con la enfermedad.

Polimorfismo A118G.
Las frecuencias alélicas para el polimorfismo A118G son:
C=[(2*64) +28)/1188 = 157/188 = 0.8298
T=1-C=1-0.8298=0.1702

Las frecuencias esperadas (Ei} para los genotipos este polimorfismo son:

a/a=p?=(0.8298)2 (100)

alg = 2pq = 2 (0.8298) (0.1702) (100)

g/g = c2=(0.1702)2 (100)

Las frecuencias genotipicas observadas y esperadas de los 94 sujetos no consanguineos (padre y madre) para el

polimorfismo A118G son:
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Genotipos Frecuencia observada (0Oi) Frecuencia esperada (Ei}
ala 64 69
a/g 28 28
9/q 2 3
Total 94 100

Para probar si este polimorfismo se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg en la muestra se procede del mismo

modo que con el polimorfismo C17T.
X a0s = (64697 f60)+ (28287 28]+ (2 - 37 3)
X a0 =036+0+033=0.69

En una tabla de valores criticos de la distribucion de y* podemos ver que P(X2 > 0.0.69) para gl = 2 esta entre 0.5 < P(X2
> 0.69) < 0.75. Como esta probabilidad es mas grande que el valor de significancia establecido, o = 0.05, no podemos
rechazar Ho y se puede concluir que las frecuencias de los genotipos se mantiene estable en la poblacion. Por lo tanto el
polimorfismo se encontra en equilibrio de Hardy-Weinberg.
Para probar si existe asociacién entre este polimorfismo y el TOC aplicamos la prueba de McNemar (TDT) a la muestra
de 30 frios que tenian al menos un padre heterocigoto (Tabla 4).

Tabla 4. TDT de pacientes TOC para el polimorfismo A118G.

Alelo no transmitido
Alelo transmitido G A
A 16 30
G 0 14

La hipétesis nula (Ho) s que la proporcion del alelo A transmitido de padre a hijo es igual a la proporcion del alelo G
transmitido de padre a hijo. Por lo tanto, no existe asociacion entre el polimorfismo y el TOC. La hipotesis altemativa (Ha)
es que la proporcion de los alelos transmitidos de padre a hijo es diferente. Por lo tanto, El TOC esta asociado con
alguno de los polimorfismos.

Nivel de significancia = o = 0.05.

X2 se distribuye y? con gl = 1.

Como Ha no especifica la direccidn de la asociacion, la region de rechazo es bidireccional y consiste en todos los valores

de X2 mayores a los que tienen una probabilidad asociada con su ocurrencia cuando Ho es verdadera para o = 0.05 0

mencr.
\2
X|2 — QA—D‘_I)
A+ D
2
an zwzizo_”
16 +14 30

ESTA TESIS NO SALL
DE LA BIBLIOTECA
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En una tabla de valores criticos de la distribucion de x* podemos ver que la P(X? > 3.84) para gl = 1 esta entre 0.1 < P(X?
> 0.33) < 0.25, como esta probabilidad es mas grande que el valor de significancia establecido, o = 0.05, no podemos
rechazar Ho.

Por fo tanto, podemos concluir que, ninguno de los alelos de este gen es transmitido preferenciaimente de los padres a

los pacientes con TOC.
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DISCUSION

Este es el primer estudio de asociacion con el gen del receptor . como candidato para el TOC. En esta poblacion de
estudio el polimorfismo C17T mostro una frecuencia alélica de la variante +17T muy baja {1%), a diferencia de otros
estudios que han encontrado frecuencias mayores para el polimorfismo C17T, entre ellos Berrettini y cols (1997) que
reportan una frecuencia del 16% en caucésicos y afro americanos, Bond y cols (1998) del 6.6% en caucésicos y
Gelemter y cols (1999) del 3.6% en caucasicos, afroamericanos e hispanos. Por lo tanto este polimorfismo no es Gtil
como marcador genético en mexicanos de la Ciudad de México.

Aunque la prueba de desequilibrio de transmision (TDT) hecha para el polimorfismo A118G no fue significativa, la
frecuencia de la variante alélica +118G (17%) fue similar a la de la poblacion hispanica de los Estados Unidos de
Norteamérica (14%) (Bond y cols., 1998), por lo que resulta un marcador util que pudiera utilizarse en estudios
posteriores.

La falta de significancia en este tipo de estudios puede deberse a diversos factores: falsos positivos y falsos negativos,
por diagnésticos inciertos, multiples factores ambientales y varios loci de susceptibilidad, que en conjunto contribuyen a
que la muestra en estudio no sea homogénea (Nicolini y cols., 1999b; Gambaro y cols., 2000; Nestadt y cols., 2002).
Otros factores que hacen dificil el diagnostico son la heterogeneidad genética, la no penetrancia y las fenocopias. Por
ello varios estudios han tratado de estratificar a las enfermedades de acuerdo a su gravedad, la edad de inicio del
padecimiento y la respuesta a ciertos farmacos. Pero debido a que nuestra muestra es pequefia no se pudo subdividir la
muestra por variables clinicas.

Es importante mencionar, que una de las condiciones para utilizar la X2 de bondad de ajuste es que cuando gl > 1, no
mas del 20% de las frecuencias esperadas debe ser menor que 5 y ninguna debe ser igual a 1. En nuestro caso, los
genotipos cit y % del polimorfismo C17T y el genotipo g/g del polimorfismo A118G no cumplen con esta condicion, pero
como médicamente, es claro que los genotipos producen tres fenotipos particulares entonces no se pueden égrupar las
categorias con las frecuencias esperadas menores que 5 y utilizar una prueba binomial como lo recomiendan Siegel,
1995; y Everitt, 1977.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

La frecuencia alélica de la variante +17T es baja y esto pudiera inaicar gue, por io menos en nuestra poblacion no
serfa util estudiario como alelo de riesgo.

La frecuencia alélica del polimorfismo A118G, lo hace un marcador (il para usarse en estudios de asociacion en
nuestra poblacion.

En el TDT no se encontrd transmision preferencial para ninguna variante alélica de los polimorfismos estudiados,
por lo tanto no existe ninguna asociacion entre los polimorfismos y el TOC. Pero tomando en cuenta que la muestra
era muy pequefia vale la pena seguir analizando el gen con una muestra mas grande para‘ darle mayor poder

estadistico ala prueba.
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Anexo

GLOSARIO

Alelo

~ormas alternativas de un gen que pueden ocupar un determinado locus.

Codominancia

Cuando dos o mas plimorfismos tienen la misma probabilidad de expresarse

Fenotipo

Es la expresidn observable del genatino, como ura caracteristica morfolégica, bioquimica o molecular.

Gen

Unidad hereditaria. Secuencia de ADN que produce una molécula de ARN funcional.

Genotipo

Es la constitucidn genética de una persona, ya sea colectivamente en todos los loci 0 mas tipicamente en un solo locus.

Heterocigoto
Individuo con dos alelos diferentes en un locus dado.

Homocigoto
Individuo con dos alelos iguales en un locus dado.

Loci
Plural de locus.

Locus
Posicion de un gen en un cromosoma.

Mutacion

Cambio en la secuencia de bases nitrogenadas del ADN.

Polimorfismo
Existencia de mas de un alelo normal de un gen.

Predisposicion

Es la tendencia de una persona o familia de presentar una caracteristica o enfermedad. También se conoce como

labilidad.

Probando

Persona afectada que en cualquier momento es descubierta independientemente de los otros miembros de la familia.
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