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RESUMEN

Introduccion. El trastorno bipolar se presenta en uno o mas de cada cien mexicanos,
afecta no so6lo a quien la padece, sino a familiares y allegados, ademas de tener un alto
costo econdmico y social. Hay evidencia de que diversos genes estan involucrados en la
patogenia del trastorno, sin embargo el tipo de genes y su efecto no se conocen por
completo. La implicacion del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) en la
fisiopatologia del trastorno bipolar ha sido corroborada en multiples estudios. Tiene
acciones de sobrevivencia y favorecedoras del crecimiento en una variedad de neuronas y
podria estar involucrado en la etiologia del trastorno bipolar (TBP). En poblaciones de
diferentes partes del mundo se ha encontrado una asociacién positiva entre el
polimorfismo genético Val66Met del BDNF y el TBP.

Hipotesis. El polimorfismo Val66Met del BDNF esta asociado con el TBP en una muestra
de la poblacién mexicana.

Objetivos. Determinar si hay asociacion entre el polimorfismo Val66Met y TBP-1y Il en
pacientes mexicanos.

Material y Métodos. En un estudio de asociacion basada en familias, se analizaron
muestras de ADN pertenecientes a 207 personas: 86 pacientes mexicanos con TBP I ¢ II
(SCID-I) y 121 de familiares.

Resultados. El alelo ancestral (que codifica para Valina) fue muy frecuente en nuestra
muestra y no se identificaron diferencias estadisticamente significativas entre los alelos
transmitidos (casos) y no transmitidos (controles) (p=0.240053).

Discusion/Conclusiones. La poblacion mexicana incluye mas de 60 grupos amerindios y
una historia compleja de mestizaje que incluye caucasicos, asiaticos y una pequefia parte
africanos. Esta diversidad convierte esta poblacion idonea para realizar analisis gendmicos
en enfermedades complejas como el TBP. Adquiere relevancia ademas el que no se
encontraron publicaciones en poblacidon mexicana que estudien la asociacion entre el
BDNF y el TBP. Se identificd una heterocigocidad muy baja del polimorfismo Val66Met
del BDNF en nuestra muestra, a comparacion con lo descrito en otras poblaciones. El
alelo derivado (que codifica para Metionina) tiene frecuencia de 0 a 72%, segun el grupo
humano estudiado. En nuestra muestra tiene una frecuencia de 15.2%. Al ser el TBP una
enfermedad que muestra un patron de herencia complejo, la falta de asociacion entre el
polimorfismo Val/66/Met y el trastorno en esta poblacion especifica sugiere la posibilidad
de que el gen del BDNF, o por lo menos el sitio polimorfico analizado, tenga una
implicacion nula o menor que en otras poblaciones en la fisiopatogenia del TBP. Sin
embargo, se contribuyd a dilucidar la frecuencia de los genotipos mas frecuentes para
nuestra poblacion.

viil



INTRODUCCION

Marco de referencia y antecedentes

Antecedentes Historicos de la enfermedad maniaco depresiva

Desde la antigiiedad, se observaron accesos de mania y de melancolia y se les
consideré como enfermedades independientes y alternantes. De acuerdo a la concepcion
médica grecorromana, la salud y la enfermedad se debian a un balance equilibrado de los
cuatro humores del cuerpo: sangre, bilis negra, bilis amarilla y flema; de todos, el
sanguineo era el mas saludable. Este ultimo en exceso podria llevar a la mania. El
temperamento melancoélico, por su parte, estaba dominado por la bilis negra y predisponia
a la melancolia, lo que hoy se conoce como personalidad depresiva, teniendo su expresion

clinica actual en la distimia.

El padre griego de la medicina, Hipdcrates (460-357 a.C.), describid la " bilis
negra" o melancolia como un estado equivalente a lo que hoy conocemos como depresion.
Los médicos griegos, tomando prestado el nombre de los antiguos egipcios, son los
primeros en considerar una base bioquimica de las enfermedades mentales. Creian que la
enfermedad surgia de un temperamento melancolico sombrio como sustrato y que, bajo la
influencia del planeta Saturno, el bazo secretaba bilis negra que, influenciando al cerebro,
generaba el oscurecimiento del &nimo. Galeno (201-131 a.C.) referia que la melancolia se

manifestaba con miedo, depresion, descontento hacia la vida y odio hacia la gente. M



Areteo de Capadocia (150 d.C.) fue quien primero reconocié y describid los
sintomas de la mania y la depresion; sugirié que podrian estar relacionados unos con otros
y destacd la naturaleza fluctuante de la enfermedad afectiva. Es ¢l quien describio,

ademas, lo que conocemos hoy como ciclotimia.

Muchos de los textos griegos originales sobre la melancolia se transmitieron a la
posterioridad como textos medievales arabes. Tal es el caso de Avicena, quien continud
desarrollando la teoria de los temperamentos; asi concibié una forma especial de
melancolia sobrevenida de la mezcla de la bilis negra con la flema, dando una
caracterizacion acinética-catatonica de la enfermedad. Asi también, consider6 que la
mania no sélo provenia del humor sanguineo en exceso, sino que podia representar una
mezcla de la bilis amarilla y negra. Sus trabajos sobre los temperamentos galénicos son
considerados antecesores de las actuales dimensiones de la personalidad. Su posicion al
respecto de la combinacion de humores y su generacion podria ser concebida como
anticipatoria a la hipotesis moderna de la depresion. ) Tanto Philippe Pinel como Jean

Philippe Esquirol compartian la idea de enfermedades separadas, pero alternantes.

Jean Pierre Falret acufio en 1854 el término "folie circulaire" (locura circular),
caracterizada por la reproduccion sucesiva y regular del estado maniaco, del estado
melancolico y de un intervalo lucido. Ademas, establecid una relacion entre depresion y
suicidio. Su trabajo llevé al término de trastorno bipolar y a ser €l quien encontrara una
distincion entre momentos de depresion y animo elevado. Lo distinguido de una simple

depresion y, finalmente, en 1875 sus hallazgos llevaron a la denominacion de Psicosis



Maniaco-Depresiva. Otro mérito menos conocido atribuido a Falret es el hecho de que
hall6 la enfermedad en ciertas familias. Reconociendo desde entonces la participacion de

la genética en la transmision de la misma.

En 1854, casi de manera simultanea con Falret, Francois Baillarger describi6 la
"folie a double forme", caracterizada por la sucesion de dos periodos, uno de excitacion y
otro de depresion. Senald que habia una diferencia mayor entre el trastorno bipolar y la

esquizofrenia. Fue €l quien caracteriz6 la fase depresiva de la enfermedad.

En 1913, Emil Kraepelin (1856-1926) estableci6 el término maniaco-depresivo con
un exhaustivo estudio de los efectos de la depresion y, en menor grado, sobre el estado
maniaco. En 1921, Emil Kraepelin publicé "Manic- Depressive Insanity and Paranoia",
un trabajo revolucionario por entonces en el que sugiridé por vez primera que la depresion
severa (psicotica) podria tener formas alternantes de mania y melancolia severa. El agrupa
todas las formas de mania y melancolia y a través de su metodologia de observacion
longitudinal, establece la enfermedad maniaco-depresiva como entidad nosologica y
patologica. Se refirid a la transmision familiar o heredabilidad de la enfermedad, a la
transicion entre una forma y la otra, al curso recurrente de intervalos libres de enfermedad,
a la caracteristica superposicion del tipo de episodio comunmente opuesto al
temperamento del paciente y a la simultdnea ocurrencia de ambas formas en el mismo
episodio. No logré documentar hallazgos anatomo-patoldgicos post mortem en los
cerebros de pacientes maniaco-depresivos, por lo que considerd que se trataba de una

enfermedad mental relacionada con alteraciones en las funciones psicologicas. La



clasificacion de Kraepelin de los trastornos del &nimo es dualista y unitaria. Dualista por
referirse a que ocurren por causas somaticas o psicologicas. Y es unitaria en relacion a las
ocasionadas por causas somadticas, las cuales denominé trastornos afectivos enddgenos,
debidos a causas biolégicas internas. El planteé un continuo entre la depresiéon y la

’ : 1
enfermedad maniaco-depresiva. "

En 1952 apareci6é un articulo en "The Journal of Nervous and Mental Disorder",
en el que se analizaba la genética de la enfermedad y se revelaba la posibilidad de que la

depresion maniaca se presentara en familias afligidas con la enfermedad.

Las clasificaciones aun continuaron modificandose. Karl Leonhard en 1957, Jules
Angst en 1966, Carlo Perris en 1966, George Winokur, Paula Clayton y Theodore Reich
en 1969 distinguieron la depresion y el trastorno bipolar segun su edad de comienzo y la

carga familiar. Asi también describieron subtipos de las mismas.

A largo de la década de 1960, muchos de los enfermos bipolares fueron
institucionalizados y se los ayud6 financieramente muy poco porque el Congreso
estadounidense se rehusaba a reconocerla como una enfermedad legitima. Apenas a
principios de la siguiente década, se legislo y se establecio la ayuda para éstos. En 1979 se
fund6 la Asociacion Nacional de Salud Mental -National Association of Mental Health

(NAMH)- de los Estados Unidos.



En 1980, el término de trastorno bipolar reemplazé el de trastorno maniaco-
depresivo como denominacion diagnostica incluida en el Manual Diagnéstico y
Estadistico (DSM-III) de la Asociacion Americana de Psiquiatria. Durante esa década, las
investigaciones permitieron distinguir entre el trastorno bipolar del adulto y del nifio. Para
entonces, Agop Akiskal propone el concepto de espectro bipolar, enfatizando una
clasificaciéon con validez clinica segun la historia de las enfermedades del humor, los
antecedentes premorbidos y los temperamentos. Asi permite plantear prondsticos y

estrategias terapéuticas afines a largo plazo.

En los tltimos afos, en ausencia de un sistema de clasificacion con base etiologica,
se ha intentado adoptar modelos diagnodsticos que puedan ser usados en diferentes
culturas. Introducir una perspectiva biomédica a la nosologia psiquiatrica ha sido un
acierto ocurrido en las ultimas tres décadas. La validez de los diagnosticos psiquidtricos
incluye principalmente los siguientes puntos: 1) Validez de contenido: signos y sintomas
como criterios diagndsticos. 2) Validez concurrente: dada por correlacion neurobioldgica
como hallazgos de laboratorio, neuroimagen, pruebas neuropsicologicas, genéticas,
estudios de familias y probablemente respuesta al tratamiento. 3) Validez predictiva: al
hacer un diagndstico relativamente preciso en un plazo determinado. 4) Validez por

. .. ., .. . . . , 1. 2
discriminacion: limitar y diferenciar de otras entidades médicas.

Hay propuestas de diferentes autores para mejorar las clasificaciones actuales y
llenar los huecos que quedan cuando no se cumplen todos los criterios diagnosticos, pero

se encuentran presentes signos y sintomas de un mismo espectro; sin embargo, en este



trabajo se incluyen Unicamente los tipos I y II del TBP claramente definidos en las

clasificaciones vigentes.

Definicion

El trastorno bipolar (TBP) se caracteriza por diferentes manifestaciones clinicas,
principalmente alteraciones del afecto que fluctian de manera intermitente desde el
extremo depresivo al maniaco (tipo I) o hipomaniaco (tipo II). Se puede acompafar de

alteraciones en el pensamiento y la conducta.

Epidemiologia y etiologia

Se ha estimado que la prevalencia mundial del trastorno en adultos va de 1 a 2.5%.
De acuerdo a algunos reportes, otras formas del espectro bipolar tienen una prevalencia
de 3 a 6.5%. El TBP I tiene una prevalencia de cerca del 0.8% y afecta por igual a
hombres y mujeres. El TBP II tiene una prevalencia de 0.5 y es mas comun en mujeres @
En Meéxico, en la Encuesta Nacional de Epidemiologia Psiquiatrica se reportd que la

prevalencia para episodios maniacos era de 1.4% en mujeres y 2.4% en hombres. ®)

Aunque no se conoce con exactitud la etiologia del TBP. Se han reportado diversos
estudios realizados en familias, en gemelos y en personas dadas en adopcion que
confirman que parte de la susceptibilidad al TBP depende de factores hereditarios. Se ha

(6,7)

calculado una heredabilidad de por lo menos 80%; observando que los familiares de

un paciente afectado tiene 6 a 7 veces mas riesgo para presentar la enfermedad, respecto a



la poblacion general. Entre los familiares de primer grado, el tipo de parentesco con el
afectado o el género no parecen ser factores relacionados con una diferencia importante en

el riesgo a ser bipolar. ®

En estudios en los que se ha comparado la incidencia del trastorno bipolar en
gemelos monocigdticos con respecto a los dicigoticos, se ha podido estimar la
contribucion relativa de genes y ambiente a la etiologia. Este tipo de estudios han
permitido evaluar la heredabilidad del trastorno. ©® Destaca el hecho de que en gemelos
monocigoéticos se ha detectado una concordancia para la presencia del TBP de 33 a 75% y
en gemelos dicigdticos de 0 a 13%, lo cual implica que a mayor cantidad de genes

compartidos, mayor es el riesgo de presentar el trastorno. !

Ademas de los estudios en familias, los estudios de adopcion han permitido
evaluar la influencia genética y del ambiente en la susceptibilidad al TBP. De esta forma
se detectd que el riesgo para presentar trastornos afectivos era mayor (18%) en los
familiares bioldgicos que en los adoptivos (7%). Incluso el riesgo en los familiares
biologicos fue similar independientemente de que los pacientes hubieran sido adoptados o

no. an

Como sucede en la mayoria de trastornos psiquidtricos, en el TBP hay
caracteristicas genéticas complejas que implican tanto a la herencia como a los factores de
riesgo ambientales. Aunque las técnicas genéticas han sido exitosas en la identificacion de

las bases genéticas y moleculares de trastornos causados por un gen unico (con herencia



mendeliana), estas técnicas han sido lentas en determinar las bases de trastornos complejos
(no-Mendelianos). Sin embargo, se han identificado diversos genes que probablemente

confieren susceptibilidad al TBP, por lo menos en algunas personas. '

Hay evidencia de que diferentes regiones genémicas estan involucradas en la
expresion de este padecimiento. Sin embargo, el tipo especifico de los genes y su efecto,
las anomalias bioquimicas subyacentes a la predisposicion y la fisiopatologia del TBP no

estan del todo esclarecidos

Se han puesto en practica dos principales formas de abordaje para elegir genes
candidatos asociados al TBP. Uno funcional, que se basa en los genes que posiblemente
estan implicados en la fisiopatologia. Un ejemplo de esto es el gen del BDNF, que se ha
investigado en los trastornos afectivos porque se ha demostrado que se asocia con el
desarrollo de circuitos neuronales corticales en animales y por la evidencia de la reduccion
en el volumen del hipocampo asociado a una historia de depresion y niveles bajos de
BDNF("?

Otro ejemplo es el gen del transportador de serotonina (SLC6A4), que se ha
estudiado por la importancia de la proteina para la cual codifica, la cual recapta el
neurotransmisor mencionado y es blanco de la accidon del los inhibidores selectivos de
recaptura del mismo (ISRS), farmacos de gran relevancia en el tratamiento de la

depresion. ¥



El segundo abordaje se basa en la seleccion de genes que estan situados en
regiones cromosomicas que se asociaron al TBP. Por ejemplo el gen G30 (también
llamado DAOA), que se localiza en 13q33, una region que ha sido asociada positivamente

a esquizofrenia y TBP !?

Antecedentes histéricos del BDNF

El factor de crecimiento nervioso (NGF) fue descubierto en los inicios de la
década de 1950 y se describieron sus funciones troficas (sobrevivencia, crecimiento y
promocion). En 1982, el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), el segundo
miembro de la familia de factores neurotroficos, mostrd tener efecto en la sobrevivencia
de una subpoblacion de neuronas ganglionares y subsecuentemente fue purificado del
cerebro de cerdo. El BDNF es un factor de crecimiento capaz de unirse a receptores para
estimular sobrevivencia, crecimiento o diferenciacion celular. Desde entonces, otros
miembros de la familia de neurotrofinas tal como la neurotrofina 3 (NT-3) y neurotrofina
4/5 (NT-4/5) Se han descrito por separado con efectos troficos sobre subpoblaciones

neuronales en el sistema nervioso central (SNC) y Sistema Nervioso Periférico (SNP) ¥

Gen del BDNF y estructura proteica

El gen del BDNF en los humanos se encuentra en el brazo corto del cromosoma
11, tiene cuatro exones (exones I-IV) que pueden estar asociados con distintos promotores
hacia el extremo 5’ y uno con el 3’ (Ex6n V). Todos estos componen la estructura proteica

madura del BDNF. (9



El BDNF tiene una estructura peptidica idéntica hasta en 50% con otras
neurotrofinas como NGF, NT-3 y NT-4/5. Cada neurotrofina consiste en un homodimero
ligado no covalentemente y contiene un péptido de sefial que sigue del codon de inicio, asi
como una region favorable que contiene un sitio N-ligado. Son producidas inicialmente
como proneurotrofinas, las cuales tienen caracteristicas de enlace y actividad bioldgica

distinta a las neurotrofinas maduras. ¥

BDNF y desarrollo

El BDNF tiene acciones de sobrevivencia neuronal y favorecedoras del
crecimiento en una variedad de neuronas, incluyendo las células del ganglio de raiz dorsal
(13) y neuronas del hipocampo y corteza (19 " Ciertas neuronas sensoriales periféricas,
especialmente las de ganglios vestibulares, dependen de la presencia de BDNF, como se
ha demostrado con ratones homocigéticos para la ausencia de expresion de BDNF que
carecen de estas neuronas '®. Al privarse de NGF, las neuronas cognitivas no son
afectadas, ni lo son las neuronas motoras. Los ratones homocigdticos que carecen del gen
de la expresion de BDNF (-/-) no pueden sobrevivir mas alla de tres semanas; en cambio,
los ratones heterocigdticos de BDNF (+/-) son viables, y presentan una variedad de

fenotipos, incluyendo la obesidad asociada a hiperfagia '”’; ademas, se ha reportado que la

reduccion en la expresion del receptor de BDNF (trkB) también causa obesidad. (18)
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BDNF, transmision sindptica y neurogénesis

Los primeros estudios de los efectos de BDNF sobre la transmision sinaptica
demostraron que BDNF aumento la frecuencia de las corrientes postsinapticas excitadoras
miniatura (EPSCs). Desde entonces, los estudios numerosos han examinado las acciones
de BDNF. El cual parece fortalecer sinapsis excitadoras (glutamatergicas) y debilitar las

sinapsis inhibitorias (GABAérgicas) 19,

Al BDNF también se le han encontrado propiedades para favorecer la
neurogénesis. Por ejemplo, la infusion intraventricular de este factor neurotréfico aumenta
el nimero de neuronas en el bulbo, el cuerpo estriado, el septo y el tdlamo 19 Aunque

algunos estudios hayan concluido que el efecto primario de BDNF est4 en la proliferacion

(20) (21)

, otros estudios sugieren un importante efecto sobre la supervivencia

BDNF en el aprendizaje y la memoria

Puesto que el BDNF esta implicado en la plasticidad sindptica, hay gran interés en
el papel que juega en el aprendizaje y la memoria “?. El hipocampo, el cual se requiere
para muchas formas de memoria de largo plazo en seres humanos y animales, parece ser
un sitio importante para la accion de BDNF. Ademas, se ha demostrado induccion rapida
y selectiva de la expresion de BDNF en el hipocampo durante el proceso de aprendizaje

2 . " . . . .
@3 En seres humanos, el alelo o variante genética de metionina del polimorfismo valina-
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66-metionina (Val66Met) en la region 5° del gen del BDNF se asocidé a una memoria
episoddica mas deficiente; In vitro, las neuronas transfectadas con la variante met del
BDNF presentaban menor secrecién inducida por despolarizacion **. Se ha observado
como respuesta al ejercicio fisico que el BDNF tiene efecto en los sistemas sensorio-
motores del cerebro, como por ejemplo el cerebelo, las areas corticales primarias o los
ganglios basales; sin embargo estudios llevados a cabo con ratas pusieron de manifiesto
un notable incremento en los niveles de BDNF También en el hipocampo, una estructura
relacionada fundamentalmente con funciones cognitivas superiores mas que con actividad

motora. @5)

El aprendizaje, una forma de plasticidad cerebral, aumenta la expresion génica de
BDNF vy éste a su vez, facilita el aprendizaje. Es por tanto razonable asumir que aquellos
mecanismos como el ejercicio, que inducen la expresion génica de BDNF, pueden
aumentar el aprendizaje. Igualmente, se ha relacionado el incremento de la expresion de
BDNF en el hipocampo con el aumento de la neurogénesis en el giro dentado de animales

adultos. ®

Enfermedades neurodegenerativas y BDNF

La idea de que las enfermedades degenerativas del sistema nervioso pueden
resultar de la escasez de factores neurotréficos ha generado gran interés hacia el BDNF
como agente terapéutico potencial. Varios estudios han documentado evidencia de la
expresion disminuida de BDNF en enfermedades neurologicas ©. La reduccion selectiva

de la expresion del RNA mensajero (mRNA) del BDNF en el hipocampo se ha propuesto

12



en especimenes que son modelo de la enfermedad de Alzheimer “"?®" La disminucion de
BDNF se ha demostrado dentro de la sustancia nigra en Enfermedad de Parkinson “%.
Recientemente se reportd que el BDNF juega un papel importante en la enfermedad de
Huntington, ya que al estar éste disminuido se produce la pérdida de ayuda trofica a las
neuronas de transcripcion estriadas, que degeneran posteriormente en las caracteristicas
patologicas patognomoénicas de la enfermedad ©”. En la esclerosis multiple, una
enfermedad desmielinizante, el BDNF entre otras neurotrofinas son responsables de la
remielinazacion después de cada brote. @V En todos estos trastornos, la administracion
exdgena de BDNF o la produccion endogena cada vez mayor de BDNF puede concebirse
como una estrategia terapéutica si estd aplicada en el contexto espacio-temporal

apropiado. ©¢?

Enfermedades psiquiatricas y Trastorno Bipolar

Hay evidencia de que el BDNF se encuentra implicado en los trastornos afectivos
©3) Los estresores ambientales que inducen la depresion también disminuyen el mRNA
del BDNF ®%. Inversamente, el ejercicio fisico se asocia a disminucion de la depresion y
aumento de mRNA del BDNF ©?. Los tratamientos existentes para la depresion son
pensados para actuar sobre todo aumentando la transmision sindptica serotoninérgica,
noradrenérgica y monoaminergica endogenas, y los estudios recientes han demostrado que
los antidepresivos eficaces aumentan el mRNA del BDNF. ©® La administracion exogena
de BDNF promueve la funciéon y proliferacion de neuronas serotonergicas en cerebros

3

adultos de ratas, 7y los ratones deficientes en BDNF son también deficientes en la
y
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inervacion serotoninérgica. '” Asi, las nuevas estrategias farmacoldgicas se centran en la
funcion potencialmente antidepresiva del BDNF.

También se ha propuesto que el BDNF podria estar implicado en el TBP ©¥.
Estudios recientes han demostrado que el BDNF juega un papel importante en el
mecanismo de accion de los antidepresivos y la patogénesis de la depresion. Estos

resultados sugieren que el BDNF puede estar relacionado en la regulacion del humor. ©*

34, 35, 41). . : . ..
) Ademas, en algunos estudios se encontrado una asociacion positiva entre el

polimorfismo genético Val66Met del BDNF y los desordenes afectivos bipolares; ©% 7.
Se ha encontrado que los agentes que potencialmente inducen estados maniacos también
aumentan la expresion del BDNF, por lo que se propone que la sobreactividad de este
factor neurotréfico podria desencadenar el estado maniaco. La nocion de la sobreactividad
del BDNF en mania sugiere que los factores asociados a actividad creciente de BDNF

podrian ofrecer mayores fundamentos etioldgicos para el TBP. Ademas, la exploracion de

esta hipotesis puede proporcionar una nueva direccion en el tratamiento del TBP. %)

Se ha descrito una asociacion entre los niveles séricos bajos del BDNF y el TBP en
fases maniacas y depresivas. 2 También se ha estimado que en el caso de la mania la
disminucién sérica del BDNF es directamente proporcional a la severidad. El litio y otros
estabilizadores del 4nimo podrian aumentar los niveles en suero del BDNF y otros

y 4
factores neurotroficos. ¢¥
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque sin lugar a dudas los factores genéticos influyen importantemente en la
susceptibilidad al TBP, aun no se ha alcanzado el nivel de certeza necesario para indicar
qué genes son los responsables de este aumento en vulnerabilidad al trastorno, por lo
menos no en cuanto al total de genes y al total de personas afectadas. Se han propuesto
algunos genes candidatos relevantes, pero aun falta confirmar si estan implicados en el
trastorno y si forman parte del componente heredable del TBP exclusivamente en algunas
familias aisladas, en subpoblaciones especificas, poblaciones completas o incluso en
distintos grupos étnicos. Aun si el mismo gen esta implicado en distintos grupos étnicos,
eso no significa que sean exactamente los mismos alelos los que se encuentran sobre-
representados en el grupo de pacientes respecto a la poblacion general. De hecho, se ha
reportado que el TBP podria relacionarse con heterogeneidad alélica, en la que se observa
que distintas variantes genéticas del mismo gen pueden estar asociadas con el trastorno en

distintas personas afectadas.

Diversos andlisis genéticos han sugerido que el gen del factor neurotrofico
derivado del cerebro (BDNF) podria estar involucrado en la patogénesis del TBP. Se
encontrd asociacion entre el genotipo valina-valina en lo que corresponde a la posicion 66
en la cadena peptidica (Val66Val) en pacientes estadounidenses y britanicos. En
contraste, en poblacién escocesa, japonesa, china y polaca no se ha confirmado esta

L (44,45 y 46) . . . . .,
asociacion. Este polimorfismo ademas se ha asociado a mayor predisposicion a

ciclados rapidos. “**

15



Como fue mencionado, al analizar enfermedades multifactoriales como el TBP, se
ha demostrado que puede haber variaciéon genética asociada al trastorno en un grupo
étnico y no asociada en otros. De esta manera, para determinar si las variantes del
polimorfismo Val66Met se encuentran relacionadas con el TBP en mexicanos, es
necesario estudiar esta poblacion. No se encontr6 en la literatura ningiin reporte sobre el
andlisis de variantes del gen BDNF en poblacion mexicana. En México los estudios sobre
el trastorno bipolar y genética alin son muy escasos y no se han reportado analisis en

muestras poblacionales significativamente grandes.

Por otra parte, no todos los estudios genéticos sobre el TBP han partido del mismo
fenotipo. En muchos casos ha hecho falta utilizar diagndsticos estandarizados. Dada la
heterogeneidad clinica y etioldgica del TBP, es importante utilizar entrevistas diagndsticas
que sirvan de referencia formal a nivel internacional (como SCID-I), que permiten

confirmar el fenotipo de los participantes en los estudios.

Ademas, muchos de los estudios genéticos llevados a cabo en México y en otros
paises latinoamericanos han sido realizados en casos y controles. Aunque esta estrategia
ha sido exitosamente empleada para evaluar trastornos complejos como el TBP, tiene la
gran desventaja de estar sujeta a problemas ocasionados por la estructura poblacional. En
otras palabras, si hubiera en una muestra mexicana, mas personas con carga genética
predominantemente europea, por ejemplo en el grupo de casos y mas personas con carga
predominantemente indigena o incluso mezclada con la africana en el grupo control,

entonces no seria posible determinar si diferencias observadas en la frecuencia de las
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variantes genéticas se deben a la presencia o ausencia de TBP y/o al distinto origen étnico

entre los grupos comparados.

Durante la época prehispéanica, habia mas grupos étnicos en el centro y sur de
nuestro pais que en el norte. De 1545 a 1548, llegaron a la region esclavos negros y la
tasa de mortalidad en poblaciones amerindias habia aumentado a causa de epidemias “”.
A partir de entonces ha habido condiciones demograficas e historicas que han contribuido
a la heterogeneidad genética entre las diferentes regiones de México. De acuerdo con un
estudio reciente de diversidad genética, personas de las regiones centrales del pais podrian
tener un componente genético mas similar al de los zapotecas, mientras que personas
originarias del norte podrian tener mas cercania con los caucasicos. La contribucion
ancestral africana parece ser baja (menos de 10%), especialmente notoria en personas de
origen guerrerense y veracruzano. Estos estados fueron los principales puntos de entrada
de africanos a nuestro territorio durante la colonia. Por otra parte, en Yucatdn se confirmo
que la contribucién amerindia es de origen maya. También se encontraron alelos que son
exclusivos de mexicanos y que por lo tanto no son representativos de otras grupos en el

mundo “®.

Tomando en cuenta la heterogeneidad étnica en México, es recomendable realizar
estudios en familias nucleares, en donde los alelos o variantes genéticas transmitidas a los
pacientes son comparados con los alelos no transmitidos por sus padres (alelos control).
De esta manera, los alelos transmitidos y los no transmitidos pertenecen necesariamente al

mismo grupo €tnico (control étnico perfecto).
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Por tanto, en necesario llevar a cabo estudios de asociacion en poblacion mexicana,
con un buen control étnico, en polimorfismos que no han sido reportados en nuestro pais
en relacion con el TBP, en muestras bien caracterizadas fenotipicamente. También se
requiere evaluar datos clinicos como ciclados rapidos y al grado de severidad del

trastorno.
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JUSTIFICACION

El trastorno bipolar se presenta en uno o mas de cada cien mexicanos (Medina
Mora y col. 2003). Estos episodios afectan no solo a quien los padece sino también tiene
consecuencias en la familia, amigos, compaferos, etc., generando costos econdmicos y

sociales altos.

Algunas variantes han sido asociadas con la presencia del TBP, por ejemplo el
genotipo Met66Met del gen del BDNF se ha encontrado fuertemente asociado al trastorno.
Sin embargo, se ha demostrado que algunas variantes genéticas pueden presentarse en
mayor o menor frecuencia en un grupo poblacional que en otros y sera util determinar las
frecuencias de los genotipos Val/Val, Val/Met y Met/Met, asi como las frecuencias
alélicas de Val y Met en una muestra de la poblacion mexicana en la que se analiza el
fenotipo de TBP 1 Y II. La utilizacion de un método de asociacion basada en familias

permitira obtener un control étnico perfecto entre alelos caso y alelos control.

Este tipo de analisis del polimorfismo Val66Met del BDNF es factible. Se cuenta
con una muestra significativa de pacientes con TBP I y II, que provienen casi en su
totalidad de la Clinica de Trastornos Afectivos del Instituto Nacional de Psiquiatria
“Ramon de la Fuente Muiiiz”, la cual recibe a cientos de pacientes con estas caracteristicas
de manera anual. La parte experimental se lleva a cabo en la Subdireccion de
Investigaciones Clinicas del mismo instituto, en el Departamento de Genética Psiquiatrica.

Se cuenta con la experiencia para aplicar entrevistas diagnosticas estandarizadas (SCID-I)
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y con un equipo multidisciplinario para aplicar cuestionarios y escalas, asi como para

obtener una muestra de sangre periférica por puncidon venosa.

Por otra parte, la informacion hereditaria relacionada al trastorno bipolar puede ser
identificable, lo cual podria contribuir a esclarecer la etiologia del trastorno y con ello a
mejorar las estrategias actuales de diagnostico y tratamiento. En el Departamento de
Genética antes mencionado se cuenta con el equipo y los reactivos necesarios para llevar a
cabo aislamiento, purificacion y cuantificacion de ADN gendmico, asi como equipo y los
reactivos quimicos para llevar a cabo la Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo
real, que se puede emplear para obtener los genotipos de la region de interés en el gen del

BDNF.

La presente investigacion contribuird al inicio de un proyecto encaminado a la
caracterizacion fenotipica detallada de pacientes con TBP y a la obtencidon de un banco de
ADN de pacientes con el trastorno y de familiares de primer, segundo y en algunos casos
tercer grado. [Este banco permitird llevar a cabo un gran nimero de analisis de
genotipificacion y secuenciacion, encaminados a esclarecer parte de la etiologia del
trastorno o de algin fenotipo relacionado con éste. Ademas, la investigacion ayudard a
establecer el protocolo de entrevista Optima para pacientes y familiares. Se obtendran
resultados publicables en una revista de investigacion cientifica y en carteles presentados

en congresos nacionales e internacionales.
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OBJETIVOS

Objetivo General: Determinar si hay asociacion entre el diagndstico del TBP I y Il y
algin alelo o genotipo del polimorfismo Val66Met del gen del BDNF en sujetos
reclutados en el Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramon de la Fuente Muiiiz” (INPRF).
Objetivos Especificos:

1) Categorizar las caracteristicas clinicas en pacientes y familiares de primer grado por
medio del SCID-I.

2) Determinar por medio de PCR en tiempo real los alelos que portan los pacientes y sus
familiares (polimorfismo Val66Met).

3) Determinar si hay correlacion entre genotipos y/o alelos y caracteristicas clinicas.

HIPOTESIS

HO: El polimorfismo Val66Met no se asocia con la susceptibilidad al TBP-1 y TBP-II en
sujetos mexicanos.
HI1: El polimorfismo Val66Met se asocia con la susceptibilidad al TBP-I y TBP-II en

sujetos mexicanos.
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MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio

Estudio de asociacion basado en familias, de corte transversal y correlacional. Se utilizo la
estrategia de Genética Directa, en la que se consideraron los conocimientos previos sobre
el fenotipo del TBP y la posible implicacion del gen del BDNF en esta condicion

psiquiatrica.

Poblacion en estudio y tamafio de la muestra

Se analizaron muestras pertenecientes a 207 personas, de las cuales 86 eran de pacientes
con trastorno bipolar I 6 II, quienes tenian genealogia mexicana y 121 de familiares de

primer grado.

Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion

Criterios de Inclusion:

e Ser paciente con diagndstico de TBP-1 6 II basado en el DSM-IV

e Para aplicacion de instrumentos se requiere estar médicamente controlado
(eutimia) para lo cual se utilizan escalas de Young y Hamilton. Y se requiere
obtener un valor menor de 10 puntos en Young y menor de 8 puntos en Hamilton

e Tener genealogia mexicana (3-4 abuelos nacidos en México)

e En familiares: tener consanguinidad preferentemente en primer grado con un
paciente con TBP tipo I o II, aunque se incluyeron excepcionalmente algunos
familiares de segundo y tercer grado

e Tener capacidad para otorgar consentimiento informado.
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Criterios de Exclusion:

e No cumplir con los criterios completos para trastorno bipolar de acuerdo con

SCID-L

Criterios de Eliminacion:
e Poca cantidad o mala calidad de ADN a partir de la muestra de sangre o saliva, que
impida obtener el genotipo de BDNF.

e Contar con un expediente incompleto.

Variables

Variable independiente: Alelos y Genotipos

Definiciones:

Alelos: Dos o mas variantes alternativas que se presentan en un sitio gendémico. Cada
persona tiene dos alelos en cada posicion (una que heredo de la madre y otra del padre).
Si se portan dos copias idénticas, se dice que la persona es homocigota para ese locus. Si
se portan dos copias distintas, se dice que la persona es heterocigota. La unica excepcion
se da en hombres, ya que s6lo se tiene una copia, siempre de origen paterno, de variantes
en el cromosoma Y, asi como una sola copia de variantes de origen materno en el

cromosoma X.

Genotipos: De manera general, se refiere al conjunto de informacion gendmica, que

procede tanto de la madre como del padre. De manera particular, se refiere en este trabajo
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a los dos alelos presentes en el sitio polimoérficos analizado: Val/Val, Val/Met o Met/Met

(el de origen materno y el de origen paterno).

Operacionalmente, se analizo la presencia de cada alelo por medio de la técnica de
PCR en tiempo real, en la que el grado y tipo de fluorescencia indica si la persona es
homocigota para el alelo que codifica para Valina, homocigota para el alelo de Metionina

o heterocigota Valina/Metionina.

Variable dependiente: Presencia o ausencia de TBP 16 11
Se aplico SCID-I tanto a pacientes como a familiares, para confirmar en los primeros el
diagndstico de trastorno bipolar tipo I o II y en los segundos, para investigar la patologia

psiquiatrica en general.

Recoleccion de datos y analisis de los resultados

Después de la explicacion detallada sobre los procedimientos y objetivos del

estudio, se obtuvo el consentimiento informado por escrito de cada participante.

Se aplico:
e SCID-1
e Cuestionario para recabar datos demograficos, historia médica y arbol genealogico
detallado, de tres a cuatro generaciones.
e Escala de Hamilton para la Depresion, de 17 reactivos.

e Escala de Mania de Young
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SCID-I

La Entrevista Clinica Estructurada para los Trastornos del Eje I (SCID-I) es un
interrogatorio formal semi-estructurado, destinado a realizar los diagndsticos mas
importantes del eje I de acuerdo con el Manual Diagnostico y Estadistico de los
Trastornos Mentales (DSM-1V). Se utilizé SCID-I para aumentar la fiabilidad del
dictamen psiquiatrico, a través de la estandarizacion del proceso de evaluacion y para
aumentar la validez diagnostica, sobre todo en casos complejos, facilitando la aplicacion
de los criterios del DSM-IV y la indagacion sistematica de sintomas que de otra forma
podrian pasar desapercibidos. La SCID es un instrumento eficiente y de facil manejo, que
puede ser aplicada en el ambito clinico.

La SCID-I ahorra tiempo, asegura una revision concienzuda, es facil de utilizar, y
proporciona toda la informacion necesaria, mientras que mejora la precision diagnodstica.

Consta de 3 elementos:
1. Guia del usuario. Trata las patologias mas comunes. Proporciona las instrucciones
necesarias para usar correctamente el instrumento. Presenta diversas discusiones
detalladas de como llegar al criterio diagndstico del DSM-IV. También estan incluidos un
nimero de casos que ayuda al especialista en su aprendizaje del uso de SCID-L.
2. Cuaderno de puntuaciones. Contiene numerosas preguntas para la entrevista, asi como
los criterios diagnosticos del DSM-IV. Estéa especialmente disefiado para utilizarse con la
hoja de resultados, con una duracion de 45 a 90 minutos por sesion. Presentacion tabulada,
que permite al especialista pasar directamente de una seccidn a otra.
3. Cuaderno de aplicacion. Contiene un resumen de los criterios diagnosticos. Se usa

, .. S 50
como archivo de las decisiones diagnosticas. ©°
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Se registro la tension arterial, peso, talla y medidas corporales (cintura mayor y
menor, cadera mayor y menor, muslo). Se calcul6 el indice de masa corporal.

Se obtuvo una muestra sanguinea de 5 a 10 ml por cada participante. En algunos
casos, en lugar de sangre, se obtuvo una muestra de saliva.

Se llevo a cabo extraccion, aislamiento y purificacion del ADN gendmico a partir
de leucocitos o células de descamacion encontradas en la saliva. En ambos casos, se
utilizaron soluciones salinas, detergentes, asi como proteasa, para aislar el material
genético que se encuentra en el nicleo. Se empled una centrifuga Eppendorf 5810R,
incubador (a 65°C) Amersham Life Science, bafio humedo Precision y vortex Daigger
Genie2. Las muestras de sangre fueron procesadas en una camara de bioseguridad clase 2
Labcon. Se emplearon paquetes de extraccion para sangre FlexiGene de Qiagen. Cuando
se contd con muestras de saliva, se empled el paquete de extraccion Oragene de
DNAgenotek. El ADN fue conservado en tubos eppendorf de 2 ml, con tapa de rosca a

4°C.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es un método que permite sacar un
gran numero de copias de una secuencia de interés que pertenece a un fragmento
cromosomico concreto dentro del genoma, en este caso, humano. El producto de la PCR
suele ser de 100 a 600 pares de bases (es decir, mide de 100 a 600 nucledtidos). Para que
el proceso funcione, se requiere disefiar dos oligonucleotidos, secuencias cortas de ADN
complementarias a cada flanco de la region gendmica a copiar (primers); éstos seran los

encargados de delimitar la secuencia del producto de PCR. En el primer ciclo, un
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oligonucledtido se pega a una de las cadenas de la doble hélice de ADN y el otro se pega
en la segunda cadena. Cada oligonucledtido mide aproximadamente 20-25 pares de bases.
En ese momento interviene la polimerasa, encargada de que se agreguen uno a uno los
nucledtidos de ADN para la formacion de las nuevas cadenas, que son copias del
fragmento de ADN original. En los siguientes ciclos, los oligonucledtidos se seguirdn
empleando tanto para flanquear el ADN genomico original como para flanquear los
fragmentos recién polimerizados, lo cual conduce a una amplificacion o copia del
fragmento de manera exponencial.

El proceso de PCR inicia con la elevacion de la temperatura a poco menos de
100°C (comunmente entre 92 y 98°C) para permitir la separacion de las dos cadenas del
ADN original (desnaturalizacidon). Después desciende la temperatura hasta unos 72°C, lo
cual facilita que los oligonucleotidos se peguen en los extremos del sitio a copiar, y al
final se utiliza una temperatura para polimerizar las nuevas cadenas de ADN (temperatura
de annealing). Para la polimerizacion se utiliza una enzima que es termoestable y que fue
aislada de la bacteria Thermus aquaticus, la que naturalmente vive a altas temperaturas.

Generalmente se llevan a cabo entre 30 y 40 ciclos de temperatura “9),

Cuando se utiliza la técnica de PCR en tiempo real, como en la presente

investigacion, al mismo tiempo que se realizan los ciclos de temperatura se obtienen los

genotipos por deteccion de fluorescencia.

En este caso se empled el Sistema 7500 de PCR en Tiempo Real (Applied

Biosystems) y sondas TagMan. Las sondas estaban marcadas con fluorescencia para cada
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alelo (Val y Met), lo cual permitié la amplificacion de cada uno. La sonda que se hibrido
cuando la muestra contenia el alelo para Valina contenia el colorante reportero VIC en el
extremo 5°; en cambio, la sonda que se hibrido al reconocer el alelo para Metionina

contenia en su extremo 5’ el colorante reportero FAM.

Durante los ciclos de PCR, cada sonda se pegd o hibridd a su secuencia
complementaria en la zona flanqueada por los primers. Se utilizé la enzima AmpliTaq
Gold, una polimerasa de ADN que es capaz de cortar las sondas que se han pegado
especificamente a cada secuencia alélica. Este corte separa al colorante reportero (VIC o
FAM de otro colorante que se encuentra en el extremo 3’ y que sirve para mantener
apagada la reaccion de fluorescencia (Quencher). Con el corte, se presenta mas
fluorescencia del colorante reportero. De esta manera, la fluorescencia generada con la
amplificacion o copias del fragmento de interés indic6 los alelos (Val y/o Met) que estan

4
presentes en la muestra *°.

Para el analisis de los resultados de genotipificacion, se utilizo el programa FBAT
(prueba de asociacién basada en familias), que analiza si hay asociacion alélica o
genotipica, pero también si hay ligamiento genético. Con esta técnica se impiden
asociaciones que simplemente se deben a estructura poblacional (diferencias étnicas entre
casos y controles), ya que los alelos de los pacientes con TBP (casos) son comparados con
los alelos que sus padres no les transmitieron (controles), logrando un grupo control
étnicamente perfecto. En FBAT se emplea el método de TDT (prueba de desequilibrio en

la transmision), en el que se comparan los alelos transmitidos con los no transmitidos y se
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inicia con una prueba de xz. En este caso se empled el modelo genético aditivo,
considerando el fenotipo como:

a) Afectado, cuando la persona presentaba TBP-1 6 TBP-II.

b) Sano, cuando en el caso de familiares, no se presentaba ningun tipo de psicopatologia

de acuerdo con SCID-I.

Implicaciones Eticas del Estudio

A cada paciente o familiar se le invit6 a participar de manera totalmente voluntaria
y se le explico verbalmente los procedimientos, objetivos, duracion y posibles ventajas del
estudio. Al final se obtuvo el consentimiento informado por escrito de cada persona. La
descripcion del proyecto incluyd informacion sobre la confidencialidad del estudio, la
posibilidad de abandonar el mismo en cualquier momento, si asi se deseaba y el hecho de
que la atencion médica no cambiaria de aceptar o no participar en la investigacion. En
ocasiones en las que fue necesario, se otorgd un desayuno a los participantes después de la

toma de muestra sanguinea.

Se trata de un estudio con riesgo minimo en el que se incluyeron examenes de
diagnostico, valoracion de la personalidad y registro de datos demograficos, medidas
corporales, tension arterial, talla y peso. También se tom6 una muestra sanguinea (de 5 a
10 ml) por cada participante. En caso de que no se identificara una vena apropiada para
puncion o el individuo no deseara donar una muestra sanguinea, se le invitaba a donar una
muestra de saliva. Cuando algln participante tuvo molestias a causa de la puncion, se le

dio seguimiento médico para asegurar que no hubiera ninguna complicacion. Siempre se
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utilizé material completamente estéril y nuevo y la puncién fue hecha por el autor de esta
investigacion o en algunos casos por un médico con amplia experiencia en puncidon
venosa. Ademas, si en la entrevista se tocaba algun tema delicado que provocaba malestar
psicologico en el participante, se interrumpia inmediatamente la entrevista, ofreciendo

asistencia psiquiatrica (por parte del autor de esta investigacion).
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RESULTADOS

Se analizé una muestra total de 207 personas. De ellas, 86 son pacientes y 121
familiares. Entre los familiares, la mayoria (n=101) son de primer grado y el resto de

segundo o tercero.
Cinco de cada seis pacientes presentan TBP-1 (84%) y el resto TBP-II. De ellos,
29 son hombres, con una edad promedio de 33 + 12 afios. Las 57 mujeres tienen una

edad promedio de 38 £ 12 afios.

En promedio, tanto hombres como mujeres presentan un indice de masa corporal

que tiende al sobrepeso y a la obesidad (Tabla 1).

Tabla 1. indice de Masa corporal en pacientes

Hombres (Media +D.E.) Mujeres (Media #D.E.)

Talla 173 £ 8 cm 159 £ 6 cm
Peso 83.29+ 19Kg 70.60 + 12 Kg
Indice de Masa Corporal 28+ 6 28%5

Como se muestra en la figura 1, una gran parte de los pacientes son solteros (55%

de los hombres y 42% de las mujeres) y hay mas mujeres casadas que hombres.
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Figura 1. Estado civil de los pacientes (expresado en porcentaje por género)

En la figura 2 se muestra el porcentaje de pacientes que presentaron distintos tipos

de comorbilidad psiquiatrica, siendo mas frecuentes los trastornos de ansiedad en

mujeres y los relacionados con sustancias (abuso o dependencia) en hombres.
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Figura 2. Pacientes con trastornos psiquiatricos comorbidos (porcentaje)

evaluados con SCID-I

Se identificé en 76 familiares la presencia o ausencia de psicopatologia del Eje I
por medio de SCID-I. En cuanto a trastornos afectivos, como se muestra en la Figura
3, mas de la mitad de estos familiares han presentado, por lo menos una vez en su
vida, trastorno depresivo mayor (51%). Mas de un cuarto de todos ellos han
presentado trastorno distimico (26%). En algunos familiares se confirmo la presencia
de TBP-I (5%) y TBP-II (4%). También se identificaron familiares con trastornos
afectivos inducidos por sustancias distintas al etanol (cerca del 3%) o con trastornos
afectivos por enfermedades médicas (1%). Solamente en un poco mas de un tercio de

los familiares se confirmo la ausencia de psicopatologia (34%).
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Figura 3. Frecuencia (n) de Trastornos del estado del animo en familiares de
primer grado de los pacientes con TBP-I 6 TBP-II, de acuerdo con SCID-I. Sin
diagndstico equivale a ausencia de cualquier diagnodstico del Eje 1. Inducido por
sustancias se refiere a trastornos del estado del animo que fueron inducidos por una
sustancia distinta al etanol. Enfermedades médicas representa trastorno del estado del

animo debido a una enfermedad médica.

Por medio de PCR en tiempo real, se obtuvieron los genotipos Val/Val, Val/Met y
Met/Met y se obtuvieron graficas con el programa 7500 System SDS Version 1.2.1.21
(Applied Biosystems). En las figuras 2 y 3, cada circulo corresponde a la muestra de una
persona homocigota para Valina (Val); los tridngulos corresponden a muestras de personas
heterocigotas para Valina y Metionina (Val/Met); los rombos corresponden a personas
homocigotas para Metionina (Met/Met). Las muestras para las que no hubo amplificacion

de la region polimérfica de BDNF, se observan como una “X”. Los controles negativos a
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los que no se agregd6 ADN gendmico estan representados por cuadrados superpuestos, que

se observan como si fuera uno solo tanto en la Figura 4 como en la 5.

Figura 4. Discriminacién alélica del polimorfismo Val66Met del gen de BDNF,
primera parte
Genotipos Val/Val (circulos), Val/Met (triangulos) y Met/Met (rombos); muestras no

amplificadas (X) y control negativo (cuadrado). Programa 7500 System SDS version

1.2.1.21 (Applied Biosystems).
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Figura 5. Discriminacién alélica del polimorfismo Val66Met del gen de BDNF,
segunda parte

Genotipos Val/Val (circulos), Val/Met (tridngulos) y Met/Met (rombo); muestras
no amplifiadas (X) y control negativo (cuadrado). Programa 7500 System SDS Version

1.2.1.21 (Applied Biosystems).

En nuestra muestra, el alelo que codifica para Valina tuvo una frecuencia mucho
mayor a la del alelo que codifica para Metionina. Al comparar los alelos transmitidos por
los padres a los pacientes con TBP, con los alelos que estos padres no transmitieron a los
pacientes, no se detectd asociacion entre el TBP y ninguno de los alelos o los genotipos
Val-Val, Val-Met o Met-Met. Se presenta en la Tabla 2 el valor de significancia para la
prueba de desequilibrio en la transmision calculada con el programa FBAT, con un

modelo de herencia aditivo. Solo hubo tres personas con genotipos Met-Met, dos
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pacientes con TBP-I y una madre con trastorno distimico, dependencia al alcohol y abuso

de otras sustancias.

Tabla 2. Analisis de asociacion basada en familias (programa FBAT v2.0.3)

Alelo Frecuencia | Valor P
Val 0.848 0.240053
Met 0.152 0.240053
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DISCUSION

La implicacion del BDNF en la fisiopatologia del trastorno bipolar ha sido
corroborada en multiples estudios. No obstante, los resultados de varias investigaciones
han llevado a nuevas incognitas respecto a la funcién o funciones especificas de este
factor neurotrofico, lo cual nos orienta en diferentes sentidos. Por ejemplo, se ha
propuesto que la sobreactividad del factor en estados maniacos podria ofrecer mayores
fundamentos etiologicos y una nueva direccién para el tratamiento del TBP. ®®  Sin
embargo, también se ha descrito una asociacion entre los niveles séricos bajos del BDNF
y el TBP tanto en fases maniacas como en depresivas. “*® Incluso se ha estimado que en
el caso de la mania la disminucion sérica del BDNF es directamente proporcional a la
severidad. Por otra parte, el litio y otros estabilizadores del animo podrian aumentar los

niveles en suero del BDNF y de otros factores neurotréficos. ¥

En cuanto al gen que codifica para el BDNF, se han realizado diversos analisis que
sugieren que estd involucrado en la patogénesis del TBP. En especial, se encontrod
asociacion entre el trastorno bipolar y el polimorfismo en la secuencia de ADN que
corresponde a la posicion 66 en la cadena peptidica (Val66Met); estas investigaciones

. 7 : . 44, 4 4
fueron realizadas en poblacion escocesa, japonesa, china y polaca (44, 45y 40 g

. , . . ., . , . 4
polimorfismo ademas se ha asociado a mayor predisposicion a ciclados rapidos. ° )

Por éstas y otras razones ya descritas en el presente trabajo, se ha considerado que

el gen del BDNF es un candidato importante para realizar estudios de asociacioén con el
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TBP. Sin embargo, hasta este momento no se encontraron publicaciones de estudios de

este tipo en poblacion mexicana.

La poblacion mestiza mexicana es de reciente formacion, al igual que otras
poblaciones latinoamericanas, y tiene origenes ancestrales amerindio, europeo y en menor
proporcion africano %, Por sus caracteristicas particulares respecto a la heterogeneidad
étnica entre sus miembros y respecto a otras poblaciones similares, no es facil dilucidar las
caracteristicas genéticas inherentes a diversas enfermedades. Esta dificultad surge del
hecho de que un grupo étnico puede diferir de otros grupos en la frecuencia de variantes
genéticas de riesgo a enfermedades; en patologia con tipo de herencia compleja como el
TBP, esta peculiaridad puede ser util y permite analizar el papel que juegan los diferentes

genes candidatos en la expresion de un fenotipo (TBP) que es comun en la poblacion.

La poblacion mexicana es de aproximadamente 105 millones de habitantes e
incluye mas de 60 grupos indigenas y una historia compleja de mestizaje, esta diversidad
convierte esta poblacién idonea para realizar andlisis genomicos en enfermedades

complejas. %

Nuestra muestra difiere de otras que se hayan estudiado por pertenecer a la
poblacion mexicana e incluir a pacientes institucionales, que fueron captados en una zona
geograficamente central del pais en una unidad médica de concentracion a la que acuden

pacientes de diferentes zonas de la republica mexicana.
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Se analizé una muestra total de 207 personas. De ellas, 86 son pacientes y 121
familiares, en su mayoria de primer grado; 84% de los pacientes tenia diagndstico de
TBP-1 y 16% TBP-II. De todos los pacientes, 66% son de sexo femenino, con edad
promedio de 38+ 12 afios y 44 % de sexo masculino, con una edad promedio de 33 + 12
afios. Estos datos hacen evidente la mayor participacion de las mujeres en el estudio, esta
mayor participacion por genero ocurre en la mayoria de estudios revisados en los

antecedentes.

Una gran parte de los pacientes son solteros (55% de los hombres y 42% de las
mujeres) y hay mas mujeres casadas que hombres. Estos datos son esperados y similares a

54, 55)

otros estudios y reflejan que los pacientes con esta enfermedad tienen mayores

problemas de pareja y aislamiento de la familia respecto de aquellos que no la padecen.

En promedio, tanto hombres como mujeres presentan un indice de masa corporal
que tiende al sobrepeso y a la obesidad; (28 £ 6 y 28 + 5 respectivamente). Esta
caracteristica es frecuente en los pacientes con trastorno bipolar y tiene varios factores
predisponentes. Por ejemplo, hay evidencia publicada de que enfermedades como el
trastorno bipolar y la esquizofrenia confieren mayor susceptibilidad genética para padecer
sobrepeso y obesidad %) " Ademas, varios medicamentos utilizados en el tratamiento del
TBP generan cambios metabodlicos que incrementan el riesgo de presentar sobrepeso y
obesidad. Cabe destacar que en México hay una alta prevalencia combinada de obesidad y
sobrepeso en ambos sexos. En la poblacion general, segin la Encuesta Nacional de Salud

y Nutricién (ENSN), 71.9% de las mujeres mayores de 20 afios y 66.7% de los hombres
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. . . . 53
tienen prevalencias combinadas de sobrepeso u obesidad. ® En nuestra muestra los

pacientes hombres alcanzan niveles mas altos de IMC.

Se identificd en 76 familiares la presencia o ausencia de psicopatologia del Eje I
por medio de SCID-I. Los trastornos afectivos en familiares de primer grado [trastorno
depresivo mayor (51%). trastorno distimico (26%), TBP-I (5%) y TBP-II (4%), fue el
principal antecedente en pacientes con trastorno bipolar. La alta prevalencia de morbilidad
psiquidtrica en familiares es similar a la reportada por literatura internacional ©” .

Solamente en un poco mas de un tercio de los familiares se confirm6 la ausencia de

psicopatologia (34%).

Por medio de PCR en tiempo real, se obtuvieron los genotipos Val/Val, Val/Met y
Met/Met. En nuestra muestra, el alelo que codifica para Valina tuvo una frecuencia mucho
mayor a la del alelo que codifica para Metionina. Al comparar los alelos transmitidos por
los padres a los pacientes con TBP con los que estos padres no transmitieron a los
pacientes, no se detectd asociacion entre el TBP y ninguno de los alelos o los genotipos

Val/Val, Val/Met o Met/Met.

En la ausencia de asociacion, ni la variante alélica Met ni la Val confieren un
riesgo estadistico para el TBP en poblacion mexicana o bien, el riesgo es tan bajo que no
se identifica con este tamafio de muestra, por lo ésta deberd ampliarse para tener un
resultado mas preciso. Hay que hacer notar que una gran parte de los padres tenian

genotipo Val/Val, por lo tanto el alelo transmitido (caso) y el no transmitido (control) eran
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idénticos, lo cual disminuye el poder estadistico de la prueba de desequilibrio de enlace en
la que se basa el programa FBAT. Por otra parte, s6lo hubo tres individuos (2 pacientes y
1 familiar) homocigotos Met/Met, lo cual dificulta el analisis estadistico. Es posible que
alguna de estas variantes (alelos Val o Met o genotipos Val-Val, Val-Met o Met-Met) esté
asociada con algin fenotipo especifico que no fue analizado en este estudio. Por ejemplo,
presencia de ciclos rapidos o de manias disfoéricas, respuesta a un fairmaco determinado,

etc.

Por otro lado, con el fin de estudiar las particularidades genéticas de las diferentes
poblaciones mundiales, en octubre 2002 nacid el proyecto del “Hapmap”, el cual esta
constituido por un bloque de haplotipos y polimorfismos de un solo nucle6tido o SNPs
(del Inglés, single nucleotyde polymorphysms) especificos que identifican estos
haplotipos. En este proyecto se realiza investigacion cuyos resultados podran ser ttiles a
investigadores de todo el mundo para descubrir factores genéticos que contribuyan a la
susceptibilidad de enfermedades.®” Tiene la limitante de que Unicamente incluye
poblacion caucasica, asidtica y africana. El Instituto Nacional de Medicina Genomica
(INMEGEN) ha realizado una evaluacion inicial del beneficio potencial de generar un
mapa de haplotipos de mexicanos para optimizar el disefio y andlisis de estudios de

1 ’
D No obstante, ain no se cuenta con la

asociacion genética en esta poblacion.
informacion completa, y hasta el momento no se encontraron estudios publicados con

referencia a este polimorfismo asociado al trastorno bipolar.
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El alelo derivado Met presenta frecuencias de 0 a 72% en distintas poblaciones.
Con base en el proyecto Hapmap, en caucésicos se han observado frecuencias del alelo
Met del 18 a 23%, en asiaticos del 37 al 66% y en poblacion africana 0 al 0.5%. Por lo
tanto, estos datos no son aplicables a poblacion mexicana y demuestran que un promedio
entre caucésicos y asidticos no predice la frecuencia de la variante Met en nuestra

poblacion, haciendo imprescindible el estudio genético en muestras nacionales.

La frecuencia de la variante alélica Met en nuestra muestra es de 15% y se debe
principalmente a la presencia de heterocigotos Val-Met, ya que hubo pocos homocigotos
Met-Met. Esta frecuencia se encuentra entre la reportada para la poblaciéon humana mas
antigua, que es la africana y la de la poblacion caucasica, que es una de las dos principales
poblaciones ancestrales en México. Sin embargo, como se comentd, nuestra muestra no
tiene una frecuencia semejante a la de asiaticos, como podria esperarse por ser la otra
poblacién ancestral de mexicanos. Esto puede deberse a caracteristicas particulares de la

muestra analizada.
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CONCLUSIONES

Algunas caracteristicas sociodemograficas (como sexo, edad, estado civil), de
nuestra poblacion son similares a las encontradas en estudios de diferentes partes del

mundo en pacientes y familiares con TBP.

Se identific6 morbilidad psiquiatrica del eje 1 en familiares de primer grado de
pacientes con TBP, siendo los trastornos afectivos los mas frecuentes. En orden de
importancia se encontraron principalmente trastorno depresivo mayor, trastorno
distimico y TBP I y II. Solo en 34% de los familiares se encontrd ausencia de

psicopatologia.

No se encontrd asociacion estadistica entre elTBP I 6 II y alguna de las variantes
del polimorfismo Val/66/Met en nuestra muestra mexicana. Sin embargo, se
contribuyé a dilucidar la frecuencia de los genotipos mdas frecuentes para nuestra
poblacion. En este estudio se encontrd una frecuencia mucho mayor para el alelo que

codifica para Valina respecto al que codifica para Metionina.

La falta de asociacion sugiere que el polimorfismo analizado no es relevante en la
etiologia del TBP en nuestra poblacion, a pesar de que la expresion del producto
proteico, el BDNF, pueda estar relacionada con la evolucion del trastorno. Si hubiera

relacion entre el polimorfismo y el TBP, alguna de las variantes podria conferir un
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riesgo tan bajo para el TBP que requeriria del analisis de muestras mas numerosas para

aumentar el poder estadistico en estudios posteriores.

La frecuencia de la variante alélica Met en nuestra poblacion (15%) se encuentra
entre el rango de las frecuencias de la poblacion madre africana (0- 0.5%) vy la

ancestral caucasica (18-23%), con una tendencia mayor a la encontrada en caucasicos.

Al ser el TBP una enfermedad que muestra un patrén de herencia complejo, la falta de
asociacion entre el polimorfismo Val/66/Met y el trastorno en esta poblacion
especifica sugiere la posibilidad de que el gen del BDNF tenga una implicacion nula o
menor que en otras poblaciones en la fisiopatogenia del TBP y propone la posibilidad

de que se realicen estudios buscando asociacién con otros SNPs.

El gen del BDNF podria estar implicado en la fisiopatogenia de trastornos afectivos.
Sin embargo, los resultados en los que se reporta asociacion con TBP continuan siendo
controvertidos debido principalmente a las diferencias raciales de las poblaciones
estudiadas. La busqueda de asociacion de este gen con otros fenotipos no estudiados
en este trabajo podria contribuir a esclarecer su importancia e influencia en el

trastorno. También podria analizarse su RNAm o producto proteico.
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