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5-HIAA: Acido 5-hidroxiindolacético.

5-HT: serotonina.

5-HT,a: receptor de serotonina 2A.

5HTR2A: Gen que codifica para la expresion de los receptores de serotonina 2A.
ADN: Acido desoxirribonucleico.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNm: ARN mensajero.

ARNr: ARN ribosomal.

ARNt: ARN de transferencia.

ARNItp: ARN transcrito primario.

ATC: Antidepresivos triciclicos.

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool.

CpG’s: Dinucleétidos de citosina-guanina. Enlace fosfodiéster de citosina con
guanina.

c¢SNP: Polimorfismo de nucledtido simple localizado en regiones exdnicas.

DAG: Diacilglicerol.

DSM-1V: Manual diagnéstico y estadistico de los trastornos mentales.

EP: Enfermedad de Parkinson.

Gai: Receptor que inhibe la via de la adenilato ciclasa.

Gaq: Receptor que activa la via de la fosfolipasa C.

Gas: Receptor que activa la via de la adenilato ciclasa.

GDS: Escala de depresion geriatrica de Yesavage

GPCRs: Receptores acoplados a proteinas G.

gSNP: Polimorfismo de nucledtido simple localizado en regiones intergenémicas.
HRM: Método de secuenciacion por analisis de curvas de disociacion de alta
resolucion.

IC del 95%: Intervalo de confianza del 95%.

IMAOQ: Inhibidores de la monoaminooxidasa.

INNN: Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”.




IP3: Inositol trifosfato.

IRSN: Inhibidor de la recaptacion de serotonina y noradrenalina.

ISNP: Polimorfismo de nucledtido simple localizado en regiones intronicas.

ISRS: inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina.

MAQO: Enzima monoaminooxidasa.

NaSSA: Inhibidor no selectivo de la recaptacion de serotonina y noradrenalina.

NCBI: National Center for Biotechnology Information.

nsSNP: Polimorfismo de nucledtido simple “no sinbnimo” que alteran la conformacion
del gen.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.

RM: Razén de momios u odds ratios

rSNP: Polimorfismo de nucleétido simple localizado en regiones reguladoras.

SERT: Transportador de serotonina.

SNC: Sistema nervioso central.

SNP: Polimorfismo de nucleétido simple.

SPSS: Statistical Package for the Social Sciences aunque también se ha referido
como Statistical Product and Service Solutions.

SRE: Secretaria de Relaciones Exteriores.

SSNP: Polimorfismo de nucledtido simple “sindnimos” que no alteran la conformacion
del gen.

T102C (rs6313): Polimorfismo de nucleétido simple donde se sustituye una citosina
por una timina en el nucledtido 102.

VMAT: Transportador vesicular de monoaminas.




La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda patologia neurodegenerativa
progresiva y cronica mas comun relacionada con la edad avanzada después del
Alzheimer. Los sintomas clinicos se dividen en motores y no motores. Se ha
demostrado que los no motores, como la depresion, puede reducir la calidad de vida
del paciente en un mayor grado que los motores.

La depresion es la comorbilidad neuropsiquiatrica mas comun asociada a esta
patologia. Las neuronas serotoninérgicas, dopaminérgicas y noradrenérgicas del
cerebro desempefian un papel importante en la depresién en la EP. Se ha sugerido
que existe asociacidn entre el receptor de serotonina 2A (5-HT2a) y esta
comorbilidad. EI gen 5HTR2A codifica para la produccion del receptor de serotonina
5-HTa.

En este trabajo se investigb la posible asociacion del polimorfismo de
nucledtido simple (SNP, del inglés single nucleotide polymorphism) rs6313 del gen
S5HTRZ2A con la depresidon mayor en la poblacién mexicana con EP. La evaluacion se
hizo por medio de un estudio de casos y controles utilizando diversas técnicas de
biologia molecular, como la secuenciacion por método de Sanger y por analisis de
curvas de disociacion de alta resolucién (HRM). Se genatipificaron individuos con EP
e individuos sanos con el objeto de evaluar la asociacion de este polimorfismo en la
susceptibilidad del desarrollo de depresion mayor en pacientes con EP mexicanos.

Las frecuencias genotipicas y alélicas varian de un lugar a otro, por ejemplo

las de la poblacion asiatica son distintas a las de la latina. Por este motivo no es




posible extrapolar los resultados de un grupo poblacional a otro, es importante que
cada lugar determine sus propias frecuencias. Actualmente no existen estudios en la
poblacién mexicana del polimorfismo rs6313 en la enfermedad de Parkinson
asociada a la depresion mayor.

La trascendencia de este estudio radica en que el polimorfismo rs6313, en
conjunto con algunos otros polimorfismos relacionados, se puedan utilizar en un
futuro como posible biomarcador genético para la asociacion de depresion mayor en
la EP en nuestra poblacién. Este hecho nos permitira apoyar a la realizacion de un
diagndstico temprano para ofrecer mejor calidad de vida al paciente y disminuir el

gasto del sector salud.




2.1 Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda patologia neurodegenerativa
progresiva y cronica mas comun relacionada con la edad avanzada después del
Alzheimer.! La EP afecta al 1% de la poblacion mayor de 60 afios y
aproximadamente a 4% de la poblacion mayor de 80 afios.? Se espera que su
prevalencia sea el doble en las proximas dos décadas paralelamente con el
incremento del envejecimiento de la poblacion.? Se hace referencia a EP precoz o de
inicio temprano cuando los pacientes son diagnosticados con EP entre los 21 y 50
afios de edad.® Se le llama EP tardia o tipica cuando la aparicién de la enfermedad
se presenta después de 50 afios de edad.?

Los sintomas motores de la EP se caracterizan por rigidez muscular,
bradicinesia*, temblor en reposo e inestabilidad postural.*® Los no motores como la
depresion, el deterioro cognitivo, y la psicosis son altamente prevalentes e
incapacitantes y se ha demostrado que puede reducir la calidad de vida en mayor
grado que los motores.®’

Algunos otros sintomas no motores son: los sensitivos (anosmia™ y dolor), los
autonémicos (disfuncién urogenital, estrefiimiento e hipotension ortostatica’) y

trastornos del suefio.®’

*Bradicinesia: Escasez y lentitud en los movimientos voluntarios.

~ Anosmia: Pérdida del sentido del olfato.

¥ Hipotension ortostéatica: La presién arterial disminuye de forma abrupta cuando se pone de pie desde
una posicion en la que se encontraba acostado o sentado.




La patologia en la EP implica algo mas que el sistema de la dopamina: los
estudios post-mortem muestran degeneracion de grupos seleccionados de neuronas
en varias regiones del cerebro, incluyendo las células dopaminérgicas de la
sustancia negra pars compacta, las neuronas colinérgicas del nucleo basal de
Meynert, las neuronas serotoninérgicas del nucleo de rafe medio y las células
noradrenérgicas del locus coeruleus, ademas de las neuronas en el sistema olfativo,
corteza cerebral, la médula espinal, y sistema nervioso auténomo (SNA).%°

La causa de la muerte neuronal y la vulnerabilidad selectiva de ciertos grupos
de células ha sido objeto de investigacion durante las ultimas décadas. Todavia no
hay un acuerdo en como se inicia el proceso de la enfermedad y por qué sélo células
seleccionadas se ven afectadas.®°

Existe una teoria que propone que el proceso neurodegenerativo comienza en
el nucleo dorsal motor del glosofaringeo, nervio vago y nucleo olfatorio anterior v,
desde ahi, se extienden al resto de las zonas afectadas en la EP. Se proponen 6
estadios de evolucién de las lesiones patoldgicas de la EP. En esta clasificacion la

afectacion del sistema dopaminérgico no ocurre hasta el estadio 3 (Figura 1).°
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Figura 1. Estadios anatomopatoldgicos en la Enfermedad de Parkinson (Modificado
de Weintraub, 2004).

La hipdtesis etiolégica mas aceptada es la que defiende que la EP puede
obedecer a una interaccidn compleja entre dafos producidos por reacciones
quimicas en el cuerpo (como la oxidacién), los factores toxicos ambientales (como
herbicidas y pesticidas), los rasgos de predisposicion genética y el envejecimiento
prematuro. Esta hipétesis plantea que la conjuncion del plegamiento erréneo de
proteinas y su agregacion, unida a la disfuncién mitocondrial y el estrés oxidativo por
inclusion de las especies toxicas generadas del metabolismo intracelular de la
dopamina, parece ser la clave del proceso que lleva a la muerte celular prematura en

la EP.>’




Una linea de investigacion de la causa de la enfermedad de Parkinson ha sido
la evaluacion de las alteraciones genéticas, incluyendo mutaciones de genes y
polimorfismos de nucledtido simple (SNP’s, del inglés single nucleotide
polymorphism). Se ha establecido que el 80% de los casos con EP son esporadicos
y sin causa evidente, sélo del 10-15% de casos con EP son hereditarios.” '

Edwards y cols. plantean que las enfermedades complejas, como la EP,
pueden implicar anomalias en multiples genes que contribuyen a la funcionalidad
celular, lo que podria llevar a alteraciones estructurales en las neuronas causando la

neurodegeneracién.®™

2.2 Tipos de depresion

La depresion es una alteracion patoldgica del estado de animo caracterizada
por anhedonia®, minusvalia (baja autoestima, desaliento, tristeza, desdicha),
dificultades con la memoria y/o atencién, pérdida o aumento de peso, pérdida o
ausencia de apetito, insomnio, hipersomnia”, fatiga, retardo psicomotriz, sentimientos
de culpa, llanto facil, cefalea, dificultades para tomar decisiones, pérdida del impulso
vital, ideacién suicida."""2

La depresion es la co-morbilidad neuropsiquiatrica mas comun en la EP,

afecta aproximadamente al 35-40% de los pacientes.

* Anhedonia: Incapacidad para disfrutar de actividades que antes del padecimiento producian placer.
¥ Hipersomnia: Somnolencia diurna excesiva.




El manual diagndstico y estadistico de los trastornos mentales (DSM-I1V)
clasifican la depresion en tres categorias: depresion mayor, distimia y depresiéon no
especificada.™

La depresion mayor es un periodo de al menos 2 semanas en el que hay
estado de animo deprimido o pérdida de interés en casi todas las actividades.
Ademas de anhedonia y minusvalia, se debe mantener al menos otros cuatro
sintomas: a) cambios de apetito o peso, del suefio y de la actividad psicomotora; b)
falta de energia; c) sentimientos de infravaloracion o culpa; d) dificultad para pensar,
concentrarse o tomar decisiones; y €) pensamientos recurrentes de muerte o
ideacién, planes o intentos suicidas. Se caracteriza por un malestar clinico
significativo o de deterioro social, laboral o de otras areas importantes de la actividad
del individuo.""

La distimia es un estado de animo crénicamente depresivo que esta presente
la mayor parte del dia de la mayoria de los dias durante al menos 2 afnos. Ademas
de anhedonia y minusvalia, debe haber al menos otros dos sintomas de entre los
siguientes: pérdida o aumento de apetito, insomnio o hipersomnia, falta de energia o
fatiga, baja autoestima, dificultades para concentrarse o para tomar decisiones y
sentimientos de desesperanza. Los intervalos libres de sintomas no son superiores a
2 meses.'?™

La depresién mayor y la distimia se distinguen con base en la gravedad,
cronicidad y persistencia.’ En la depresion mayor el estado de animo depresivo
debe estar presente la mayor parte del dia, casi cada dia, durante un periodo de al

menos 2 semanas, mientras que la distimia debe estar presente la mayoria de los

dias a lo largo de un periodo de al menos 2 afos. La depresién mayor se puede




distinguir de la actividad normal de la persona, mientras que la distimia se caracteriza

por sintomas depresivos menos graves y cronicos, que se han mantenido durante
~ o 14

muchos anos.

La categoria de depresion no especificada incluye los desérdenes con
sintomas depresivos que no cumplen los criterios para la depresién mayor o distimia.
Entre ellos se incluyen los siguientes trastornos: disforico premenstrual, depresion
menor, depresion breve recidivante, depresion postpsicética en la esquizofrenia,

entre otros.™

2.3 Depresion en la Enfermedad de Parkinson

Se ha demostrado que los sintomas depresivos en la EP a menudo son
evidentes antes de la aparicion de los sintomas motores tipicos y un diagndstico
previo de depresion mayor se asocia con mayor susceptibilidad de desarrollar
posteriormente la EP, también se ha observado que la incidencia de los sintomas
depresivos aumenta con la progresion de la enfermedad. '

El diagnostico de la depresion en la EP es complicado debido a que se
comparten varios sintomas en ambas enfermedades como: astenia’ y falta de
energia, enlentecimiento psicomotor, disminucion de la expresiéon emocional (por

ejemplo, anhedonia [la hipomimia® y la bradicinesia* pueden simularla]),

enlentecimiento (bloqueo) cognitivo, dificultades de concentracién, disminucion del

v Astenia: Es una sensacion de debilidad muscular y falta de vitalidad generalizada, tanto fisica como
intelectual.
Anhedonia: Falta de reactividad a los estimulos habitualmente placenteros.
" Hipomimia: Disminucién de la gesticulacion facial.
* Bradicinesia: Escasez y lentitud en los movimientos voluntarios.
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apetito, pérdida de peso, alteracion del suefio (insomnio o hipersomnia’) y
disfunciones sexuales.’

En virtud de estas dificultades, el diagndstico de depresién en la EP es
auxiliado a menudo por escalas y pruebas neuropsicoldgicas. Entre estas, las mas
utilizadas son el Inventario de Depresion de Beck, las escalas de Depresién de
Montgomery-Asberg, y la de Hamilton.®

La escala de depresion de Beck fue concebida para el seguimiento de la
terapia en pacientes con depresion. Con el tiempo, su uso se incorporoé al diagnéstico
del trastorno depresivo. Esta escala mide 21 aspectos somaticos y psicoldgicos, con
puntaje de 0 a 3. Un puntaje de 15 define depresion en estudios clinicos. Las otras
dos escalas (Hamilton y Montgomery-Asberg) se pueden emplear como auxiliares en
el diagnostico de depresion. Con un puntaje de 16/17 es posible la diferenciacion
entre individuos deprimidos y no deprimidos.*'®

Desde el punto de vista practico, la escala de depresiéon de Beck tiene la
ventaja de que el paciente lo responde directamente, en tanto que las otras dos
escalas requiere una entrevista entre examinador y paciente. Aunque la escala de
depresion de Beck se haya creado para seguimiento y la escala de depresién de
Hamilton y de Montgomery-Asberg para diagndstico, estas escalas se pueden utilizar
longitudinalmente para verificar la respuesta al tratamiento de antidepresivos.®>'®

Debido a que los sintomas depresivos aumentan con la progresion de la
enfermedad, en este estudio también se incorporo la escala de depresién geriatrica
abreviada de Yesavage (GDS)'®, debido a que muestra buena fiabilidad para

diagnosticar el estado depresivo en poblacion longeva y son facilmente aplicables

" Hipersomnia: Somnolencia diurna excesiva.
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por personal médico no especializado en geriatria. Esta escala consta de 15
preguntas que el paciente debe responder afirmativa o negativamente. Se utiliza un
punto de corte de 5 para discriminar trastornos depresivos.16

No se conoce a detalle la etiologia de la depresidén en la EP. El mecanismo
subyacente es complejo y probablemente implica factores biolégicos (comorbilidad
de la EP y otras enfermedades crénicas), psicosociales (falta de apoyo social,
historia psiquiatrica, eventos estresantes de la vida, tipos de personalidad, etc.) y

terapéuticos.'> 1317

2.3.1 Factores biolégicos

Existen varias teorias que se complementan para explicar los factores
bioldgicos que causan la depresion, entre las cuales se encuentran las siguientes:

1) La teoria del déficit de la transmision monoaminérgica. De acuerdo a esta
teoria, la disminucion de la concentracidon de monoaminas cerebrales (noradrenalina,
adrenalina, dopamina y serotonina) es responsable de la disminucion del estado de
animo. "

2) Existe una hipotesis que sugiere que la depresién en la EP se relaciona con
un problema organico cerebral secundario a la degeneracion de las vias
dopaminérgicas de los circuitos mesolimbicos y mesocorticales que regulan el afecto,
la conducta y las cogniciones.” Hay 4 vias dopaminérgicas en el cerebro: a) Via
mesocortical, desde el area tegmental ventral hasta la corteza cerebral, relacionada
con funcién cognitiva (atencién, concentracion, memoria, etc.); b) Via mesolimbica,

desde el area tegmetal ventral hasta el nucleo accumbens, relacionada con el
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sistema de busqueda, recompensa y motivacién; c) Via nigro-estriatal, desde la
sustancia negra pars compacta a los ganglios basales, relacionada con el control del

movimiento; d) Via tuberoinfundibular, desde el hipotdlamo hasta la pituitaria,

relacionada con la secrecién de prolactina (Figura 2, A).'®°
Dopamina §i ; Noradrenalina
 S-A Y
g Ly Corteza Frontal A \
N y v Atencién > " A /
Corteza Frontal ‘ Memoria de trabajo\-\‘f'“‘-' ,/‘_J > %

¢ - ) L Hacia los Velocidad de . '{/t" ' B

= ganglios procesamiento de ~ A } - N

Nicleo basales informacion ‘. J 7 - T A N\
accumbens ¥ ! I

Corteza Frontal ——+ |

4 . Estado de animo - g e
. . —Sustancia y o — (¥ < et
| negra l; \
Amigdala \ 9 - / A\ N I\
A ) Corteza Limbica i
Area tegmental T L Emociones A *. NaSiSy Cerebelo
ventral \ - Energia Hipotalamo ‘ N Temblores
\ 2 e v A
.Via dopaminérgica nigro-estriatal Agitacion \:

®Viad S el Locus Coeruleus % .___Centros cardiovasculares
ia dopaminérgica mescortica Fonision Sanghins

@ Via dopaminérgica mesolimbica A corazén

@ Via dopaminérgica tuberoinfundibular Frecuencia cardiaca

A tracto urinario
Vejiga retencidn urinaria

A. Vias dopaminérgicas implicadas en la

depresion. B. Vias noradrenérgicas implicadas en la depresion.
Serotonina : Vias dopaminérgicas Vias serotoninérgicas
4 \ Corteza Cuerpo
Neocortex 5 - g - & frontal estriado
N /',-; /4[9‘ —x v @ P \ Sustancia
Hacia los ‘ - gy . 1 .& nigra
ganglios —“?—'r— : ~ » o s\
basales N 7/ "——\\. ) ‘ k
Nucleos ac':umcil:;)do Area \
del rafe tegmental Hipocampo
ventral
Nucleo de Rafe
C. Vias serotoninérgicas implicadas en la D. Interaccion entre el sistema serotoninérgico y el

depresion. dopaminérgico.

Figura 2. Estructuras anatémicas de los sistemas neuronales y su relacién en la depresiéon en EP. A. La
degeneracion de la via mesolimbica y mesocortical estan relacionadas con la depresion. B. Existen 2 vias noradrenérgicas: 1)
Via ventral: Nace en el locus coeruleus con una porcién descendiente a espina dorsal y otra porcion ascendente que se dirige
a hipotalamo, cuerpos mamilares, sistema limbico y cerebelo. 2) Via dorsal: Nace en el locus coeruleus con porcion
ascendente que va a corteza y otra porcidén descendiente que va a ganglios basales y cerebelo. La denervacién corticolimbica
(desde el locus coeruleus) esta implicada en la depresion. C. Vias serotoninérgicas: Nacen en los nucleos del rafe y se
proyectan a la corteza prefrontal, los ganglios basales, sistema limbico, hipotdlamo, centros del suefio y zona
quimiorreceptora del tallo cerebral y medula espinal. La denervaciéon corticolimbica (desde los nucleos de rafe) se vincula con
la depresion. D. Interaccion entre el sistema serotoninérgico y dopaminérgico: La denervacion serotoninérgica de los ganglios
basales y del cuerpo estriado dificulta la liberacion de dopamina, provocando sintomas de depresion (Modificado de
Silvertthorn 2009 y Escalante 2015).
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3) Otra teoria explica que la depresién se relaciona con los circuitos fronto-
subcorticales de las vias dopaminérgicas, serotoninérgicas y noradrenérgicas. Es
probable que la depresion en la EP sea consecuencia de la denervacion
corticolimbica serotoninérgica y noradrenérgica por pérdida celular del nucleo del
rafe y locus coeruleus respectivamente (Figura 2, B y C).”

4) Datos post-mortem indican que los dafios en las neuronas serotoninérgicas
del cerebro podria desempefiar un papel importante en la depresion de la EP.2 Todos
los componentes de los ganglios basales estan inervados por las neuronas
serotoninérgicas (Figura 2, D). Estos participan en la regulacion motora y en las
funciones asociativas y limbicas; este hecho hace que la transmisién serotoninérgica
tenga gran importancia en el contexto de los sintomas motores de la EP y la
depresion.?

En el cuerpo estriado existen densas terminaciones de las neuronas
serotoninérgicas (Figura 2, D), se sabe que el aumento de serotonina (5—HT) en este
sitio facilita la liberacion de dopamina de las terminales de las neuronas
dopaminérgicas.?®?' En la depresion, la neurotransmisién serotoninérgica
disfuncional provoca un estado hipodopaminérgico sobre todo de las areas del
cuerpo estriado’ y en consecuencia produce una disminucion de la estimulacion de
areas corticales implicadas en la motivacioén y la recompensa.'*'

5) Para algunos pacientes con EP (10-15%) la causa de la depresién puede
ser genética. Estos casos de EP familiar hereditaria son asociados con diversas
mutaciones autosémicas dominantes y recesivas. Por otra parte, la presentacion

clinica en este porcentaje de la poblacién con EP, se caracteriza a menudo por la

" Este estado hipodopaminérgico es caracteristico en la EP.
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aparicion temprana de los sintomas motores (menos de 50 anos) y problemas de
comportamiento. En la actualidad, se sabe poco acerca de la EP hereditaria o

familiar.”3

2.3.2 Factores psicosociales y terapéuticos

Los factores de estrés psicologicos y fisicos relacionados con la EP
contribuyen, al menos parcialmente, a la depresion en la EP pues se asocia con
discapacidad, progresiéon de la enfermedad, disminucion de las actividades de la vida
diaria y desempefio cognitivo reducido.’

Algunos factores terapéuticos hacen referencia a que existen ciertos farmacos
anti-parkinsonianos que pueden inducir trastornos depresivos, como amantadina o L-
dopa. Asimismo, existen antidepresivos que inducen parkinsonismo como
amoxapina, lorazepam, pirlindona, buspirona e inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina (ISRS).?

Los pacientes que desarrollan sintomas incapacitantes a pesar del tratamiento
meédico Optimo, son candidatos para una intervencion quirdrgica denominada
“estimulacion cerebral profunda”, que se dirige ya sea al nucleo subtalamico o al
globo palido interno. La estimulacion eléctrica de alta frecuencia de los electrodos
implantados bilateralmente restaura los déficits motores en EP avanzada. Sin
embargo, los efectos adversos mas frecuentes son: infeccion del sitio quirdrgico,
caidas y depresion. De esta manera, la depresion puede ser consecuencia de algun

tratamiento farmacoldgico o quirdrgico para controlar la EP inicial >33
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2.4 Serotonina

La serotonina o 5-hidroxitriptamina

(5-HT) es una indolamina simple (Figura 3).

Se ha demostrado que funciona como un Figura 3. Estructura quimica de Ia

) . ] serotonina (Tomado de Gresch, 2004).
neurotransmisor en el sistema nervioso

central y también como hormona circulante en todo el cuerpo. Se localiza
fundamentalmente en el Sistema Nervioso Central (SNC), en el tracto gastrointestinal
y en las plaquetas. Esta amina se sintetiza a partir del triptéfano de la dieta gracias a

la enzima triptéfano hidroxilasa y la aminoacido aromatico descarboxilasa (Figura

4).7,24,25

HBCO0H
H Triptdfano
hidroxilaza
H
L-triptofano S5-hidroxitritofano
Aminoacido
aromatico
descarboxilaza
SO0 M,
HO HO o
\ e i T
i Monoaminooxidasa |
N (MAD) =72
H H
Ac. S-hidroxiindolacético S-hidroxitriptamina
{G-HlaA) [S-HT}

Figura 4. Sintesis y metabolismo de la serotonina (Tomado de Gresch, 2004).

La principal fuente de esta hormona en la circulacion son las células

enterocromafines del intestino, donde se sintetiza, almacena y se libera al torrente
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sanguineo y aqui se concentra en las plaquetas por un mecanismo de transporte
activo.?*

La sintesis del neurotransmisor 5-HT en el SNC se lleva a cabo principalmente
en el nucleo de rafe en las terminales axénicas de las neuronas presinapticas donde
se almacena en vesiculas gracias al transportador vesicular de monoaminas (VMAT),
el cual regula la entrada de la 5-HT a las vesiculas para protegerla de la accion de la
enzima monoaminooxidasa (MAO) quien se encarga de metabolizar la 5-HT a acido
5-hidroxiindolacético (5-HIAA), su metabolito inactivo (Figura 4).24%°

Cuando es requerida la 5-HT, ésta se libera de las vesiculas de las neuronas
presinapticas a la hendidura sinaptica por una compleja serie de interacciones

bioquimicas iniciadas por la entrada de calcio (Figura 5).%
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. Vaina de mielina

o

La serotonina es
sintetizada y almacenada

en vesiculas. xlispa::i?
extracelular
2
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la terminal presinaptica. -~ deNa

dependientes de
voltaje se abren.

Un incremento de CaZ*
estimula la fusion de las
vesiculas con la membrana
presinaptica.

i (corriente
eléctrica)

Espacio
sinaptico

La serotonina se libera al
espacio sinaptico y se une a
su receptor especifico en la

membrana postsinaptica.

La serotonina se descompone,
es recapturada por la neurona
presinaptica o se distribuye
fuera del espacio sinaptico.

Neurona postsinaptica

Los receptores unidos a
la serotonina activan la
neurona postsinaptica |

Figura 5. Neurotransmisién de la serotonina. Cuando un potencial de accion llega a la
neurona presinaptica, los canales de calcio-dependientes de voltaje se abren y permiten la
entrada de calcio. El aumento de la concentracion de calcio intracelular estimula la fusion de las
vesiculas con la membrana presinaptica. La serotonina se libera al espacio sinaptico y esta puede
tener 4 destinos: 1) unirse a sus receptores especificos en la membrana postsinaptica, 2)
distribuirse fuera del espacio sinaptico, 3) ser recapturada por la neurona presinaptica o 4) ser
degradada por la enzima monoaminooxidasa, MAO (Modificado de Gresch, 2004).

En la hendidura sinaptica, la 5-HT interactiua con sus receptores especificos
en la neurona postsinaptica. Existen 12 receptores de serotonina segregados en 7
familias. Todos estos, excepto el 5-HTj3;, son miembros de la superfamilia de

receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) (Cuadro 1).24?°
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Cuadro 1. Tipos y subtipos de los receptores de serotonina y sus caracteristicas. ***

Familia de Subtipo Distribucion Via de transducmon
receptores primaria

5-HT1a Cerebro (Nucleos de rafe, hipocampo)

Cerebro (Sustancia negra, globo

S-HT1e Slid lios basal
5HT, palido, ganglios basales) Inhibicién de la adenilato
5-HTp Cerebro (Corteza cerebral) ciclasa (Gai)
5-HT+  Cerebro (Corteza cerebral, putamen)
5-HT1 Cerebro (Corteza cerebral, hipocampo)
5-HTon Plaquetas, musculo liso, corteza
cerebral.
5.HT Activacion de la fosfolipasa
il 5-HTos Fondo del estémago C (Gaq)
Cerebro (Plexos coroideos,
5-HT,c ) :
__hipocampo, sustancia negra)
Area postrema, nervios sensitivos Cierra canales iénicos
5-HT3; (6ptico, vestibulococlear y olfatorio), activados por liqando
nervios entéricos poriig
5.HT Neuronas del SNC y mientéricas, Activacion de la adenilato
4 musculo liso ciclasa (Gas)
5-HTs ?:?’A SNC y cuerpo carotideo lnh'blcé?gadsz I?Gz;(?)e nilato
- 5B

Cerebro (Bulbo olfatorio, corteza
5-HTg cerebral, nucleo accumbens, nucleo
caudado, hipocampo)

Activacion de la adenilato
ciclasa (Gas)

Activacion de la adenilato

5-HT, Cerebro, tracto gastrointestinal ciclasa (Gas)

Los GPCRs generan segundos mensajeros intracelulares tales como AMP
ciclico y calcio, que estimulan o inhiben diversas enzimas cinasas y fosfatasas. Al
término, estos receptores GPCRs modifican indirectamente el potencial de

membrana mediante la regulacion de voltaje con canales idnicos (receptores
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ionotropicos) o canales idnicos activados por ligando (receptores metabotrdpicos)
actuando como neuromoduladores en la neurotransmision rapida (Figura 6).242°

Si la 5-HT liberada no se une a receptores especificos en la hendidura
sinaptica, su accion se termina por la recaptura en la terminal presinaptica por el
transportador de 5-HT (SERT), es inactivada por la MAO o se distribuye fuera del
espacio sinaptico (Figura 5).%

La mayoria de los subtipos de receptores se distribuyen en gran medida en
todo el SNC. Sin embargo, 95 % de la 5-HT sintetizada se encuentra periféricamente,

especialmente en el intestino. Por lo tanto, el mayor numero de receptores de 5-HT

estan presentes periféricamente.?
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Figura 6. Tipo de receptores de serotonina. A. Receptor lonotropico: El neurotransmisor se une al
receptor y este se abre para permitir la entrada de iones a la neurona; B. Receptor metabotrépico por via de la
fosfolipasa C: La proteina G se fosforila y activa la fosfolipasa C (PKC) para la produccion de diacilglicerol (DAG) y
de inositol trifosfato (IP3) a partir de fosfatidilinositol (PIP,). EI DAG vy el IP; son los encargados de dar la respuesta
fisiologica. C. Receptor metabotrépico por via de la adenilato ciclasa. La proteina G se fosforila y activa la adenilato
ciclasa (AC) para la activacion del segundo mensajero AMP ciclico (cCAMP). El cAMP activa la protein-cinasa A
(PKA) para dar respuesta f|S|oIog|ca (Modificado de Tovar 2015 y Boron 2012).
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2.5 Receptores 5-HT;,

El receptor de serotonina 2A (5-HT»a) ha sido implicado en los trastornos
mentales con etiologias complejas que todavia no se entienden claramente.?®

Se han identificado variaciones genéticas en casi todos los receptores de
serotonina, principalmente del tipo SNP. Los polimorfismos en genes encargados de
la produccion de receptores de serotonina, tienen el potencial de: 1) alterar la
capacidad del receptor para unirse al ligando, 2) activar las vias de traduccién de
sefiales, o 3) adaptarse a las influencias del ambiente.?® Esto sugiere la relacion de
estos polimorfismos con la afectividad, la regulacion de la neurotransmision y los
efectos farmacolégicos de medicamentos antidepresivos, ansioliticos vy
antipsicoticos.*

Los receptores 5-HT,a se distribuyen ampliamente en los tejidos periféricos
pues intervienen en la contraccién del musculo liso (vascular, bronquial, uterino, etc.)
en la agregacion plaquetaria y en el aumento de la permeabilidad capilar. También
estan representados en el SNC: 5-HT,p esta presente en el nucleo de rafe, areas
corticales, caudado, nucleo accumbens, tubérculo olfativo, hipocampo y ganglios
basales. Todos los miembros de la subfamilia de receptores 5-HT, actuan mediante

la activacion de fosfolipasa C (Figura 6, B).?**

2.6 Biomarcador

Un biomarcador es una caracteristica que funge como indicador de un proceso

biolégico normal, un proceso patogénico, o una respuesta farmacologica de alguna
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intervenciéon terapéutica. Debe poder medirse objetivamente y evaluarse como
indicador del proceso a tratar.?

Los biomarcadores se pueden clasificar principalmente en moleculares y de
imagen, entre otros. Los moleculares incluyen los basados en acidos nucleicos, tales
como mutaciones genéticas o polimorfismos, y en analisis de la expresion de genes,
péptidos, proteinas, metabolitos de los lipidos, y otras moléculas pequeﬁas.2
2,31

Estos pueden servir para varios fines incluyendo.

X2 La prediccién y/o confirmacion del diagndstico de alguna enfermedad.
X2 La deteccidn epidemiologica.

X La vigilancia de la progresion de la enfermedad tras el diagndstico.

X El desarrollo de farmacos.

X2 La respuesta al tratamiento de la enfermedad.

Actualmente el tratamiento de la EP es sintomatico pero los sintomas clinicos
aparecen después de la degeneracion de un numero significativo de neuronas
dopaminérgicas (~75%). Resulta necesario la identificacion de nuevos
biomarcadores sensibles y especificos para la EP que faciliten el diagndstico en
etapas tempranas, identifiquen la progresion de la enfermedad y evalien la
respuesta a los tratamientos actuales y futuros.?*'

Los polimorfismos pueden ser ocupados como biomarcadores genéticos
utilizandolos como factores de susceptibilidad para el desarrollo o progresion de
cierta enfermedad.”’

La expresion de la enfermedad ocurre como resultado de la alteracion de

varios genes (diferentes genes de susceptibilidad). EI numero y las combinaciones
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de genes de susceptibilidad pueden ser distintos entre individuos y también varian de
una poblacion a otra.>?

El efecto en la variacion de un gen de susceptibilidad no es suficiente para
causar la expresién de la enfermedad, solo el efecto aditivo de estas variaciones
genéticas en ciertas combinaciones confiere susceptibilidad genética. La enfermedad
s6lo se desarrollara cuando ciertos factores de riesgo favorezcan la expresion, tales
como: el estilo de vida, los habitos alimenticios, los antecedentes familiares, los
factores ambientales, entre otros.*

Para poder medir esta susceptibilidad se utiliza una herramienta estadistica
llamada razén de momios (odds ratio en inglés) que compara el riesgo de enfermarse
(en nuestro estudio: desarrollar depresion mayor en la EP) entre el grupo que
presenta la caracteristica de estudio (el polimorfismo rs6313 del gen 5HTRZ2A),
contra el riesgo de enfermarse del grupo que no la presenta. Esta medida es la que
mejor refleja la asociacion si lo que se desea es conocer la probabilidad de padecer

la enfermedad en funcién de la exposicion.*

2.7 Generalidades del acido desoxirribonucleico (ADN) y el acido ribonucleico

(ARN)

2.7.1 Acido desoxirribonucleico

El acido desoxirribonucleico (ADN) es una macromolécula de aspecto
filamentoso, donde reside la informacion genética, a partir de la cual la célula

sintetiza todos sus elementos necesarios para la vida.>*
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La molécula de ADN esta formada por unidades quimicas o mondomeros
denominados desoxirribonucledtidos, los cuales estan compuestos de una base
nitrogenada (purina o pirimidina), un azucar (desoxirribosa) y un grupo fosfato. La
base nitrogenada es la portadora de la informacion genética, y en conjunto con el
azucar y el fosfato constituyen la estructura de doble hélice del ADN. La estructura
de doble hélice descrita por

Watson y Crick es el resultado de

Bases
nitrogenadas

la complementariedad entre las - -
Extremo 5 / Extremo 3

dos cadenas de ADN que se . T@‘

produce por la relacion unica que FoSEln el . T, @. Simbologia:

. P -
existe entre las bases o v g. @ T Tamana
Desoxirribosa —. . ‘ A= Adenina

C= Citosina

(U l | d ARN) ’. % T . G= Guanina
racilo en el caso ae Yy ; /\
s oV te

nitrogenadas: Adenina:Timina

Guanina:Citosina (Figura 7).

Extremo 3' Extremo 3'
Puentes de
Gracias al ordenamiento hadrégeno
_ Figura 7. Interaccion de las bases nitrogenadas
complementario de los pares de del ADN (Tomado de Watson, 2008).

bases, cada cadena puede servir como molde para generar una nueva cadena. Al
abrirse la doble hélice se pueden generar dos cadenas nuevas idénticas (replicacion
del ADN). A pesar de que cada uno de los puentes de hidrégeno entre las bases
nitrogenadas es débil, el ADN es estable a temperaturas fisioldgicas debido a que las
dos cadenas se mantienen unidas por muchos puentes de hidrogeno a lo largo de
mas de cien millones de nucledtidos. Las dos cadenas se pueden separar al ser

expuestas a una solucion de temperaturas crecientes o por accion de reactivos
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suaves (por ejemplo alcalis, formamida o urea). A este proceso se le conoce como
desnaturalizacion.®

Cuando se les aumenta la concentracion idnica, enfria o neutraliza el pH, las
cadenas se reasocian para formar una doble hélice (Unicamente si son
complementarias), a este proceso se le llama renaturalizacion.>

Estos dos procesos son la base de distintas técnicas de biologia molecular,
como son la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la comparacién de curvas
de disociacion de alta resolucion del ADN (HRM, por sus siglas en inglés: High
Resolution Melting).%=7

La PCR es una técnica in vitro utilizada para amplificar enzimaticamente una
region determinada del ADN cuya secuencia se conoce. La HRM es una técnica de

biologia molecular post-PCR que se basa en el analisis y comparacion de curvas de

desnaturalizacién del ADN.*’

2.7.2 Acido ribonucleico

Bases
nitrogenadas |

") C:latosm:x
El acido ribonucleico (ARN) es la molécula
resultante del proceso de transcripcion del ADN (Figura G\?anina
8). Esta molécula es el punto intermedio entre el ADN y {(ﬁiim;m
la sintesis de proteina.® :

. Uracilo
Existen tres tipos principales de ARN: EL ARN

Columna de
ribosas y fosfatos

mensajero (ARNm) que se encarga de llevar el

mensaje (en forma de secuencia de nucleétidos) al  Figura 8. Estructura del ARN
(Tomado de Zavala, 2005).
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lugar de la sintesis (los ribosomas). EI ARN de transferencia (ARNt) que es el
encargado de transportar los aminoacidos al lugar de “reconocimiento” y de sintesis
en el ribosoma. EI ARN ribosomal (ARNr) que se encuentra en el ribosoma y es la
“fabrica” donde se lleva a cabo la sintesis de proteinas. Para que se dé la sintesis de
proteinas, se requiere una interaccion compleja y ordenada de los tres tipos de
ARN.*

La sintesis de una proteina a partir de la informaciéon del ADN se realiza
mediante dos mecanismos: la transcripcion, que es la sintesis de una molécula de
acido ribonucleico mensajero (ARNm) usando al ADN como molde, y la traduccion,
que es la sintesis de una proteina por la lectura del ARNm en los ribosomas.3*3®

La trascripcion se hace por ternas o tripletes, cada terna representa una
unidad del mensaje que determina un aminoacido. Esta informacion que pasa del
ADN al ARNm es necesaria para la construccion de una proteina.*

El ARNm se sintetiza en el nucleo de la célula, sin embargo, la traduccién se
produce en el citosol. Por lo tanto, este tipo de ARNmM debe tener cambios
estructurales para poder salir del nucleo, ser estable y poder ser reconocido por los
demas tipos de ARN para realizar la traduccion. Estos pasos constan en: adicion del
casquete (CAP), adicion del Poli A y finalmente "corte y empalme".34°

El primer paso consiste en adicionar el nucleétido guanina m7G (esta guanina
esta modificada en 7 metil guanina o guanilato) en el extremo 5' del primer nucledtido
(generalmente una adenina). La funcion de este CAP es reconocer el primer codon
para iniciar la traduccion del ARNt.%4°

El siguiente paso es la adicion de 200 a 250 adeninas en el extremo 3' del

transcrito primario (ARNtp), esta cola de “poli-A” se le atribuyen dos funciones: la
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primera es sacar el ARNm al citoplasma y la segunda funcion es proteger el ARNm
de las endonucleasas citoplasmaticas. Estas enzimas degradan el ARNm sacando
adeninas, por lo que el largo de la cola de adenina es directamente proporcional con
la vida media del ARNm. 4

Para finalizar se realiza el paso de “corte y empalme” que consiste en la
eliminacion de fragmentos del ARNtp que no intervienen en la sintesis de la proteina

llamados intrones* y en el empalme o union de los fragmentos que haran parte del

ARNm llamados exones*®. Este proceso se hace para que corresponda la secuencia
de codones que se complementan con los del ARNt.%84°

En la traduccion el ARNt localiza a los aminoacidos que se encuentran en el
citoplasma y los transfiere a los ribosomas, donde cada aminoacido es colocado en
el lugar que corresponde. Los aminoacidos son “ensamblados” por el ARNr para
formar cadenas de aminoacidos llamados polipéptidos, que a su vez formaran a las
proteinas.*

Existen algunos polimorfismos que interfieren en la actividad transduccional o

transcripcional del ARN, los cuales seran explicados con mas detalle en el apartado

siguiente.

2.8 Polimorfismos genéticos

Las mutaciones son cambios en la secuencia del ADN que pueden ser

originados por errores en los mecanismos de replicacion y reparacion del ADN, asi

* Intrén es el fragmento que no se traduce.
* Exon es el fragmento que se traduce.
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como por factores ambientales. Algunas de las mutaciones pueden tener efectos
dafiinos y causar enfermedades, algunas otras son reflejo de la evolucién y confieren
mejoras adaptativas.>**’

Las mutaciones dan lugar a polimorfismos, los cuales proveen variacion alélica
entre individuos y diversidad de la misma especie. Un polimorfismo es considerado
como tal cuando la frecuencia de uno de sus alelos en la poblacion es superior al
1%.%°

Un polimorfismo se caracteriza cuando ciertos individuos presentan

nucledtidos distintos o variantes en una posicion concreta del genoma, que se

denomina locus. A cada posible variante se le denomina alelo (Figura 9).4**®

Cromosoma

Gen

Alelo que tiene Alelo que tiene
| en el locus la en el locus la

’-’/‘ "' A variante P o p variante Y oy
; j b : Alelo paterno
- :

\ % A
. ; —
A - |
Genotipo Genotipo i Cromosomas
\ J Heterocigoto Pp Homocigoto YY homdélogos

Intron Exon |

Alelo materno

A. Localizacién de un locus B. Tipos de genotipos

Figura 9. Representacion de un cromosoma, gen, locus y alelos. A. Localizacion del
locus de un gen. Un gen esta formado por exones, intrones y regiones promotoras susceptibles a
SNP’s; B. Tipos de genotipos: Variaciones de un SNP’s en un locus dan lugar a las variaciones
alélicas (Modificado de Losos, 2005).

Hay varios tipos de polimorfismos (inserciones, deleciones, cambios en el
numero de secuencias repetidas), pero los mas frecuentes son los polimorfismos de
nucledtido simple (SNP’s, del inglés single nucleotide polymorphism).324’

En el genoma humano, existen alrededor de 10 millones de SNP’s. Las

frecuencias de ciertas variaciones genéticas pueden diferir ampliamente en la
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poblacién. Es decir, algunas enfermedades autosémicas recesivas que son comunes
en un grupo poblacional, pueden ser raras en otros. Esto puede deberse a una
ventaja selectiva de un alelo o a un efecto fundador* en poblaciones pequefias.
Ciertas enfermedades genéticas son relativamente frecuentes en las poblaciones con
efecto fundador, por ejemplo, Finlandia representa una poblacion pequena en la cual
se producen varias enfermedades recesivas raras en frecuencia mucho mayor que
cualquier otra parte del mundo, como cornea plana congénita, nefrosis congénita de

tipo finlandés y displasia esquelética distrofica.*®

2.8.1 Clasificacion de los SNP's

Segun su localizacion en el genoma, los SNP’s se clasifican en: iISNP, si estan
localizados en regiones intronicas; cSNP, en regiones codificantes (exones); rSNP,
en regiones reguladoras, y gSNP, localizados en regiones intergendmicas (Figura

10). '

* Cuando se funda una nueva poblacion a partir de una pequefia muestra de la poblacion original [grupo
fundador] (por ejemplo, en la colonizacion de unos pocos individuos de una poblacion continental de una
isla no habitada anteriormente), las frecuencias alélicas en el grupo fundador pueden ser diferentes de las
de la poblacion de la cual proceden. Como consecuencia, el reservorio génico de la nueva poblacion tendra
una composicién distinta del reservorio de la poblacién de origen.*
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Figura 10. Diferentes tipos de polimorfismo de nucleétido simple segin su
localizacidn en el gen. Abreviaciones: E: exones; I: Intrones; UTR: Regiones no codificante
(Tomado de Checa, 2007).

Los SNP’s pueden estar presentes en regiones codificantes y provocar un
cambio en un aminoacido; a este tipo de SNP’s se les conoce como “no sindnimos”.
Este tipo de SNP’s provocan variaciones funcionales que pueden producir alguna
enfermedad o susceptibilidad a ésta.*’

Los SNP’s no sindbnimos pueden estar localizados en la regién promotora del
gen, influenciando la actividad transcripcional del gen (modulando la unién de
factores de transcripcion), en intrones (modulando la edicion del mensaje para
regular la traduccion), en sitios de “corte y empalme” (sitios donde ocurre la
eliminacion de intrones y unién de exones) o en regiones intragénicas. *’

Otro tipo de SNP’s son los llamados “sindbnimos” (o silenciosos) los cuales no
alteran la cadena de aminoacidos que producen; sin embargo, algunos de estos
polimorfismos pueden tener consecuencias funcionales. *’

Los alelos de los SNP’s se clasifican en: alelo principal “silvestre” (el mas
frecuente en la poblacion) y alelo polimérfico o mutante (el menos frecuente). Debido
a que los humanos son diploides, un individuo puede tener uno de tres genotipos:

homocigoto para el alelo mas frecuente (silvestre), homocigoto para el alelo menos
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frecuente (mutante o polimérfico) y el que tiene un alelo silvestre y un alelo
polimorfico (heterocigoto).3%4!

Cabe mencionar que la variabilidad fenotipica de cada individuo, asi como la
susceptibilidad o la resistencia individual a distintas enfermedades, radica

principalmente en los SNP’s y en menor grado a inserciones, deleciones, secuencias

repetidas y/o rearreglos cromosomicos. 1

2.9 Estudios de asociacion genética

La descripcion estadistica de un polimorfismo consiste, en primer lugar, en
estimar la prevalencia de cada alelo y de cada genotipo posible en la poblacion, en
nomenclatura genética se denomina estimar las frecuencias alélicas y genotipicas
respectivamente.*?

Los estudios de asociacion genética tienen como propésito determinar el
efecto de los factores genéticos sobre las enfermedades y sus posibles interacciones
con los elementos del medio ambiente.?

Al realizar un analisis de asociacion se debe comprobar si la muestra de
controles cumple con el principio de equilibrio de Hardy-Weinberg (como
representantes de la poblacion general). El principio de equilibrio de Hardy-Weinberg
determina las frecuencias que deben observarse para cada genotipo en la poblacién
en funcién de las frecuencias de los alelos.*?

El principio del equilibrio de Hardy-Weinberg dice que en condiciones
habituales, si la transmision de los alelos de los progenitores a los descendientes es

independiente y no ocurren fendmenos distorsionadores, como la aparicion frecuente
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de nuevas variaciones genéticas o la seleccién de alelos, la probabilidad de observar
una combinacion de alelos concreta (un genotipo) depende del producto de las
frecuencias de cada alelo. 2

En el caso de que se observara una desviacion del equilibrio de Hardy-
Weinberg se deberia revisar el método de genotipificacién, pues en ocasiones se
producen sesgos al interpretar los resultados por ser mas facil de detectar un
genotipo que otros. Otras posibilidades son que los individuos no sean
independientes (p. ej., por consanguinidad) o que se dé una seleccion de un alelo (p.
ej., por estar asociado con la longevidad). Tampoco debe olvidarse que si
empleamos un nivel de significacion del 5%, por azar, puede observarse falta de
ajuste a lo esperado, aunque la condicion de transmisidon de alelos con
independencia sea correcta en la poblacion del estudio. En la muestra de casos es
posible que no se cumpla el equilibrio de Hardy-Weinberg; ello puede ser indicativo
de que el polimorfismo pueda estar asociado con la enfermedad.*

Cuando se evalua el efecto de la variacion de un gen sobre un evento, o
cuando no se conoce el genotipo de riesgo de cierta enfermedad en una poblacién
especifica, se puede realizar bajo la estructura de cinco posibles modelos de
herencia: |) dominante, Il) recesivo, lll) sobredominante, IV) codominante y V)
aditivo.*

Para este trabajo, el modelo dominante compara la susceptibilidad del
genotipo CC contra los que tienen al menos un alelo T (CC vs CT+TT). En el modelo
recesivo se compara la del genotipo TT contra los que tienen al menos un alelo C
(TT vs CT+CC). En el modelo sobredominante se compara la del heterocigoto CT

contra los homocigotos CC y TT (CT vs CC+TT). En el modelo codominante cada
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genotipo proporciona una susceptibilidad diferente y no aditiva. Por ultimo, en el
modelo aditivo uno de los dos alelos modifica la susceptibilidad en cantidad aditiva,
por ejemplo, los homocigotos CC tienen el doble de susceptibilidad que los
heterocigotos CT.

Un nivel adicional de variabilidad genética lo constituyen los haplotipos, los
cuales estan compuestos por la combinacién de un conjunto de SNP’s en diferentes
loci a lo largo de un mismo cromosoma que son heredados como una unidad. Los
haplotipos nos permiten localizar variaciones genéticas que pueden ser causantes de
alguna enfermedad mediante métodos de analisis de ligamiento. También posibilitan
conocer asociaciones estadisticas entre dos SNP’s en el genoma, conocido como
desequilibrio de ligamiento. Este desequilibrio de ligamiento puede ser entendido
como la asociacién entre los SNP’s.*’

En la actualidad se han venido realizando esfuerzos por identificar y analizar
los polimorfismos que confieren susceptibilidad a enfermedades complejas (como la
EP).>® Los estudios de casos y controles se utilizan para evaluar asociaciones entre
la variacion en genes candidatos y enfermedades complejas porque arrojan
informacion soélida acerca de factores de riesgo ambientales, bioquimicos o genéticos

después de que ha ocurrido la enfermedad de interés.>?

34




2.10 Gen 5SHTR2A

En este estudio el gen candidato fue el 5HTR2A y se evalud si existe alguna

asociacion con el desarrollo de depresion en la EP.

El gen S5HTR2A se
localiza en el brazo largo del
cromosoma 13 (13g14.1-

14.2) (Figura 11) y se

encarga de la expresion de
los receptores 5-HTpa.**%°
En dicho gen se ha descrito
un polimorfismo muy
frecuente en el exéon 1, el
T102C (rs6313) donde se
sustituye una citosina por

una timina en el nucledtido

102 (Figura 12).44:4%46
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Figura 11. Localizacién del polimorfismo rs6313, T102C

(Modificado de Ensembl, 2014).

La sustitucion de la base nitrogenada de C a T en el nucleétido 102 no altera

la secuencia de aminoacidos del receptor 5-HT,a (SNP sin6nimo), lo que significa

que los receptores codificados por los alelos "C" y "T" son idénticos pero pueden

cuantitativamente diferir su expresién.

47,48
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Figura 12 .Localizacién del sitio de metilaciéon (CpG) en el
polimorfismo rs6313 del exén 1 del gen 5SHTR2A (Modificado de
Polesskaya, 2006).

Se ha propuesto que existen metilaciones en sitios de citosina especificos en
zonas del genoma que tienen altas concentraciones de enlaces citosina-guanina
(CpG’s) que se correlacionan significativamente con la regulacidon en la expresion
génica.*’*** La metilacién del ADN es la unién de grupos metilo a sitios especificos
del ADN, comunmente a una citosina. La metilacion del ADN es una modificacion
epigenética importante desde el punto de vista funcional, ya que la alteracién puede
generar fallas en el desarrollo y causar enfermedad. Las modificaciones epigenéticas
son cambios heredados que influyen en la expresion de ciertos genes sin alterar la
secuencia del ADN.*°

Una hipotesis menciona que existe relacion entre la metilacion del CpG del
polimorfismo rs6313 y la regulacién de la expresion de receptores, apoyando que
exista diferencia de expresion entre los alelos C y T (Figura 12).4749:%0

Hallazgos recientes sugieren que este polimorfismo podria tener efectos
funcionales sobre la expresion del receptor 5-HT2a en el cerebro, por lo que se ha
sugerido que existe asociacion entre el receptor de serotonina 2A (5-HTza) y la

depresion.?46°192 También es asociado a otros trastornos psiquiatricos como es la
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47,48,49,50 29,46,51,53,54

esquizofrenia, comportamiento suicida, alcoholismo y abuso de

%556 psicosis® y trastorno de sintomas somaticos.*’

drogas,* trastorno bipolar,
Existen estudios donde se ha descrito mayor frecuencia del alelo C del rs6313
en pacientes con depresion mayor que realizan intentos suicidas o tienen ideacion

suicida 2461

Reportan que la severidad de la depresion mayor aumenta en
pacientes con genotipo CT y CC en comparacion con los individuos que tienen
genotipo TT.%

En el estudio de Cao y cols. (2014) se encontré asociacion entre el
polimorfismo rs6313 con el alcoholismo y la dependencia de heroina.*® Sintomas
depresivos se mantuvieron como predictores en las recaidas después del tratamiento
en hombres alcohdlicos con genotipo CC (2.3 mas veces que aquellos que tenian el
alelo T, OR = 2.26, IC al 95 %= 1.3-4.1).°® También se ha descrito que hombres
alcohdlicos con el genotipo CC tienen mayor impulsividad y menor autocontrol
comparado con aquellos que tienen el genotipo TT.%%

Se ha demostrado que los niveles de expresion de ARNm y proteinas en
corteza es menor en individuos que portan el alelo C del polimorfismo rs6313 en
relacion a los que tienen el alelo T (alrededor de un 20 % menos).**° Khait y cols.
(2005) reportd la asociacion del genotipo TT con un mayor numero de receptores
5HT,a en plaquetas en los sujetos control pero no en los sujetos con trastornos
psiquiatricos.®’ Por otro lado, un estudio mas reciente de Stoltenberg y cols. (2012)

concluyd que el genotipo CC esta asociado con la disminucion de receptores 5-HToa

en el SNC.%®°
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La EP es la segunda patologia neurodegenerativa progresiva y cronica
relacionada con la edad avanzada después del Alzheimer, afecta aproximadamente
a 30 millones de personas en todo el mundo.” En México, se calcula que cerca del
1% de la poblacién mayor de 60 afios y del 4% de la poblacion mayor de 80 afios la
padece.2 La depresion es la co-morbilidad neuropsiquiatrica mas frecuente en la EP,
se encuentra presente en alrededor del 35-40% de los pacientes con EP." Se ha
demostrado que los sintomas no motores pueden reducir la calidad de vida en un
mayor grado que los sintomas motores.°

Por otra parte, el alelo C del polimorfismo rs6313 del gen que expresa los
receptores de serotonina 5-HT,s, esta posiblemente asociado al desarrollo y
severidad de la depresiéon mayor. Se ha reportado que la severidad de la depresion
mayor aumenta en pacientes con genotipo CT y CC en comparacion con los
individuos que tienen genotipo TT.%

Existe alta incidencia que se desarrolle primero depresion antes de
presentarse la EP clinicamente.”® Este aspecto nos permitira utilizar este
polimorfismo en nuestra poblacion como posible biomarcador genético, con el cual se
podra conocer la susceptibilidad de padecer depresion mayor en pacientes con EP,
lo que podria ayudar a realizar un diagnostico temprano y asi mejorar la calidad de
vida del paciente.

Por lo tanto, en este trabajo se investigd si existe asociacion entre el
polimorfismo rs6313 del gen 5HTR2A y la depresion mayor en la poblacién mexicana

con EP.
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4. HIPOTESIS DEL TRABAJO

Si existe diferencia estadisticamente significativa en la distribucién de las
frecuencias alélicas o genotipicas del polimorfismo rs6313 del gen 5HTRZ2A
comparando el grupo EP con depresion mayor contra el grupo EP sin depresion

mayor, entonces este polimorfismo podra ser asociado a la depresion mayor en la EP

en poblacion mexicana.

39




5. OBJETIVOS

General:

Analizar la asociacion del polimorfismo rs6313 del gen 5HTRZ2A con el

desarrollo de la depresidon mayor en pacientes con EP en poblacién mexicana.

Especificos:

o Analizar la asociacion del polimorfismo rs6313 del gen 5HTR2A con la
EP en poblacion mexicana.

o Determinar si factores demograficos, clinicos y genéticos estan
relacionados con la EP en poblacion mexicana.

o Analizar por género la asociacién del polimorfismo rs6313 del gen

S5HTRZ2A con el desarrollo de la depresion mayor en la EP en poblacién mexicana.

40




6. MATERIAL Y METODO

6.1 Diseno experimental:

Observacional, Retrospectivo, Transversal, Comparativo.

6.2 Poblacion de estudio:

o 30 pacientes de EP sin depresion mayor.
o 30 pacientes de EP con depresion mayor.
o 30 controles sin enfermedades neuroldgicas o neuropsiquiatricas.

6.3 Criterios de inclusién:

. Individuos mestizos mexicanos.*®?

o Pacientes diagnosticados clinicamente con EP.

o Pacientes con EP diagnosticados clinicamente con depresiéon mayor.

o Sujetos que no hayan sido diagnosticados con enfermedades
neurologicas o neuropsiquiatricas.
6.4 Criterios de exclusion:

o Individuos que no sean mestizos mexicanos.*

o Pacientes con EP diagnosticados medicamente con distimia.

o Individuos diagnosticados medicamente con depresidon mayor pero que
no padezcan EP.

o Pacientes y/o individuos que no deseen participar en el estudio.

o Pacientes y/o individuos que por algun motivo no sea posible extraer

muestra sanguinea.

*Los mestizos-mexicanos son el resultado de la mezcla entre nativos americanos y espafioles con una
contribucién pequefia de los grupos africanos. En este estudio se consideré mestizo mexicano a aquel
individuo que declare tener ambos padres y cuatro abuelos nacidos en México, y que no se
reconozcan como inmigrantes recientes.®
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6.5 Criterios éticos:

o Declaracion de Helsinki, Asociacion Médica Mundial (Corea, 2008).5

o Declaracion Universal sobre el Genoma Humano y los Derechos
Humanos, Organizacion de las Naciones Unidas para la Educacion, la Ciencia y la
Cultura (UNESCO) (Paris, 1977).%*

o Declaracion Internacional sobre los Datos Genéticos Humanos,
UNESCO (2003).%°

6.6 Variable dependiente:
Polimorfismo rs6313 del gen 5HTR2A que expresa para la produccion del

receptor de serotonina 5-HTa.

6.7 Variable independiente:

Desarrollo de la depresion mayor en la EP.

6.8 Metodologia

6.8.1 Sujetos de estudio

Se analizé una muestra poblacional de 90 sujetos de estudio (30 sujetos con
EP que no presentan depresion, 30 sujetos con EP con diagndstico de depresion
mayor y 30 sujetos sin EP y sin depresion).

Todos los sujetos participaron voluntariamente, firmando un consentimiento
informado donde se explica el objetivo del estudio, la utilidad, destino y

almacenamiento de las muestras biolégicas, asi como los beneficios y riesgos
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inherentes al mismo. Los participantes del estudio llenaron un cuestionario
sociodemografico donde se indagaba sobre su ancestria, antecedentes médicos
personales y familiares de enfermedades neurolégicas y neuropsiquiatricas,
patologias concomitantes bajo tratamiento médico, entre otros datos.

Los sujetos con EP fueron diagnosticados clinicamente por especialistas de la
Clinica de Movimientos Anormales del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” (INNN). Los médicos psiquiatras hicieron el
diagndstico de la depresidn a través de sintomas clinicos y con ayuda de las pruebas
neuropsicoldgicas siguientes: inventario de depresion de Beck, escala de depresion
de Montgomery—Asberg y escala de depresion geriatrica abreviada (GDS).

Los sujetos para el grupo control se obtuvieron en poblacion abierta. Llenaron
un cuestionario sociodemografico, se les extrajo la muestra sanguinea y fueron
evaluados con las mismas pruebas neuropsicoldgicas que a los pacientes con EP.

El protocolo general fue aprobado por el Comité de Bioética y el Comité de
Investigacion del INNN. El desarrollo experimental fue realizado en el laboratorio de

Neurotoxicologia de dicha institucién.

6.8.2 Genotipificacion de los sujetos de estudio.

La muestra de sangre periférica (6 mL) se recolectdé en tubos Vacutainer de
tapa amarilla con acido citrato dextrosa (ACD) por puncion venosa del brazo, a la
cual se le extrajo el ADN por el método salino.®® Se corroborrd su integridad por
electroforesis en gel de agarosa. Se cuantificd la cantidad y pureza del ADN por

espectrofotometria UV a 260/280 nm a través del software Gen 5 v. 1.11.5 (Bio Tek
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instruments, Estados Unidos de América [EUA]) del espectrofotbmetro para
microplacas Epoch (Bio Tek instruments, EUA).

Se analiz6 el SNP rs6313 del gen SHTR2A de la region exonica (Cuadro 2) a
través de la genotipificacion de los sujetos, la cual se realizd6 por dos técnicas
diferentes: secuenciacién por método de Sanger36 y comparacion de curvas de
disociacion de alta resolucion (HRM).*’

Al corroborar que los resultados de la técnica HRM coinciden con la técnica de
secuenciacion por método de Sanger, se valido la técnica HRM como herramienta

para la genotipificacion de los sujetos de estudio.

Cuadro 2. Caracteristicas del polimorfismo rs6313.°

Posicion en
ID SNP Gen Alelo (Alelo  Tipo de Ubicacion region Amino- Codones
variante) variante codificante acido
de proteina
rs6313  5HTR2A c (M Variante - Exon 1 del 102 Serina  TCC/TCT

sinénima 13q14.1-14.2

6.8.2.1 Secuenciacion por método de Sanger.

6.8.2.1.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Para realizar la secuenciacion por método de Sanger>®, primero se llevo a
cabo una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de 2.5 yL de ADN en el
termociclador Axygen Maxygene Il (Corning Life Sciences, EUA). Los

oligonucledtidos empleados se disefaron a partir de la secuencia reportada en la
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base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) con
identificacion del polimorfismo rs6313.4°

6.8.2.1.2 Reaccioén de secuenciacion

El producto de PCR se purificé mediante el kit gel de extraccion 500 de
QIAGEN Il (QIAGEN, Holanda). Posteriormente, 3 pL del producto de PCR purificado
fueron amplificados con el oligonucleétido forward en presencia de
dideoxinucleétidos contenidos en el BigDye® Terminator v 3.1 (Life Technologies,

EUA) segun los estandares del fabricante.

6.8.2.1.3 Lectura de secuencias.

El producto de la reaccion de secuenciacion se purifico por medio de
columnas de silice (Axygen Biosciences, EUA) para la posterior lectura en el
secuenciador automatico 3130 Genetic Analyzer Applied Biosystems (Life
Technologies, EUA). Las secuencias se procesaron a través del software
Sequencing Analysis Software v. 5.2 de Applied Biosystems (Life Technologies,
USA) donde se analizaron los electroferogramas (Figura 13). Se corrobord la
secuencia a través de la herramienta en linea Basic Local Alignment Search Tool

(BLAST) del NCBL.%’
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Electroferogramas de las distintas variaciones genotipicas del polimorfismo rs6313.
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Figura 13. Electroferogramas de Ilas muestras patrones obtenidas de Ia
secuenciacion de Sanger. Cada base nitrogenada se muestra con una curva de color diferente,
siendo para adenina color verde, timina color rojo, citosina color azul y guanina color negro. La
secuencia obtenida soélo varia en el SNP ej. TTTAACTC (Y) GGAGAAG, donde la (Y) es el SNP
(la posicién es sefalada con la flecha). En el primer caso se observa sélo una curva azul, la cual
representa dos alelos con citosina (homocigoto CC); en el segundo caso se observa sélo una
curva roja, la cual nos habla de dos alelos con timina (homocigoto TT); En el dltimo caso, se
observan dos curvas superpuestas (una azul y una roja), esto indica la existencia de ambos alelos
(uno con citosina y otro con timina), por lo tanto, este individuo es heterocigoto CT.

6.8.2.2 Curvas de disociacioén de alta resolucion (HRM)

Para realizar la técnica de secuenciacion por HRM¥, se utilizaron las muestras
patrén obtenidas de la secuenciacién por método de Sanger para los distintos
genotipos.

La técnica de HRM se realizé utilizando el fluoréforo EvaGreen en el

termociclador Rotor Gene 6000 Corbett Research (QIAGEN, Holanda) con el rotor de

46




36 pocillos. Se analizaron las curvas de disociacion a través del programa Rotor-

Gene Q Series Software Corbett Research (QIAGEN, Holanda) (Figura 14).

Curva de disociacion de alta resolucion del polimorfismo rs6313.
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Figura 14. Curva de disociaciéon de alta resolucidon. Los homocigotos se diferencian
porque tienen la misma forma de curva de disociacion pero a distinta temperatura (el homocigoto TT
presenta menor temperatura de disociacion que el homocigoto CC). En cambio, la forma de la curva
del heterocigoto es diferente a la de los homocigotos, presentando temperatura de disociacion menor
a estos dos.

6.8.3 Analisis estadistico

Los datos clinicos, demograficos y genéticos fueron procesados con el
programa estadistico SPSS Statistics for Windows Version 24.0 (IBM, EUA) y
corroborados por el programa estadistico en linea: SNPstats (Institut Catala
d’'Oncologia, Espana). Las pruebas estadisticas que se realizaron en estos

programas fueron: la prueba de xz, prueba de U de Mann-Whitney, razén de momios
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(RM) con sus respectivos intervalos de confianza (IC del 95%) y regresion logistica
binaria.

En este trabajo se estudi6 la depresidon mayor asociada a la EP. Es importante
corroborar primero si los factores demograficos, clinicos y genético de la poblacion
mexicana se asocian a la EP. Se tom6 como factores demograficos a la edad vy el
género; como factores clinicos a la depresion mayor y la edad de inicio de la EP; y
finalmente, como factor genético al polimorfismo rs6313 del gen 5HTR2A. Este
primer analisis se realiz6 comparando dos grupos: 1) grupo control (que no tenian
enfermedades neuroldgicas y neuropsiquiatricas) y 2) grupo EP (todos los sujetos
que presentaron EP sin tomar en cuenta si presentaban o no depresion mayor). A
través de una regresion logistica binomial se determinaron las razones de momios de
los factores demograficos, clinicos y genético directamente con la EP. Se tomd un
valor de significancia de p < 0.05.9%°

Una vez determinada si existe alguna relacién entre estos factores con la EP,
se realizé un segundo analisis para determinar la asociacion del polimorfismo rs6313
del gen 5HTR2A con la depresion mayor asociada con la EP. Para este segundo
analisis se tomaron en cuenta dos grupos: 1) EP sin depresién mayor (EP sin DM) y
2) EP con depresion mayor (EP con DM). Ademas, se realizé un analisis en mujeres
y otro en hombres para determinar si existe alguna asociacion género-dependiente
del polimorfismo rs6313 (del gen 56HTR2A) con la depresion mayor asociada a la EP.

Las caracteristicas demograficas de cada anadlisis se tratd de la siguiente
manera: la diferencia de los promedios de edad se evalud con la prueba U de Mann-

Whitney, mientras que las diferencias de las frecuencias del género y la edad de
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inicio de la EP (menor o mayor a 50 afnos de edad) se evaluaron con la prueba de 7.
Se fij6 un nivel de significacion menor a 0.05.

Las diferencias en las frecuencias alélicas y genotipicas entre los grupos de
estudio de cada analisis se realiz6 mediante la prueba de Xz. Se fij6 un nivel de
significacién menor a 0.05.%%%° Para las frecuencias genotipicas fueron tomados en
cuenta tres modelos de herencia: 1) CC vs CT+TT, 2) CT vs CC+TT y 3) TT vs
CC+CT. Para seleccionar el modelo de herencia mas apropiado para explicar el
comportamiento del polimorfismo se tomaron en cuenta los criterios de informacién
Bayesiano (BIC) y de Akaike (AIC). Se seleccion6 el modelo de herencia que tuviera
el valor mas bajo de AIC y BIC.”®

El factor de riesgo se estimé con la razén de momios (RM) manejando un

intervalo de confianza (IC) del 95%. La RM se interpreté de la siguiente manera:®®%

. Valor = 1 indica ausencia de asociacion, no-asociacion o valor nulo.

o Valores <1 indica asociacion negativa, factor protector.

o Valores >1 indica asociacion positiva, factor de riesgo.

o El intervalo de confianza es significativo si no incluye a la unidad, si la

incluye se considera no significativo.

El equilibrio de Hardy-Weinberg fue probado en cada grupo a través de la
prueba y° con un intervalo de confianza del 95%. Los grupos se encuentran en
equilibrio de Hardy-Weinberg cuando el valor de la XZ calculadaes<ala xz tabulada

(3.84).42
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7.1 Analisis del polimorfismo rs6313 del gen SHTR2A con la EP.

Para analizar la relacion del polimorfismo rs6313 (gen 5HTR2A) con la EP, la
poblacién de estudio se dividié en dos grandes grupos: 1) Sujetos control que no
presentaron enfermedades neuroldgicas ni neuropsiquiatricas y 2) Sujetos con EP
(con presencia y ausencia de depresidon mayor juntos). Se obtuvo una muestra

poblacional de 30 sujetos control y 60 sujetos con EP.

7.1.1 Caracteristicas demograficas y clinicas

Las caracteristicas demograficas y clinicas de los grupos de estudio se

muestran a continuacién (Cuadro 3):

Cuadro 3. Caracteristicas demograficas y clinicas de controles vs EP.

Control EP Sig
(N=30) (N=60) (p)
Edad ¥ * o 64.4 + 10.3 62.1+9.8 0.1
Género n (%)
Masc 15 (50 %) 34 (57 %) 0.5
Fem 15 (50 %) 26 (43 %)
Edad de inicio n (%)
< 50 anos - 20 (33 %)
= 50 anos - 40 (67 %)

Abreviaciones: EP: Sujetos con Enfermedad de Parkinson; N: Tamafio de muestra; Sig: Significancia;
p: nivel de significacién; x + 0: Media + desviacion estandar; n: numero de individuos; %: Porcentaje;
Masc: Masculinos; Fem: Femeninos.

La diferencia entre las medias de edad fue calculada por la prueba U de Mann-Whitney, mientras que
la diferencia en las frecuencias en género fue evaluada con la prueba de Xz
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No se presentd diferencia estadistica significativa entre las edades de los
grupos (p= 0.1). Los sujetos del grupo control tienen un promedio edad de 64.4 +
10.3 anos, por otro lado, el grupo de sujetos que presentaron EP tuvieron un
promedio de edad de 62.1 + 9.8 afos.

No se obtuvo diferencia estadisticamente significativa respecto al género de
los grupos (p= 0.5). En el grupo control hubo la misma cantidad de hombres que
mujeres. En el grupo EP hubo 57 % de hombres y 43 % de mujeres.

La edad de inicio se dividid en: sujetos que presentaron EP antes de los 50
afios (EP de inicio temprano) y sujetos que presentaron EP después de los 50 afios
(EP de inicio tardio). El 33 % de los sujetos de estudio con EP presentaron el inicio
de su enfermedad antes de los 50 afios de edad. El 67 % restante, presenté EP de
después de los 50 anos de edad.

La poblacion del estudio es homogénea y comparable al no presentar

diferencias significativas en cuanto: edad y género.

7.1.2 Relacién del polimorfismo rs6313 del gen SHTR2A con la EP.

Este estudio es relevante porque actualmente no existen reportes donde se
analice la asociacion del polimorfismo rs6313 con la EP en poblaciéon mexicana.

El polimorfismo rs6313 del gen 5HTR2A describe la sustitucion de una citosina
por una timina en el nucleétido 102 en la region codificante del receptor de 5-
HT.,a.***° Bajo este principio, en el estudio se hablara de dos tipos de alelos: el alelo
C y el alelo T. Por lo tanto, fueron considerados tres tipos de genotipos: el

homocigoto CC, el homocigoto TT y el heterocigoto CT.
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En el Cuadro 4 se aprecian las frecuencias alélicas y genotipicas del grupo

control vs el grupo EP, el calculo para el equilibrio de Hardy-Weinberg y los modelos

de herencia con las razones de momios, significancias y valores de los criterios de

informacion Bayesiano y de Akaike correspondientes.

Cuadro 4. Frecuencias alélicas y genotipicas con modelos de herencia del polimorfismo

rs6313 en casos con EP y controles.

Frecuencia Control EP

o .
alélica n (%) (N=30) (N=60) RM (IC del 95%)  Sig (p) AlC BIC
C 37 (62 %) 97 (81 %) 2.6 (1.3-5.2) 0.005
T 23(38%) 23 (19 %) 0.4 (0.2-0.8) —
Frecuencia
genotipica n (%)
cC 11 (37 %) 39 (65 %) 3.2 (1.3-8.0)° 0.01° 112.00 117.0°
CT 15 (50 %) 19 (32 %) 0.6 (0.2-1.1) 0.09° 1157° 120.7°
TT 4 (13 %) 2 (3 %) 0.2 (0.04-1.3)° 0.07° 1156~ 120.6°
EQ-HW 1 1

Abreviaciones: EP: Sujetos con enfermedad de Parkinson (se englobaron a todos los sujetos con EP con presencia
y ausencia de depresion mayor en un solo grupo); n: Numero de individuos; %: porcentaje; N: Tamafo de muestra;
RM: Razén de momios; IC del 95 %: Intervalo de confianza del 95 %; Sig: Significancia; p: nivel de significancia;
AIC: Criterio de informacién de Akaike; BIC: Criterio de informacion Bayesiano; EQ-HW: Equilibrio de Hardy-

Weinberg.

Las diferencias en las frecuencias alélicas y genotipicas fueron evaluadas por la prueba de xz. A través de las
pruebas AIC y BIC se seleccion6 el modelo de herencia que mejor justifica el comportamiento del polimorfismo.

= Valores obtenidos de la comparacién realizada entre CC vs CT+TT. # Valores obtenidos de la comparacion
realizada entre CT vs CC+TT. ~ Valores obtenidos de la comparacién realizada entre TT vs CC+CT.

e Frecuencias alélicas

En las frecuencias alélicas existio diferencia estadisticamente significativa

entre el grupo control contra el grupo EP (p=0.005).

En el Cuadro 4 se observa que existi6 en el grupo control una frecuencia

alélica de 62 % para el alelo C (37 de un total de 60 alelos) y de 38 % para el alelo T
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(23 de un total de 60 alelos). En el grupo EP hubo frecuencia de 81 % para el alelo C
(97 de un total de 120 alelos) y 19 % para el alelo T (23 de un total de 120 alelos).

La diferencia estadisticamente significativa se debe a que existe mayor
cantidad de alelos C respecto a los alelos T en cada grupo. Asimismo, se obtuvo
mayor frecuencia del alelo C en el grupo EP (81 %) respecto al grupo control (62 %).
En lo referente al alelo T, se obtuvo mayor frecuencia en el grupo control (38 %)
respecto al grupo EP (19 %). Por lo anterior, se describe la asociaciéon del alelo C
con la EP.

Esta asociacion se corrobora con las razones de momios:

a) Existe 160 % mas susceptibilidad de padecer EP si se tiene el alelo C del
polimorfismo rs6313 del gen 5HTR2A (RM= 2.6; IC del 95%= 1.3-5.2)

b) Existe 60 % menos susceptibilidad de padecer EP si se tiene el alelo T del

polimorfismo rs6313 del gen 5HTR2A (RM= 0.4; IC del 95%= 0.2-0.8).

e Frecuencias genotipicas.

En las frecuencias genotipicas existié diferencia estadisticamente significativa
entre el grupo control contra el grupo EP (p=0.01).

En el grupo control se obtuvo frecuencia de 37 % del genotipo CC (11 sujetos
de un total de 30), de 50% del genotipo CT (15 sujetos de un total de 30) y de 13 %
del genotipo TT (4 sujetos de un total de 30). En el grupo EP se obtuvo frecuencia de
65 % del genotipo CC (39 sujetos de un total de 60), de 32 % del genotipo CT (19

sujetos de un total de 60) y de 3 % del genotipo TT (2 sujetos de un total de 60).
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En el Cuadro 4 se observa que hay mayor frecuencia del genotipo CC en el
grupo EP (65 %) comparada con el grupo control (37 %). Por otro lado, en el grupo
control hubo mayor proporcién del genotipo CT (50 %) que en el grupo EP (32 %). En
ambos grupos, el genotipo TT fue el que presentd menor frecuencia (control= 13 % y
EP= 3 %).

El modelo de herencia elegido para describir el comportamiento del
polimorfismo rs6313 fue el CC vs CT+TT debido a que los criterios de informacion
Bayesiano y de Akaike (AIC y BIC) fueron los de menor valor (AIC =112.0, BIC=
117.0) respecto al modelo CT vs CC+TT (AIC=115.7, BIC=120.7) y al modelo TT vs
CC+CT (AIC=115.6, BIC=120.6).

Bajo este modelo de herencia (CC vs CT+TT) se obtuvo la asociaciéon entre el
genotipo CC y la EP (p= 0.01). La RM muestra que existe 220 % mas susceptibilidad
de padecer EP si se tiene el genotipo CC que si se tuviera el genotipo CT o TT (RM=

3.2; IC del 95%= 1.3 - 8.0).

e Equilibrio de Hardy-Weinberg

Se calculé el equilibrio de Hardy-Weinberg en cada grupo a través de la
prueba de XZ. En ambos grupos la Xz obtenida fue de 1. Los valores obtenidos son
menores a la ¥ tabulada (3.84), demostrando asi, que ambos grupos se encuentran

en equilibrio de Hardy-Weinberg.
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7.1.3 Relacion de factores demogréficos, clinicos y genéticos con la EP.

Se realizd una regresion logistica binaria para determinar si la depresion
mayor, el género, la edad de inicio de la EP y el polimorfismo rs6313 del gen
5HTRZ2A estan relacionadas con la EP. En el Cuadro 4, se detecté que el modelo de
herencia CC vs CT+TT era el adecuado para describir el comportamiento del
polimorfismo, por lo cual, las RM de la regresion logistica binaria se calcularon bajo
este modelo (Cuadro 5). Todas las caracteristicas demograficas, clinicas y genéticas
fueron estudiadas, pero so6lo se muestran aquellas que presentaron asociacion con la
EP: el genotipo CC del polimorfismo rs6313 del gen 5SHTR2A y la edad de inicio de la
EP (El). El género y la depresidon mayor no presentaron diferencias estadisticamente

significativas para aumentar la susceptibilidad a la EP con esta prueba estadistica.

Cuadro 5. Asociacion de variables demograficas, clinicas y genéticas con la EP
(ajustado por género y depresién mayor)

Variable RM (IC del 95%) Sig
Genotipo CC 45 (1.4 -14.8) 0.01
El <50 afos 7.6 (1.4-41.9) 0.02

*Abreviaciones: RM: Razén de momios; IC del 95%: Intervalo de confianza del 95%; Sig: Significancia;
El: Edad de inicio; Los datos fueron calculados por regresion logistica binaria.

Al relacionar el genotipo CC del polimorfismo rs6313 con la EP se obtiene la
RM ajustada de 4.5 (IC del 95%= 1.4 — 14.8). Es decir, existe 350 % mas
susceptibilidad de presentar EP si se tiene el genotipo CC del polimorfismo rs6313

(gen 5HTRZ2A).
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Para poder analizar la edad de inicio de la EP como factor de riesgo, se
consideré la edad actual de los sujetos control. Al vincular el genotipo CC del
polimorfismo rs6313 con la edad de inicio de la EP < 50 afios (Genotipo CC + El < 50
afos) se obtiene RM de 34.2. Esta RM resulta de la multiplicacion de la RM del
genotipo CC (4.5) y la RM de la edad de inicio de la EP (7.6). La RM resultante nos
indica que existen 34.2 veces mas probabilidad de presentar EP antes de los 50
afios (EP de inicio temprano) si se tiene el genotipo CC del polimorfismo rs6313 (gen

5HTR2A).
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7.2 Analisis del polimorfismo rs6313 del gen SHTR2A con depresion mayor en
la EP.

Para poder visualizar la asociacion del polimorfismo rs6313 con el desarrollo
de la depresion mayor en pacientes que tienen EP se compararon los sujetos de
estudio que presentaron EP con presencia y ausencia de depresion mayor. En este

analisis se tomaron en cuenta dos grupos: el grupo EP con DM y el grupo EP sin DM.

7.2.1 Caracteristicas demograficas y clinicas

Las caracteristicas demograficas y clinicas de los grupos de estudio se

muestran a continuacién (Cuadro 6):

Cuadro 6. Caracteristicas demograficas y clinicas de EP sin DM vs EP con DM.

EP sin DM EP con DM Sig
(N=30) (N=30) (p)
Edad x £t o 61.4+11.6 62.9+7.8 0.6
Género n (%)

Masc 19 (63 %) 15 (50 %) 03

Fem 11 (37 %) 15 (50 %)

Edad de inicio n (%)

< 50 afios 11 (37 %) 9 (30 %) 06

> 50 afios 19 (63 %) 21 (70 %)

Abreviaciones: EP sin DM: Enfermedad de Parkinson sin depresién mayor; EP con DM: Enfermedad
de Parkinson con depresién mayor; N: Tamano de muestra; Sig: Significancia; p: nivel de significacion;
X + 0: Media £ desviacion estandar; n: numero de individuos; %: Porcentaje; Masc: Masculinos; Fem:
Femeninos.

La diferencia entre las medias de edad fue calculada por la prueba U de Mann-Whitney, mientras que
las diferencias entre frecuencias en género y edad de inicio fueron evaluadas con la prueba de xz.
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No se presentd diferencia estadisticamente significativa entre los promedios
de edad de los grupos (p=0.6). Los sujetos del grupo EP sin DM tienen en promedio
edad 61.4 £ 11.6 afnos, por otro lado, los del grupo EP con DM tuvieron 62.9 + 7.8
anos.

No se obtuvo diferencia estadisticamente significativa respecto al género de
los grupos (p= 0.3). En el grupo EP con DM hubo la misma cantidad de hombres que
mujeres. En el grupo EP sin DM el 63 % de los sujetos de estudios eran hombres y el
37 % mujeres.

No existio diferencia estadistica significativa respecto a la edad de inicio de la
EP entre los grupos (p= 0.6). Se presentd frecuencia similar de sujetos que
presentaron EP antes de los 50 afos en el grupo EP sin DM (37 %) respecto al grupo
EP con DM (30 %). Del mismo modo, hubo similar frecuencia de sujetos que
presentaron EP después de los 50 anos en estos dos grupos (EP sin DM= 63 % vs
EP con DM= 70 %).

La poblacion del estudio es homogénea y comparable al no presentar

diferencias significativas en cuanto: edad, género y edad de inicio de la EP.

7.2.2 Relacion del polimorfismo rs6313 del gen SHTR2A con la depresion
mayor en la EP.

Este estudio es relevante porque actualmente no existen reportes donde se
analice la asociacion del polimorfismo rs6313 con la depresion mayor en la EP en

poblacion mexicana.
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En el Cuadro 7 se aprecian las frecuencias alélicas y genotipicas del grupo EP
sin DM vs EP con DM, el calculo para el equilibrio de Hardy-Weinberg y los modelos
de herencia con las razones de momios, significancias y valores de los criterios de

informacion Bayesiano y de Akaike correspondientes.

Cuadro 7. Comparacion de las frecuencias alélicas y de las genotipicas
entre el grupo EP con DM vs EP sin DM con modelos de herencia del
polimorfismo rs6313.

EP sin EP con Sig

Frecuencias

alrtlél(ioc/:oa)ls DM DM RM (IC del 95%) ®) AlIC BIC
C 50 (83 %) 47 (78 %) 0.7 (0.3-1.8)
T 10(17 %) 13(22%)  1.4(0.5-3.4)
Frecuencias
genotipicas
n (%)
cC 22(73%) 17(57 %) 0.5(0.2-1.4)° 0.2° 85.3° 89.5
CT 6(20%) 13(43%) 3.0(1.0-9.6) 0.05 83.3% 87.5°
TT 2(7%) 0(0%) na* (0.0-na)®  0.09° 84.3% 88.5"
EQ-HW 0.1 0.3

Abreviaciones: EP sin DM: Enfermedad de Parkinson sin depresion mayor; EP con DM:
Enfermedad de Parkinson con depresién mayor; RM: Razon de momios; IC del 95%: Intervalo de
confianza del 95%; Sig: Significancia; p: Nivel de significancia; AIC: Criterio de informacion de
Akaike; BIC: Criterio de informacion Bayesiano; n: nimero de individuos; %: Porcentaje; EQ-HW:
Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Las diferencia de frecuencias alélicas y genotipicas fue evaluada por la prueba de Xz_ A través de
las pruebas AIC y BIC se seleccion6 el modelo de herencia que mejor justifica el comportamiento
del polimorfismo.

= Valores obtenidos de la comparacion realizada entre CC vs CT+TT. # Valores obtenidos de la
comparacion realizada entre CT vs CC+TT. = Valores obtenidos de la comparacion realizada
entre TT vs CC+CT.

* No se pudo calcular el RM ni el IC porque se tiene valores nulos.

Se calculé el equilibrio de Hardy-Weinberg para cada grupo a través de la

prueba de x> En el grupo EP sin DM la 3 fue de 0.1y en el grupo EP con DM de 0.3.
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Los valores obtenidos son menores a la Xz tabulada (3.84), demostrando asi, que los
dos grupos se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg.

En el Cuadro 7 se muestra que no se encontraron diferencias significativas en
las frecuencias alélicas ni genotipicas, indicando que no existe asociacion del
polimorfismo rs6313 (gen 5HTR2A) con la depresidon mayor asociada a la EP.

El modelo de herencia elegido para describir el comportamiento del
polimorfismo rs6313 fue el CT vs CC+TT debido a que el AIC y el BIC fueron los de
menor valor (AIC =83.3, BIC= 87.5) respecto al modelo CC vs CT+TT (AIC=85.3,
BIC=89.5) y al modelo TT vs CC+CT (AIC=84.3, BIC=88.5). Bajo este modelo, la
significancia es limitrofe y el IC al 95% incluye la unidad, por ello se descarta alguna
asociacion del genotipo CT con la depresion mayor en la EP.

No obstante, al realizar el analisis cualitativo en las frecuencias alélicas y
genotipicas se observo un hecho interesante. En el Cuadro 7 se reporta que en el
grupo EP con DM existe:

a) Mayor frecuencia del aleo T (22 %) y menor frecuencia del alelo C (78 %)
respecto al grupo EP sin DM (T=17% y C= 83 %).

b) No presenta homocigotos TT (0 %) a diferencia del grupo EP sin DM que
presentd un 7 %.

c) Posee una mayor heterocigocidad (43 %) respecto al grupo EP sin DM (20 %).

d) Una menor frecuencia del genotipo CC (57 %) respecto al grupo de EP sin DM
(73 %).

Las frecuencias alélicas podrian hacernos pensar que existe una relacién del

alelo T con la depresién mayor en la EP. Sin embargo, al ver las frecuencias
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genotipicas, nos damos cuenta que existe mayor frecuencia del alelo T por la
existencia de un mayor porcentaje de heterocigocidad en la muestra poblacional.

Existen estudios donde indican que el genotipo de riesgo para el desarrollo de
enfermedades neuropsiquiatricas es el genotipo CC.2%464951%8 gin embargo, en este
estudio se encontré6 mayor frecuencia de este genotipo en el grupo EP sin DM. Otro
hecho de notarse es que el grupo EP con DM no presento el genotipo TT, ademas, la
heterocigocidad fue mayor respecto al grupo EP sin DM.

Con estos hechos se puede senalar que:

a) Existe un factor de proteccion respecto al genotipo TT.
b) Existe un factor de riesgo en cuanto al genotipo CT.

Sin embargo, al no obtener diferencias estadisticamente significativas en la
muestra analizada, no se pueden concluir fehacientemente dichas asociaciones.
Resultaria importante verificar este hallazgo aumentando la muestra poblacional.

Al no encontrarse diferencias significativas en las frecuencias alélicas vy
genotipicas en la comparacion del grupo EP sin DM y el grupo EP con DM, se realizd
un analisis por género. Esto con el fin de poder identificar si el polimorfismo tiene

asociacion con la depresion mayor en la EP dependiente del género.

7.2.3 Analisis por género.

La poblacion de estudio con EP se dividi6 por género, obteniéndose 34
hombres (19 EP sin DM y 15 EP con DM) y 26 mujeres (11 EP sin DM y 15 EP con
DM). Al igual que el analisis anterior se compararon los grupos EP con DM y EP sin

DM para poder asociar la depresion mayor al polimorfismo rs6313 del gen SHTR2A.
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7.2.3.1 Femenino

Se analizd el comportamiento del polimorfismo rs6313 en la poblacion
femenina. En la muestra poblacional se obtuvieron 11 mujeres en el grupo EP sin DM
y 15 en el grupo EP con DM.

En el Cuadro 8 se aprecian las frecuencias alélicas y genotipicas de la
poblacién femenina, el calculo para el equilibrio de Hardy-Weinberg y los modelos de
herencia con las razones de momios, significancias y valores de los criterios de

informacion Bayesiano y de Akaike.

Cuadro 8. Frecuencias alélicas y genotipicas con modelos de herencia del
rs6313 en el género FEMENINO

Frecuencia . .
alélica E.8MDM EPconDM oy qero5%) S99 aic  BIC
n (0/0) (N_ 11) (N_ 15) (p)
C 17 (77 %) 26 (87 %) 1.9 (0.4-8.1) 04
T 5 (23 %) 4 (13 %) 0.5 (0.1-2.2) '
Frecuencia
genotipica
n (%)
CC 7 (64 %) 11 (73 %) 1.6 (0.3-8.4)° 0.6~ 39.1° 41.7°
CT 3 (27 %) 4 (27 %) 1.0 (0.2-5.6)  1.0° 39.4* 419"
TT 1(9 %) 0 (0 %) na* (0.0-na)® 0.2 37.7° 40.2°
EQ-HW 0.4 1

Abreviaciones: EP sin DM: Enfermedad de Parkinson sin depresion mayor; EP con DM:
Enfermedad de Parkinson con depresion mayor; RM: Razén de momios; IC del 95%: Intervalo de
confianza del 95%; Sig: Significancia; p: Nivel de significancia; AIC: Criterio de informacién de
Akaike; BIC: Criterio de informacion Bayesiano; n: Numero de individuos; %: Porcentaje; N:
Tamafio de muestra; EQ-HW: Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Las diferencia de frecuencias alélicas y genotipicas fue evaluada por la prueba de xz. A través de
las pruebas AIC y BIC se seleccioné el modelo de herencia que mejor justifica el comportamiento
del polimorfismo.

= Valores obtenidos de la comparacion realizada entre CC vs CT+TT. # Valores obtenidos de la
comparacion realizada entre CT vs CC+TT. ~ Valores obtenidos de la comparacion realizada
entre TT vs CC+CT.

* No se pudo calcular el RM ni el IC porque se tiene valores nulos.
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En el equilibrio de Hardy-Weinberg, el grupo EP sin DM tuvo un valor de ¥ de
0.4, mientras que el grupo EP con DM tuvo un valor de 1.0. Ambos grupos se
encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg porque tienen valores de Xz menores a
la %2 tabulada (3.84).

En la poblacion femenina de estudio no existieron diferencias significativas
alélicas ni genotipicas. Sin embargo, se pudo observar una tendencia en la
distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas.

En la distribucion de las frecuencias alélicas de la poblacion femenina se
obtuvieron los siguientes datos:

a) El grupo EP sin DM tuvo una frecuencia de 77% del alelo C (17 alelos de un total
de 22 alelos) y de 23% del alelo T (5 alelos de un total de 22 alelos).

b) Por ultimo, en el grupo EP con DM se encontré una frecuencia de 87 % del alelo C
(26 alelos de un total de 30 alelos) y de 13 % del alelo T (4 alelos de un total de 30
alelos).

Referente a la distribucion de las frecuencias genotipicas:

a) En el grupo EP sin DM el 64 % tiene el genotipo CC (7 mujeres), 27 % tiene el
genotipo CT (3 mujeres) y el 9 % restante tiene el genotipo TT (1 mujer).

b) Por ultimo, en el grupo EP con DM el 73 % tiene el genotipo CC (11 mujeres) y el
27 % tiene el genotipo CT (4 mujeres). Este grupo no presentd ninguna mujer con el
genotipo TT.

El modelo de herencia elegido para describir el comportamiento del

polimorfismo rs6313 fue el TT vs CC+CT. Bajo este modelo no se pudo calcular el IC
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al 95 % por la ausencia de individuos con el genotipo TT en el grupo EP con DM. Sin

embargo, al no presentar diferencia estadisticamente significativa (p=0.2), se

descarta alguna asociacion entre el polimorfismo rs6313 del gen 5HTR2A vy la
depresion mayor en la EP en poblacién femenina.

Por otro lado, si se analizan los datos de forma cualitativa se puede observar
una relacién inversamente proporcional del genotipo CC respecto al genotipo TT y
alta heterocigocidad en el grupo EP con DM:

a) En el grupo de EP con DM hubo mayor proporcion del genotipo CC (73 %) y no
presentd ni un solo caso de genotipo TT (0 %) respecto al grupo EP con DM
(Genotipo CC: 64%, Genotipo TT: 9 %).

b) En el grupo EP con DM hubo mayor frecuencia de heterocigotos (27 %) que en el
grupo EP sin DM (2 %)

Esta tendencia sugiere que los genotipos que tienen al menos un alelo C
(genotipo CC y CT) pueden actuar como factor de riesgo en la poblaciéon femenina
para desarrollar depresion mayor en EP, mientras que el genotipo TT puede actuar
como factor proteccion. Sin embargo, las diferencias no son estadisticamente

significativas, por lo que dichas aseveraciones no son concluyentes.

7.2.3.2 Masculino

En este apartado se evalué la relacion que existe entre el polimorfismo rs6313
respecto a la depresidon mayor en la EP en la poblacion masculina. En la muestra
poblacional se obtuvieron 19 hombres en el grupo EP sin DM y 15 en el grupo EP

con DM.
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En el Cuadro 9 se aprecian las frecuencias alélicas y genotipicas de la
poblacion masculina, el calculo para el equilibrio de Hardy-Weinberg y los modelos
de herencia con las razones de momios, significancias y valores de los criterios de

informacion Bayesiano y de Akaike.

Cuadro 9. Frecuencias alélicas y genotipicas con modelos de herencia del
rs6313 en el género MASCULINOS.

Frecuencia . .
alélica P SinDM EP conDM oy 10 51959 S8 Aic BIC
n (%) (N=19) (N=15) (p)
C 3387 %) 21(70 %) 0.3 (0.1-1.2) 0.09
T 5 (13 %) 9 (30 %) 2.8 (0.8-9.6) '
Frecuencia
genotipica
n (%)
cC 15(79%) 6(40%)  0.2(0.04-0.8)° 0.02° 452 48.2°
CT 3 (16 %) 9(60%)  8.0(1.6-40.0)° 0.007"° 43.3" 46.3
TT 1(5 %) 0 (0 %) na (0.0-na)* 0.3 495° 525°
EQ-HW 0.3 0.2

Abreviaciones: EP sin DM: Enfermedad de Parkinson sin depresiéon mayor; EP con DM:
Enfermedad de Parkinson con depresién mayor; RM: Razén de momios; IC del 95%: Intervalo de
confianza del 95%; Sig: Significancia; p: Nivel de significancia; AIC: Criterio de informacion de
Akaike; BIC: Criterio de informacion Bayesiano; n: Numero de individuos; %: Porcentaje; N:
Tamaro de muestra; EQ-HW: Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Las diferencia de frecuencias alélicas y genotipicas fue evaluada por la prueba de xz. A través de
las pruebas AIC y BIC se selecciond el modelo de herencia que mejor justifica el comportamiento
del polimorfismo.

= Valores obtenidos de la comparacion realizada entre CC vs CT+TT. # Valores obtenidos de la
comparacion realizada entre CT vs CC+TT. ~ Valores obtenidos de la comparacién realizada entre
TT vs CC+CT.

* No se pudo calcular el RM ni el IC porque se tiene valores nulos.

En el equilibrio de Hardy-Weinberg, el grupo EP sin DM tuvo un valor de ¥ de

0.3, mientras que el grupo EP con DM tuvo un valor de 0.2. Ambos grupos se
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encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg porque tienen valores de X2 menores a
la x? tabulada (3.84).

En este andlisis no se obtuvo diferencia estadisticamente significativa en las
frecuencias alélicas, sin embargo, si existid en las frecuencias genotipicas bajo el
modelo CT vs CC+TT.

En la distribucion de las frecuencias alélicas se obtuvieron los siguientes
resultados:

a) El grupo EP sin DM tuvo una frecuencia de 87 % del alelo C (33 alelos de un total
de 38 alelos) y de 13 % del alelo T (5 alelos de un total de 38 alelos).

b) En el grupo EP con DM se encontré una frecuencia de 70 % del alelo C (21 alelos
de un total de 30 alelos) y de 30 % del alelo T (9 alelos de un total de 30 alelos).

c) En ambos grupos se encontré mayor frecuencia del alelo C.

En la distribuciéon de las frecuencias genotipicas se obtuvo que:

a) En el grupo EP sin DM el 79 % tiene el genotipo CC (15 hombres), 16 % tiene el
genotipo CT (3 hombres) y el 5 % restante tiene el genotipo TT (1 hombre).

b) En el grupo EP con DM el 40 % tiene el genotipo CC (6 hombres) y el 60 % tiene
el genotipo CT (9 hombres). Este grupo no presenté ningun hombre con el genotipo
TT.

c) En el grupo EP con DM se obtuvo mas heterocigocidad (60 %) que el grupo EP sin
DM (16 %)

El modelo CT vs CC + TT fue elegido debido a que fue el modelo que presentd
el AIC (43.3) y el BIC (46.3) de menor valor. La RM bajo este modelo indica que

existe un 700 % mas de susceptibilidad de padecer depresién mayor asociada a la
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EP en poblacion masculina si se tiene el genotipo CT del polimorfismo rs6313 (gen
SHTRZ2A) que si se tuviera el genotipo CC o TT (RM= 8.0, IC al 95%= 1.6 - 40.0, p=
0.007).

Un aspecto importante de resaltar es que en el grupo EP con DM no se
presentd ni un solo caso de genotipo TT (0 %), lo que sugiere este genotipo TT
puede actuar como factor proteccion al desarrollo de depresion mayor en la EP en
poblacién masculina. Sin embargo, esta aseveracion no se puede confirmar debido a

que el modelo de herencia TT vs CC + CT no resultd estadisticamente significativo.
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8.1 Factores ambientales y genéticos

Las frecuencias alélicas pueden cambiar de una poblacion a otra. Kato y cols.
(2009) reportan la diferencia que existe en la poblacion asiatica respecto a la del
resto del mundo, en este estudio se comparé el efecto que tiene la demografia en la
modulacién de la serotonina respecto al polimorfismo rs6313 (gen 5HTRZ2A). Se
realizé una comparacion entre la poblacion japonesa contra la poblacion italiana. En
la poblacion japonesa se pudo observar mayor frecuencia del alelo T, caso contrario,
en la poblacion italiana hubo mas alelo C, probando que la demografia influye en la
frecuencia de este polimorfismo.®°

Los resultados del estudio de Kato y cols. (2009)%° se puede corroborar con el
estudio de Cao y cols. (2014) y el proyecto 1000 genomas donde la poblacién
asiatica presenta mayor cantidad de alelo T a comparacién de otras poblaciones

demograficas.?*4°

El proyecto internacional llamado “El proyecto 1000 genomas ” es un estudio
que reporta las frecuencias alélicas y genotipicas de varios polimorfismos, entre los
cuales se encuentra el polimorfismo rs6313 del gen 5HTR2A (Figura 15) en la

poblacién mundial y por cada continente (excepto Oceania).*

* El Proyecto 1000 Genomas es una colaboracién internacional para producir un amplio catalogo
publico de la variacidon genética humana, incluyendo SNP’s, variantes estructurales y haplotipos.
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Figura 15. Frecuencia del polimorfismo rs6313 en distintas poblaciones del mundo.
Abreviaciones: ALL: poblacién mundial; AFR: Poblaciéon Africana; AMR: Poblacién Americana;
ASN: Poblacién Asiatica; EUR: Poblacién europea; CLM: Poblacion colombiana de Medellin; MXL:
Poblacién de ancestria mexicana de Los Angeles, EUA; PUR: Poblaciéon de Puerto Rico.
(Modificado de Ensembl, 2014).

Para darnos una idea de las frecuencias alélicas en la poblacion mexicana, en
este estudio se reporta la frecuencia del polimorfismo rs6313 del gen 5HTRZ2A en la
poblacion del continente americano. Este calculo se basa en estadisticas hechas en
Colombia, México y Puerto Rico (Figura 15).°

El estudio del proyecto 1000 genomas que se realizd en la poblacidon
mexicana fue basado en mexicanos que radican en Los Angeles California de los
Estados Unidos Americanos (EUA).** Sin embargo, los factores ambientales vy
sociales pueden influir en la frecuencia de este polimorfismo. Una hipoétesis dice que
la asociacion genética depende de la heredabilidad y de los factores ambientales
(como eventos estresantes, edad, y dieta) que influyen en la metilacion del ADN,
alterando la expresion del gen.*””""? La metilacion del ADN puede generar fallas en

el desarrollo de proteinas y causar enfermedades.®
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Basado en lo anterior, en este estudio se puso énfasis en que la poblacion
seleccionada para el estudio fuera de raices familiares mestizo-mexicana y que
radicara en México. Esto con el fin de proporcionar estimacién mas cercana de las
frecuencias alélicas y genotipicas de este polimorfismo en nuestra poblacion.

En el presente trabajo, se obtuvo una frecuencia alélica en el grupo control de
62 % para el alelo C y 38 % para el alelo T dando un patron exactamente igual al que
se obtuvo en el proyecto 1000 genomas para la poblacion mexicana que radica en
los EUA (Figura 15).

En cuanto a las frecuencias genotipicas, el proyecto 1000 genomas reportd
que en la poblacién mexicana (que radica en Los Angeles California) existio un 42%
de individuos con el genotipo CC, 8 % con el genotipo TT y 50 % con el genotipo
CT.*® En nuestro estudio se obtuvo la misma cantidad de heterocigotos CT y una
diferencia del 5% entre los individuos con genotipo CC y TT (Figura 16). Estas
frecuencias genotipicas se evaluaron con la prueba de ¥* y no se encontré diferencia

estadisticamente significativa entre las dos poblaciones (p= 0.5).

Proyecto 1000 genomas Poblacién control del presente estudio.
8% 13%
cC
42% ce
CT 37% CT
50% T 50% T

Figura 16. Comparacion de la distribucion de frecuencias genotipicas en
poblacién mexicana entre el proyecto 1000 genomas y el presente estudio (Modificado de
NCBI, 2014).
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Esta informacion sugiere que todavia no pasan suficientes generaciones
expuestas a estos cambios genéticos y ambientales para que exista una modificacién
en la frecuencia de este polimorfismo. Todavia se guarda el origen étnico en la
muestra de mexicanos que se ocupo en el proyecto 1000 genomas.

En el 2013, la Secretaria de Relaciones Exteriores (SRE) dijo que California
era el estado de EUA que tenia la mayor cantidad de poblacion proveniente de
México (4.3 millones) y en especifico Los Angeles era la principal ciudad con
inmigrantes mexicanos (1.7 millones).” Se podria suponer que en el proyecto 1000
genomas se utilizaron como sujetos de estudio a inmigrantes provenientes de
México, justificando la ancestria mexicana y la similitud de resultados en las
frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs6313 de nuestro estudio.

En cuanto a la tendencia en las frecuencias genotipicas que se obtuvo en este
estudio, Ben-Efraim y cols. (2013) reportaron que la exposicion a acontecimientos
estresantes en el estilo de vida de una poblacion, resulta en la herencia dominante
del genotipo CT v la baja transmision del genotipo TT del polimorfismo rs6313.”* Esto
podria justificar la baja frecuencia que se obtuvo en este estudio del genotipo TT y la

alta frecuencia del genotipo CT.

8.2 Relacion de factores demograficos, clinicos y genéticos con la EP.

Existen estudios en caucasicos donde se relaciona este polimorfismo
directamente con la EP, sin embargo, en ninguno se encontré asociacion significativa
entre el polimorfismo rs6313 del gen 5HTR2A y la EP.”>"® En la poblacién mexicana

actualmente no existen estudios donde se analice ésta asociacion.
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De acuerdo a los resultados reportados en el Cuadro 4 se puede afirmar que:
el individuo que posee una copia del alelo C tiene mas del doble de susceptibilidad
de desarrollar EP que aquellos que poseen el alelo T (RM= 2.6, IC= 1.3 - 5.2, p=
0.005). Esta susceptibilidad aumenta a mas del triple, si se tienen los dos alelos C en
su genotipo, es decir, se cuenta con el genotipo CC (RM = 3.2, IC= 1.3 - 8.0, p=
0.01). Ademas, también se reporté que el alelo T funge como factor protector para el
desarrollo de depresion mayor en la EP (RM= 0.4; IC del 95%= 0.2 - 0.8; p= 0.005).

Se deben manejar con cautela estas aseveraciones, debido a que el grupo de
casos tiene el doble de sujetos de estudio que el grupo control (60 vs 30), obteniendo
una proporcion 2:1, lo cual disminuye su potencia estadistica. Para poder aumentar
la potencia estadistica y disminuir la probabilidad de error de asociacion de la EP con
el polimorfismo rs6313 (gen 5HTRZ2A) se debe tener una proporcion 1:1 o 1:2 (el
doble de controles que casos). Es ineficiente incluir mas de 4 controles por caso pues
no se logra un incremento relevante del poder estadistico.””"

En un estudio a futuro donde el objetivo principal sea evaluar la relacion del
polimorfismo rs6313 del gen 5HTR2A con la EP (sin considerar la depresion mayor),
se sugeriria igualar la muestra poblacional de ambos grupos.

Las diferencias demograficas también juegan un papel importante en la
respuesta a medicamentos antidepresivos, ansioliticos y antipsicoticos respecto a
este polimorfismo.%%’® También se ha reportado la influencia del polimorfismo en las
distintas respuestas y efectos adversos de otros farmacos, como son paroxetina,
fluoxetina, mirtazapina, citalopram, entre otros.®%"°88182 | 3 evidencia sugiere que
factores genéticos contribuyen sustancialmente a la variabilidad interindividual en la

respuesta a antidepresivos.®®
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El impacto clinico de las variaciones genéticas que se encuentran en los
genes implicados en la dinamica farmacoldgica de la respuesta antidepresiva, sigue
estando bajo investigacion y los estudios realizados siguen siendo insuficientes.®® Se
necesitan mas estudios para esclarecer la funcion de este gen en las diferentes
poblaciones e investigar como puede modular de forma interactiva la psicopatologia

de la EP.™

8.2.1 Factores de riesgo: Polimorfismo rs6313 + Edad de inicio de la EP.

Actualmente no existen estudios donde se correlacione el polimorfismo rs6313
con la edad de inicio de la EP.

En el presente estudio se realizd una regresion logistica binaria donde se
evaluo la relacién de los factores demograficos, clinicos y genéticos con la EP.
Fueron identificados dos factores que modifican la susceptibilidad de padecer EP: el
genotipo CC del polimorfismo rs6313 (factor genético) y la edad de inicio de la EP
(factor clinico). Se obtuvo que hay 34.2 veces mas probabilidad de presentar EP de
inicio temprano si se tiene el genotipo CC.

Polesskaya y cols. (2006) reportaron que existe una correlacion inversamente
proporcional entre la edad y el nivel de expresion del 5HTRZ2A en la corteza cerebral
de individuos sanos,*’ es decir, que a mayor edad hay menor expresién del gen para
la produccion de receptores 5-HT,4 en personas sanas. En el caso de los sujetos con
EP de inicio temprano (con y sin depresidon mayor), esta expresion puede estar
alterada debido a la existencia de un deterioro neuronal anticipado. En otro estudio

del mismo autor (2002), se informdé que la presencia del alelo C en el polimorfismo
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rs6313 disminuyd significativamente la cantidad de ARNm y la expresion de
proteinas en comparacion con el alelo T.*® Por ende, el alelo C podria estar ligado a

un deterioro neuronal anticipado.

8.3 Relacion del polimorfismo rs6313 del gen SHTR2A con la depresion mayor

en la EP

Actualmente no se cuentan con estudios que relacionen el polimorfismo
rs6313 (gen 5HTRZ2A) con la depresién mayor asociada a la EP.

En este estudio no se encontrd asociacion ni genotipica ni alélica del
polimorfismo rs6313 del gen 5HTR2A con la depresién mayor en la EP en poblacion
mexicana. Al no tener punto de comparacion para corroborar los resultados
obtenidos, se tomaran en cuenta los estudios que reportan este polimorfismo con
enfermedades psiquiatricas.

El presente estudio no es el unico que reporta la ausencia de relaciéon entre el
polimorfismo rs6313 (gen 5HTRZ2A) con enfermedades psiquiatricas, por ejemplo:

e Garriok y cols. (2006) no encontraron asociacion entre el polimorfismo rs6313
del gen 5HTR2A con la depresién mayor en poblacion europea.®*

¢ Middeldore y cols. (2010) no encontraron asociacion del SNP con la depresién
y la ansiedad en poblacién holandesa.®

e En el estudio de Khait y cols. (2005) no se encontré asociacion entre la
severidad de la depresidn, agresividad e impulsividad con el polimorfismo

rs6313.%"
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Ahora bien, retomando la tendencia reportada en el Cuadro 7 donde se
encontré mayor cantidad de alelo T en el grupo EP con DM (22 %) que en el grupo
EP sin DM (17 %), existen dos estudios donde relacionan trastornos psiquiatricos al
alelo T:

e Gonzalez-Castro y cols. (2013) asocié al alelo T con comportamiento suicida
en poblacion mexicana.>
e Corregiari y cols. (2012) encontré asociacion del alelo T con el trastorno

obsesivo compulsivo en poblacion brasilefia.*

Sin embargo, en nuestro estudio, esta tendencia en las frecuencias alélicas se
debe a que existe mayor cantidad de heterocigotos CT en el grupo EP con DM (43
%) a comparacion del grupo EP sin DM (20 %). Por lo tanto, el factor de riesgo
asociado al alelo T se debe a su vez a la heterocigocidad presentada en los sujetos
que presentaron depresion mayor asociada a la EP. El modelo seleccionado para
describir el comportamiento del polimorfismo fue el CT vs TT+CC. Este modelo nos
dice que el factor de riesgo podria deberse a la presencia de los heterocigotos, sin
embargo, esta aseveracion no se puede confirmar debido a que este modelo no fue
estadisticamente significativo.

Un aspecto importante de resaltar en las frecuencias genotipicas es que en el
grupo de EP con DM no existié ningun homocigoto TT. Este hecho sugiere que los
individuos con EP que tienen el genotipo TT podrian tener un factor de proteccion en
el desarrollo de depresién mayor. Sin embargo, no fue posible confirmarlo porque no
existio una diferencia significativa respecto al modelo de herencia TT vs CC + CT.

Actualmente no existen estudios donde se relacione al genotipo TT como factor de
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proteccion en el desarrollo de depresion mayor asociada a la EP. Sin embargo en el
estudio de Cao y cols. (2014) reportan al genotipo TT como factor de proteccién
respecto al alcoholismo y el abuso de drogas (RM= 0.61, IC al 95%= 0.46 - 0.81, p=
0.0008).%°

Ahora bien, retomando el articulo de Gonzalez-Castro y cols. (2013) se puede
resaltar que fue realizado en poblacién mexicana al igual que el presente estudio. Al
comparar las frecuencias genotipicas del grupo control reportadas en ambos
estudios se observa que se tuvo el mismo comportamiento, es decir, el de mayor
frecuencia fue el genotipo CC, después el genotipo CT y por ultimo el genotipo TT.
Este aspecto marca una tendencia de la distribucién del polimorfismo rs6313 (gen
S5HTRZ2A) en la poblacién mexicana.

Por otro lado, en los grupos de casos existe una discrepancia, pues en el
estudio de Gonzales-Castro se tiene mayor frecuencia del genotipo CT, mientras que
en nuestro estudio se obtuvo mayor frecuencia del genotipo CC. Esta diferencia
puede deberse a que se evaluaron distintos tamafos de muestra con diferentes
poblaciones de estudio, esto es: en el estudio de Gonzalez-Castro se evaluaron 161
sujetos con comportamiento suicida, mientras que en este estudio se tuvieron 30
sujetos con depresiéon mayor en la EP.*

Las estadisticas de los polimorfismos pueden cambiar de una poblacién a otra
aunque sea del mismo lugar. La importancia de este estudio radica en que la
poblacién que se estudia es la mexicana con depresion mayor asociada a la EP.
Actualmente no existe un estudio donde se reporte la frecuencia alélica ni genotipica
del polimorfismo rs6313 (gen 5HTRZ2A) en poblacion mexicana con estas

enfermedades neuropsiquiatricas asociadas.
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Por este motivo, este seria el primer estudio donde se reporta que existe
mayor frecuencia del alelo C respecto al alelo T (C: 78 % vs T: 22 %) en la poblacion
mexicana con EP con depresién mayor (Cuadro 7).

Comparando las frecuencias alélicas de la poblacion mexicana (reportada en
el proyecto 1000 genomas) contra la poblacion mexicana que sufre EP con depresion
mayor (reportada en este estudio), existe una diferencia del 16 %. Se realiz6 la
prueba de y* para determinar si esta diferencia es suficiente para determinar que las
dos poblaciones difieren entre si. Se encontré diferencia estadisticamente
significativa (p= 0.02) probando que es posible obtener distintas distribuciones
alélicas en el mismo lugar demografico si se trata de poblaciones diferentes. Ademas
también, que el padecimiento de enfermedades puede influenciar las estadisticas de

un polimorfismo en una misma poblacién (Figura 17).

» . Poblacién mexicana con EP y
Poblacion mexicana depresion mayor

Alelo C Alelo C
mAlelo T 78% mAlelo T

62%

Figura 17. Comparacion de la distribucién de las frecuencias alélicas entre la
poblacién mexicana (control) y la poblacién mexicana con EP y depresién mayor
(Modificado de NCBI, 2014).
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8.4 Analisis por género

Actualmente no se cuentan con estudios que relacionen por género el
polimorfismo rs6313 (gen 5HTRZ2A) con la depresion mayor asociada a la EP.

En el presente estudio se encontré asociacion positiva del polimorfismo rs6313
(gen 5HTRZ2A) con la depresion mayor asociada a la EP en poblacion masculina.

El género es otro aspecto que puede influir en la distribucion de las
frecuencias del polimorfismo rs6313 del gen 5HTRZ2A. Ben-Efraim y cols. (2013)
concluyeron que el género juega un papel importante en los patrones de herencia
bajo situaciones de estrés.”® Estos patrones hereditarios podria influir en el desarrollo
de enfermedades neuropsiquiatricas género-dependiente.

Se ha reportado que el género interacciona con el polimorfismo rs6313, por
ejemplo, en la respuesta a inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina

(ISRS), la cual es género-dependiente.

8.4.1 Poblacion femenina

En nuestro estudio no se encontr6 asociacion positiva del polimorfismo rs6313
con la depresion mayor asociada a la EP en poblacion femenina.

Actualmente no se cuentan con estudios que realicen el analisis de esta
asociacion en mujeres. Se tomaran en cuenta los estudios que reportan la asociacion
de este polimorfismo a enfermedades neuropsiquiatrias en poblacion femenina para

poder comparar eéste estudio con lo reportado en la literatura.
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En el estudio de Khait y cols. (2005) no se encontré tampoco asociacion del
SNP rs6313 con depresion, agresidn e impulsividad en la poblacion caucasica

femenina.®’

De igual modo, Middeldorp y cols. (2010) tampoco encontraron
asociacion de este polimorfismo con la depresion y ansiedad en mujeres.85

Respecto a las tendencias que se encontraron en el Cuadro 8 se puede
apreciar que se obtuvo mayor frecuencia del alelo C en el grupo EP que presentd
depresion mayor. Esto se corrobora en el estudio de Ben-Efraim y cols. (2013) donde
las mujeres siguen un patrén dominante de heredar el alelo C.”

En cuanto a las frecuencias genotipicas, en este estudio se encontré6 mayor
proporcion el genotipo CC en el grupo que padece depresion mayor asociada a EP.
Wrzosek y cols. (2011) hicieron su estudio en poblacion polaca y encontraron

asociacion del genotipo CC del rs6313 del gen 5HTR2A con intentos suicidas en

pacientes femeninas que padecen alcoholismo.>

8.4.2 Poblacion masculina

En este estudio se encontréo asociacion del polimorfismo rs6313 del gen
5HTRZ2A con la depresién mayor asociada a la EP en poblacién masculina (Cuadro
9). Actualmente no se cuentan con estudios que realicen el analisis de esta
asociacion en hombres.

Esta asociacion en hombres puede deberse a que la EP se presenta con
mayor frecuencia en éste género: Simunovic y cols. (2010) mencionan que presentan
alrededor de 1.5 mas veces EP los hombres que las mujeres.®® Polesskaya y cols.

(2002) discutieron que en hombres los niveles de ARNm y proteina son menores que
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en mujeres en los tres genotipos.48 Este hecho nos refiere que existe menor
expresion del gen SHTR2A en el género masculino que en el género femenino.

En el presente estudio se encontré asociacién estadisticamente significativa
en la distribucidn genotipica bajo el modelo CT vs CC+TT (p= 0.007). Este modelo
nos indica que el genotipo CT funge como factor de riesgo respecto al desarrollo de
depresion mayor asociada a la EP en poblacién masculina (RM= 8.0, IC al 95%= 1.6
- 40.0).

Confirmando nuestros hallazgos, en el estudio de Luca y cols. (2009) se
menciona que en poblacion mixta, aquellos individuos con el genotipo CT tuvieron
puntaje significativamente mayor en la escala de depresion de Hamilton que aquellos
individuos con el genotipo CC o TT.*

En el estudio de Polesskaya y cols. (2006) explica que en el polimorfismo
rs6313 existe un sitio de metilacion en el alelo C que no se produce en el alelo T. El
alelo C puede tener un sitio represor que causa baja expresion del receptor 5-HToa.
La metilaciéon en este lugar podria neutralizar este sitio represor, reduciendo las
diferencias en la expresion entre los alelos C y T. El alelo C es metilado bajo
determinadas condiciones ambientales y genéticas. Cuando el alelo C no es
metilado, su expresion es mas baja que la expresion del alelo T. Cuando el alelo C
es metilado, su expresién no es diferente a la del alelo T. Por lo tanto, las diferencias
funcionales entre los alelos C y T, y en consecuencia la asociacion genética con
trastornos psiquiatricos, podria depender de factores ambientales y genéticos que

influyen en la metilacion del ADN.*’
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Se encontré asociacion positiva del alelo C y del genotipo CC del polimorfismo
rs6313 (gen SHTRZ2A) directamente con la EP en poblacion mexicana. El genotipo
CC del polimorfismo rs6313 del gen 5HTR2A se asocio a la EP de inicio temprano
(antes de los 50 afos).

Se encontré asociacion positiva del genotipo CT del polimorfismo rs6313 del
gen 5HTRZ2A con el desarrollo de la depresion mayor asociada a EP so6lo en

poblacion masculina mexicana.
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Aunque se obtuvieron resultados interesantes en este trabajo, es necesario
aumentar la muestra poblacional para confirmar los hallazgos obtenidos.

Este polimorfismo puede ser ocupado para futuros estudios de haplotipos. Es
necesario realizar el analisis de otros polimorfismos asociados a la depresién mayor
para localizar variaciones genéticas que pueden ser causantes de la depresion
mayor asociada a la EP. Si se logra identificar un haplotipo para la depresién mayor
asociada a la EP podra utilizarse como biomarcador genético para detectar
oportunamente estas enfermedades neuropsiquiatricas.

También se propone realizar un seguimiento farmacolégico a los pacientes
con EP que sufren depresion mayor. Esto con el fin de asociar la respuesta del
tratamiento farmacoldgico de antidepresivos con el polimorfismo rs6313 en poblacion
mexicana con EP. Esta herramienta podria individualizar los tratamientos
farmacolégicos en pacientes deprimidos para maximizar la respuesta a

antidepresivos basandose en su informacion genética.
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