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RESUMEN.

Antecedentes. Las enfermedades mentales entran dentro del conjunto de
patologias consideradas como enfermedades complejas, donde para la
manifestacion de la sintomatologia debe de existir la suma de distintos factores.
En estudios basados en familias se ha estimado que la heredabilidad de las
enfermedades mentales se encuentra en un rango de 40 a 90%, por lo que abre
la posibilidad de encontrar factores genéticos asociados a la etiologia. En
estudios recientes en poblaciones caucasicas, algunas variantes del gen APOE
se ha reportado que presentan asociacién con distintas enfermedades mentales,
sin embargo, esta asociacion no ha sido replicada en poblacion mexicana.
Objetivo. Determinar la asociacion de polimorfismos ubicados en la region
TOMMA40/APOE/APOC1 con diferentes enfermedades psiquiatricas vy
neurodegenerativas en poblacion mexicana.

Material y Métodos. Se realizd un andlisis de asociacion genética de 22
polimorfismos de la region TOMM40/APOE/APOCL1, utilizando el microarreglo
comercial Infinium PsychArray BeadChip de lllumina® como plataforma de
genotipificacion. Los individuos incluidos en el analisis fueron un total de 233
pacientes con diagnostico confirmado de deterioro neurocognitivo mayor (DNM,
N = 35), esquizofrenia (EZQ, N = 108), trastorno bipolar (TB, N = 68) e individuos
diagnosticados dentro del trastorno del espectro autista (TEA, N = 22); ademas
de un grupo de individuos considerados como controles, quienes no tuvieron
diagndstico de ninguna patologia psiquiatrica (CT, N = 67). Para el andlisis de
las asociaciones genéticas, se realizaron modelos de regresidon logistica
multivariada, asi como la prueba de asociacién basada en familias (DFAM),

ambos analisis implementados en el programa PLINK. Las asociaciones




genéticas se consideraron estadisticamente significativas si el valor de p fue
menor a 0.05, después de la correccidn por numero de pruebas, false Discovery
rate (FDR) y 1000 pruebas de permutacion. Ademas, las asociaciones fueron
ajustadas por los 2 principales eigenvectores calculados con 200 marcadores
informativos de ancestria, incluidos en el PsychArray, previamente reportados
para corregir por estratificacion poblacional en poblaciones de origen
latinoamericano.

Resultados. En el presente analisis dos variantes en la region reguladora de la
expresion de APOE, en el multi-enhancer 1 (ME1), mostraron asociacion
exclusivamente en pacientes de sexo femenino con EZQ, TB y TNM, rs584007
(OR: 2.346; 1C095[1.33 - 4.133]; p-value:0.026) y rs439401 (OR: 2.346;
[Co.95[1.331 - 4.133]; p-value:0.026).

Conclusiones. Los resultados sugieren la participacién de variantes en el ME1
de APOE en el desarrollo de enfermedades mentales, en poblacion mestiza

mexicana.
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ABREVIATURAS

A1l: Alelo con menor frecuencia en la poblacién.

A2: Alelo con mayor frecuencia en la poblacion.

AD: Enfermedad de Alzheimer, del inglés Alzheimer’s Disease.

ADNP: Proteina neuroprotectora dependiente de actividad, del inglés Activity-
Dependent Neuroprotector Protein.

AIM: Marcadores informativos de ancestria, del inglés ancestry informative
markers.

APOC1: Gen de la Apolipoproteina C1.

ApoC1: Apolipoproteina C1 (proteina humana).

APOE: Gen de la Apolipoproteina E.

ApoE: Apolipoproteina E (proteina humana).

APP: Proteina Precursora Amiloide, del inglés amiloyd precursor protein.

CEU: Poblacion de residentes de Utah, con ancestria del Norte y Occidente de
Europa reportada en la base de 1000 genomas.

DFAM: Analisis basado en familias para fenotipos de enfermedad, del inglés
family-based association for disease traits.

DNA: Acido Desoxiribonucleico, del inglés desoxiribonucleic acid.

DNM: Pacientes con diagndéstico confirmado de Deterioro Neurocognitivo Mayor.
DSM: American Psychiatric Association’s Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders.

EZQ: Pacientes con diagndstico confirmado de Esquizofrenia.

1000 genomas: Base de referencia de Genomas Completos de Distintas
Poblaciones a lo largo del mundo.

HWE: Equilibrio de Hardy-Weinberg.




ICD - 10: World Health Organization’s International Classification of Diseases.
LD: Desequilibrio de Ligamiento, del inglés linkage desequilibrium.

MA: Alelo con menor frecuencia en la poblacion.

MAF: Frecuencia del Alelo Menor, del inglés minor allele frequency.

MXL: Poblacién de ascendencia mexicana, que radica en Los Angeles
California, Estados Unidos de América, reportada en la base de 1000 genomas.
NAT: Poblacion de ascendencia Nativa Mexicana.

SNP: Polimorfismo de un solo nucledtido, del inglés single nucleotide
polymorphism.

TB: Paciente con diagnostico confirmado de Trastorno Bipolar.

TEA: Pacientes Diagnosticados con Trastorno del Espectro Autista.

TOMMA40: Gen del Homodlogo de levadura de la Translocasa de la Membrana
Externa Mitocondrial 40.

UTR: Regioén no Traducida de un gene, del inglés untranslated region.

YRI: Poblacién de residentes de Ibadan Nigeria, con ancestria Africana
reportada en la base de 1000 genomas.

WHO = Organizacién mundial de la Salud, del inglés World Health Organization.




1.- ANTECEDENTES.
1.1.- Definicion de Salud Mental y Enfermedad Mental.

La Salud Mental, de acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud, se
define, como: “Un estado de bienestar en el cual los individuos son conscientes
de sus propias capacidades, puede afrontar las tensiones normales de la vida,
puede trabajar de forma productiva, fructifera y es capaz de hacer una
contribucion a su comunidad” incluye el bienestar subjetivo, autonomia,
competencia, dependencia integral y reconocimiento de la habilidad de
realizarse intelectual y emocionalmente '. En cambio, un Trastorno Mental o
Enfermedad Mental, es una alteracidon de tipo emocional cognitiva o de
comportamiento, en el que quedan afectados procesos psicologicos basicos,
como: emocion, motivacidén, cognicion, conciencia, conducta, percepcion,
sensacion, aprendizaje, lenguaje; lo que dificulta a la persona su adaptacién al
entorno cultural y social en el que vive .

1.2.- Impacto de los Trastornos Mentales en México.

Los trastornos mentales, constituyen uno de los mayores problemas de
salud en todo el mundo, se calcula que en el continente americano hay 400
millones de personas con algun tipo de trastorno psiquiatrico y neurolégico. Este
tipo de padecimientos causan el 28% del total de la discapacidad causada por
enfermedades y son responsables del 11.5% de la carga global. Ademas, se ha
estimado que los trastornos mentales son responsables del 8.0% de los afos
perdidos de vida saludable (AVISA) 2. La depresion es la principal causa de
AVISA, con 40.7 dias, la ansiedad con 31.5 dias, el estrés postraumatico con

25.8 dias, el trastorno bipolar con 18.5 dias, el trastorno de panico con 18.5 dias,




la fobia especifica con 10.1 dias, la fobia social con 12.7 dias y el abuso del
alcohol presenta 6.4 dias 3.

En México, cinco de las diez enfermedades mas incapacitantes, son
psiquiatricas (esquizofrenia, depresion, trastorno obsesivo compulsivo,
alcoholismo y demencia). La prevalencia de padecimientos mentales en
general es de alrededor del 25% y se espera que el indice de enfermos se
incremente 4°. Los resultados obtenidos en la Encuesta Nacional de
Epidemiologia Psiquiatrica realizada en el 2000, sefialan que los trastornos de
ansiedad ocupan el 18.5%, seguido por los trastornos afectivos con 11.2%,
después aparece el abuso de alcohol con el 17% vy el trastorno con menor
proporcion es el trastorno de uso de sustancias con un 0.44% 24,

1.3.- Diagnostico de las Enfermedades Mentales.

En el area de la psiquiatria dos de las principales herramientas para
clasificar y diagnosticar a las enfermedades mentales ampliamente utilizadas a
lo largo del mundo, son: el American Psychiatric Association’s Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM) y el World Health
Organization’s International Classification of Diseases (ICD). La clasificacién
y diagndstico implementados tanto en el DSM, como el ICD, se basan en una
serie de sintomas y signos; que pueden ser incluidos como unicos de cada
trastorno. En un esfuerzo para unificar los criterios diagndsticos, las ultimas
versiones de estos manuales (DSM-5 e ICD - 10) practicamente comparten los
mismos cddigos para los diagndsticos . Debido a que en el presente estudio se
incluiran pacientes de cuatro trastornos diferentes, Trastorno del Espectro

Autista (TEA), Esquizofrenia (EZQ), Trastorno Bipolar (TB) y Trastorno




Neurocognitivo Mayor (TNM); a continuacion solo se describiran los criterios del
DSM-5, para el diagndstico de estas patologias.
1.3.1.- Diagnostico del Trastorno del Espectro Autista (TEA).

El diagnostico del espectro autista se basa en tres grandes sintomas:
disminucién de la interaccion social, disminucién de la comunicacion social y
patrones de comportamiento repetitivos 7°. Los sintomas pertenecientes al
grupo de disminucion de la interaccion social, hace referencia a la disminucién
de signos de comunicacién no-verbal, como puede ser no realizar contacto visual
con las personas, iniciar y responder a una sonrisa u abrazo carifnoso. Mientras
que la disminucién de la comunicacién social, hace referencias a una
disminucion de la habilidad para conversar de forma no verbal o verbal '°.
1.3.2.- Diagnostico de la Esquizofrenia (EZQ).

Las bases del diagnéstico de la esquizofrenia se fundamentan en tres
raices, la Kraepeliana donde se hace énfasis en la abulia, cronicidad y pobre
desempenio, Bleureliana que se enfoca principalmente en los sintomas negativos
y Scheinederiana que se enfoca en los sintomas positivos ''-2. Sin embargo, la
definicion de esquizofrenia, ha evolucionado a largo de los afios, desde el inicio
de su diagndstico. En el DSM-5, la esquizofrenia se diagnostica basandose en
seis criterios (A-F). Siendo los sintomas presentes en criterio A los mas
importantes y caracteristicos de la enfermedad.

Conformando el criterio A se encuentran cinco sintomas: 1) Delirios, 2)
Alucinaciones, 3) Discurso desorganizado, 4) Comportamiento catatonico y
desorganizado, y 5) Sintomas negativos; por ejemplo, alogia, abulia, afecto
aplanado. El conjunto de sintomas que presenta un paciente para poder ser

diagnosticado con esquizofrenia, debe de incluir al menos uno de los items del




1 al 3 y debe de presentarse por lo menos con una duracion de un mes. Para la
confirmacion del diagnostico de esquizofrenia se deben de considerar los
siguientes criterios (B a F), '3: B) Disfuncion social u ocupacional, C) Duracion,
que la perturbacion persista por lo menos seis meses, D) Excluir un diagnostico
de desorden del animo o ser esquizoafectivo, E) Incluir una perturbacién del
animo o general ocasionada por el consumo de sustancias, F) ldentificar su
relacion con Espectro Autista (TEA).

1.3.3.- Diagnostico del Trastorno Bipolar (TB).

El concepto de TB comprende al menos la ocurrencia de un episodio de
mania e hipomania, o un episodio mixto. El episodio es usualmente, pero no
necesariamente, precedido o seguido de por lo menos un episodio depresivo;
asi como también cambios ciclicos de humor 4. Dentro de la subclasificacién del
TB, existen dos tipos: A) TB de tipo | y B) TB de tipo Il. La subclasificacion del
TB se basa en la severidad de los sintomas. Siendo el TB de tipo |, caracterizado
por al menos un episodio de mania. A diferencia del TB de tipo I, que se
caracteriza por un episodio de depresion, un episodio de hipomania, pero que
nunca ha experimentado un episodio de mania 5.

1.3.4.- Diagnostico del Trastorno Neurocognitivo Mayor (TNM).

Los criterios de diagnostico del TNM involucra la identificacion de
disminucion en la memoria y en un dominio cognitivo adicional. La deficiencia a
nivel cognitivo puede causar una disminucién en la funcionalidad social u
ocupacional, determinado a partir de dos puntos de referencia temporales 6. En
el DSM-5, se incluye una lista de dominios cognitivos que estan incluidos en el
deterioro menor y mayor, que son'”: A) Atencion compleja, que incluye atencion

sostenida, atencion dividida, atencién selectiva y discurso de procesamiento del




lenguaje, B) Funciones ejecutivas, que incluyen planeacion, decision, memoria
de trabajo, C) Aprendizaje y memoria, D) Lenguaje, E) Funcion motora
perceptible, F) Cognicion social.
1.4.- Traslape de Sintomas entre las diferentes Enfermedades Mentales.

Los sistemas de diagnosticos empleados actualmente para las
enfermedades mentales, el DSM - 5y el ICD - 10, se caracterizan por su forma
categdrica de clasificar a las Enfermedades Mentales. Un gran problema
generado a partir del diagndstico de las enfermedades mentales basado en
sistemas categoricos, es el sobrelape de sintomas compartidos entre las
diferentes patologias psiquiatricas’®. El sobrelape sintomatolégico de las
enfermedades mentales, conllevan a que muchos pacientes sean
diagnosticados en estratos diagnosticos distintos a lo largo de su vida'. Un
ejemplo de sobrelap entre los sintomas es la aparicién de delirios y alucinaciones
entre la EZQ, TB y pacientes diagnosticados dentro de TEA. Otro ejemplo de
sobrelape de sintomatologia es la presencia de deterioro cognitivo en EZQ,
sindrome de déficit de atencion e hiperactividad y los pacientes diagnosticados
dentro del TEA?°. Existen algunos reportes donde el sobrelape fenotipico
correlaciona con modificaciones comunes a nivel de cambios estructurales
cerebrales, asi como mecanismos moleculares comunes en la sintomatologia
compartida de las enfermedades mentales 2.
1.5.- La Etiologia de las Enfermedades Mentales.

Las enfermedades mentales son consideradas enfermedades complejas.
Las enfermedades complejas son un grupo de enfermedades, en las cuales la
manifestacion de la sintomatologia es la suma de distintos factores, que juntos

confieran un mayor riesgo para el desarrollo de la sintomatologia ?2. Los factores




de riesgo de las enfermedades complejas, generalmente pueden dividirse en dos
grandes grupos, ajenos al paciente y factores propios del paciente. Dentro de los
factores ajenos al paciente pueden incluirse los factores ambientales. Mientras
que dentro de los factores propios del paciente se pueden incluir, las variaciones
genéticas, el sexo, la edad y el estilo de vida 2. Uno de los factores que
recientemente ha tomado mucha fuerza para tratar de explicar la etiologia de las
distintas enfermedades mentales, ha sido el estudio del Factor Genético 4. En
el siguiente apartado se resumen algunos de los avances que se han realizado
en relacion al estudio del factor genético en las distintas enfermedades mentales.
1.6.- Factor genético de las Enfermedades Mentales.

Los estudios basados en familias, incluyendo los estudios de gemelos y
de adopcion, permiten calcular la heredabilidad de una enfermedad, incluidos los
trastornos mentales 2°26. La heredabilidad de los trastornos mentales varia de
acuerdo al trastorno considerado, con limites bajos reportados del 40% para
desordenes de ansiedad; mientras que existe un aumento hasta del 60 a 90%
para EZQ, trastorno de déficit de atencidon e hiperactividad o TB?’. Las altas
heredabilidades de los trastornos mentales proveen una fuerte evidencia de que
existen factores genéticos involucrados en la etiologia de los trastornos
mentales?8.

1.6.1.- Traslape de Genes en las Diferentes Enfermedades Mentales.

La alta heredabilidad de las enfermedades mentales nos da la pauta para
poder aplicar estudios de asociacion genética, para determinar variantes
involucradas que podrian estar jugando un papel importante en la etiologia de
las enfermedades mentales?®. El analisis de variantes genéticas en el estudio de

las enfermedades mentales, habia tenido la dificultad de tratar de estudiar a las




distintas patologias como entidades completamente diferentes, sin ningun factor
de riesgo en comun a lo largo de los diferentes diagnosticos. Sin embargo, como
se expuso anteriormente, se han realizado multiples reportes donde se establece
que diferentes caracteristicas fenotipicas se comparten a través de las diferentes
enfermedades psiquiatricas. Ademas, de que existe una alta comorbilidad de
distintas enfermedades psiquiatricas dentro de un solo estrato diagndstico 30-33,
El sobrelape fenotipico y la alta incidencia de comorbilidad neuropsiquiatrica en
los diferentes trastornos sugieren que existe un sobrelape de variantes
genéticas, que tengan el mismo efecto a través de las distintas enfermedades
psiquiatricas y en la etiologia de estas enfermedades. El analisis del sobrelape
genético a lo largo de los diferentes trastornos psiquiatricos ha aumentado,
gracias al desarrollo y al bajo costo de nuevas tecnologias, que permiten evaluar
grandes cantidades de variantes genéticas por paciente; por ejemplo, los
escaneos de genoma completo basado en microarreglos, las técnicas de
secuenciacion masiva de DNA, entre otras.

Se han realizado diferentes estudios, con diferentes enfoques analiticos,
para poder determinar el posible sobrelape de variantes genéticas con efecto
comun a través de las diferentes enfermedades mentales. En un estudio
realizado por el Cross-Disorders Group of the Psychiatric Genomics Consortium
(PGC, por sus siglas en inglés), utilizando un enfoque de metanalisis de GWAS
(GWAS, por sus siglas en inglés, Genome-Wide Association Study) en una
cohorte con 33,332 casos y 27,888 controles en cinco enfermedades
psiquiatricas, incluidas EZQ, TB, depresién mayor, TEA y trastorno de déficit de
atencion e hiperactividad, se identificaron cuatro variantes genéticas

significativamente asociadas a los cinco trastornos. Las variantes asociadas a




los cinco diagndsticos se encuentran en los genes ITIH3, CNNM2, CACNA1C y
CACNB2. De estos cuatro genes dos forman parte de las subunidades de los
canales de calcio dependientes de voltaje de tipo L 3*. En estudios de casos-
controles, donde solo se consideran cohortes con un solo diagndstico,
polimorfismos dentro de la regién del gen CACNA1C han mostrado significancia
estadistica a nivel de escaneo amplio de genoma, con algunas patologias como
el caso de EZQy TB 3538,

Aun cuando los estudios de GWAS son poderosos para observar
variantes genéticas asociadas a las enfermedades mentales de forma individual
o en conjunto. Los descubrimientos realizados con la metodologia de GWAS solo
explican una pequefia parte de la varianza fenotipica de las diferentes
enfermedades mentales®®. Sin embargo, en épocas recientes y con el avance en
las tecnologias de secuenciacion, ha sido posible identificar variantes que se
encuentran en muy baja frecuencia en la poblacién, menor al 1%, pero que
tendrian un gran impacto en el fenotipo de las enfermedades mentales, un
ejemplo son las variantes en el numero de copias (CNVs, por sus siglas en
inglés, copy number variants). En lo referente a CNV's, muchos estudios han
demostrado claramente un enriquecimiento de CNV's en pacientes con EZQ y
pacientes con TEA, al compararse con individuos sanos 42, En el caso de TB,
la relacion de CNV's aun no es clara. En algunos reportes se establece que
existe un aumento de la frecuencia de CNV’s generalmente en individuos con

edades tempranas de inicio del padecimiento 4345,




1.7.- La regibn TOMM40/APOE/APOCL1 en las diferentes Enfermedades
Mentales.

En estudios recientes donde se realizé un meta-analisis de distintas
enfermedades mentales, asi como de un conjunto de metodologias de analisis
realizadas hasta ese momento, se reportaron trece variantes genéticas que
fueron comunes a una o mas patologias psiquiatricas. Dentro del conjunto de
variantes asociadas a las distintas patologias psiquiatricas, las variantes de
APOE (Apolipoproteina E) mostraron asociacion, principalmente el alelo E4 de
esta proteina 2°. Ademas, las variantes genéticas que codifican para las
isoformas de APOE se han asociado consistentemente y en distintas
poblaciones con la enfermedad de Alzheimer de inicio temprano 4647, Las
variantes que codifican para las isoformas proteicas de APOE, son dos
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), que codifican para un cambio de
aminoacido en ApoE. EI SNP rs429358 (TGC = CGC) promueve un cambio de
un residuo de cisteina (Cys) por un residuo de arginina (Arg) en la posicién 112
de la proteina, mientras que el SNP rs7412 (CGC = TGC) promueve un cambio
de un residuo de Arg por un residuo de Cys en la posicion 158 de la proteina.
Derivado de las combinaciones de los dos SNPs, surgen tres alelos y tres
isoformas proteicas distintas, comunmente referidas como E2, E3, E4. El alelo
E2 de APOE, codifica para una proteina con un residuo de Cys en ambas
posiciones de la proteina, el alelo E3 codifica para un residuo de Cys en la
posicion 112 y un residuo de Arg en la posiciéon 158, mientras que el alelo E4
codifica para una proteina con Arg en ambas posiciones de la proteina 8. Sin
embargo, la asociacién de las isoformas de APOE con otras patologias

psiquiatricas no han mostrado resultados concluyentes 4%, En la literatura se




han asociado las diferentes isoformas de ApoE con un mayor riesgo para
desarrollar EZQ, TB y depresion mayor, sin embargo, la mayoria de estos
estudios se han realizado en poblacién de ascendencia caucasica o africo-
americana. En relacidon a la asociacion entre APOE en las distintas patologias
psiquiatricas, en poblacion mexicana, el nimero de estudios es reducido 5153,
Las variantes mas estudiadas en las enfermedades mentales, han sido
aquellas que codifican las dos isoformas proteicas principales de ApoE. Sin
embargo, en el estudio de GWAS de la enfermedad de Alzheimer, las variantes
con asociaciones mas fuertes, se encuentran en regiones fuera del exén 4 de
APOE (exo6n donde se codifica los SNP’s que codifican las isoformas proteicas)
y ademas, estas variantes con asociacion se encuentran distribuidos en una
region que comprende tres genes, desde el centrémero al teldmero, TOMM40
(Translocasa de la Membrana Externa Mitocondrial 40), APOE
(Apolipoproteina E) y APOC1 (Apolipoproteina C1)**%. La region de
TOMMA40/APOE/APOC1 comprende alrededor de 28 000 pb desde la region 5’-
UTR (regién no traducida, del inglés untranslated region), de TOMM40 hasta la
region 3’-UTR de APOC1. En lo referente a las regiones donde se encuentran
codificados cada uno de los genes. Su tamafio es de aproximadamente 12469
pb para TOMMA40 (45394477 a 45406946 pb; coordenadas basadas en el hg19),
3611 pb para APOE (45409039 a 45412650 pb), mientras que la regién donde
se encuentra APOCL es de 5029 pb (45417577 a 45422606 pb). En las regiones
intergénicas, se encuentran elementos que regulan la expresion de APOE, por
ejemplo el elemento ME1 (multi-enhancer 1), que regula la expresién de APOE
de forma tejido especifico®®. Los elementos en cis, como el ME1, regulan la

expresion de APOE de forma tejido especifico, donde la regulacién de la
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expresion depende de los diferentes factores de transcripcion que se encuentren
expresados en el tejido, en ese momento®. En estudios en poblaciones de origen
europeo, se ha establecido que los polimorfismos en el ME1, se encuentran en
alto desequilibrio de ligamiento (LD), con las isoformas de la proteina, lo cual
hace factible que el efecto patolégico de las isoformas de APOE y las variaciones
en el ME1 pudieran tener un efecto sinérgico en la etiologia de las enfermedades
mentales®®. Ademas, las variantes genéticas en regiones que regulan la
expresion, han estudiadas ampliamente en enfermedades mentales ©°. Debido a
que algunas de las variantes reguladoras podrian estar incluidas en regiones no
codificantes de ApoE, por lo que estudiar la variacion genética de estas regiones
gendmicas podria ser relevante en el estudio de las enfermedades mentales.
Ademas, de que estudiar la variacion genética en las regiones reguladoras nos
permitira establecer posibles mecanismos de regulacion de la expresion
genética, no solo en las enfermedades mentales, en busqueda de posibles
nuevos tratamientos.

1.7.1.- Gen homdlogo de levadura de la Translocasa de la Membrana
Externa Mitocondrial 40 (TOMM40) en las enfermedades mentales.

Las isoformas proteicas de APOE, son los que mas consistentemente se
han asociado en la literatura con el deterioro cognitivo no solo en la AD, sino
también en enfermedades como el TB y la EZQ. Sin embargo, existen
variaciones en otros genes que se han descubierto recientemente, que podrian
tener influencia en el deterioro neurocognitivo, como es el caso de las variantes
en el gen TOMM40. De manera interesante, en poblacion caucasica las
variaciones genéticas en la region de TOMMA40, se encuentran en alto

desequilibrio de ligamiento con las variantes genéticas que dan origen a las
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isoformas de ApoE, lo cual sugiere que variantes genéticas podrian estar
influenciando a estos dos genes de forma sinérgica 596!, Ademas, las variantes
en el gen TOMMA40, también se han asociado a otras enfermedades psiquiatricas
como es el caso de depresion mayor 82. Sumado a esto, en el caso del deterioro
neurocognitivo, Tom40 se ha asociado con una mayor progresion del deterioro.
En algunos reportes se establece que la Tom40 forma complejos estables con la
proteina precursora amiloide (APP) en las mitocondrias de los pacientes con AD.
El aumento de la formacion de complejos entre la APP y Tom40, principalmente
formados en corteza prefrontal, amigdala e hipocampo, promueve una
disminucién de la actividad mitocondrial. Ademas, los individuos portadores del
alelo E4 de APOE, presentaron niveles mas altos de complejos de APP en la
mitocondria, estableciendo un posible efecto sinérgico de APOE y Tom40 6364,
1.7.2.- La Apolipoproteina E (ApoE) en las enfermedades mentales.

En relacibn a los genes de susceptibilidad para algunas de las
enfermedades mentales, el gen de la apolipoproteina E (19913.2) es el factor de
riesgo mas consistentemente asociado con la enfermedad de Alzheimer,
especialmente en los individuos que portan el alelo E4 9556, La ApoE, es una
glicoproteina de 34 kDa con 299 aminoacidos, fue identificada en 1970,
formando parte de lipoproteinas con alta concentracion de lipidos en modelos
animales con alta ingesta de colesterol -0, La ApoE se sintetiza en diferentes
tejidos incluyendo el higado, cerebro y en los macréofagos 7'. La ApoE,
estructuralmente presenta dos dominios funcionales, uno amino terminal y otro
carboxilo terminal, unidos entre si por un puente flexible 7273, En el dominio
amino terminal se encuentra la regién de union a los receptores de ApoE

(residuos 136 — 150), mientras que en el dominio carboxilo terminal se encuentra
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la regidon de unidn a lipidos (residuos 244 — 272). La ApoE, en el plasma se
encuentra asociada con las lipoproteinas de baja densidad (LDL, low-density
lipoprotein), lipoproteinas de muy alta densidad (VLDL, very-low density
lipoprotein), proteinas de alta densidad (HDL, high-density lipoprotein) y
quilomicrones. Aunque se han identificado muchas funciones en diferentes
tejidos para la ApoE, la funcién principal en el sistema periférico es la de
transportar triglicéridos, fosfolipidos, ésteres de colesterol y colesterol a las
células; mediando la unién e internalizacion de estas particulas lipoproteicas 74.
La internalizacién de las particulas lipoproteicas es mediada por la union de la
ApoE a la familia de receptores de las LDL 7°. En el sistema nervioso central
(SNC), la ApoE, es sintetizada principalmente por los astrocitos o bajo ciertas
condiciones patoldgicas por las neuronas ¢7:68.76.77 En el SNC, la ApoE regula la
llegada de colesterol hacia las neuronas 879, La homeostasis de colesterol es
importante para las funciones normales del cerebro, debido a que es esencial
para el crecimiento axonal, la formacién sinaptica, asi como eventos de
remodelacion cruciales en el proceso de aprendizaje y la memoria 881, Algunas
enfermedades mentales como la EZQ y el TB, sufren modificaciones en la
estructura sinaptica, en las espinas dendriticas y en la mielina a lo largo del
transcurso de la enfermedad 8285, Las alteraciones neuronales presentes en las
diferentes enfermedades psiquiatricas, podrian explicarse mediante la
desregulacion de los niveles de colesterol en el SNC. Los pacientes con algunas
enfermedades mentales como depresion, TB, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer y TEA, presentan una desregulacion de los niveles de
colesterol en el cerebro 84887 | as posibles alteraciones estructurales en las

neuronas observadas en las diferentes enfermedades mentales, podrian
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correlacionar con el efecto de la ApoE en la regulacion del colesterol a nivel del
SNC 88,
1.7.3.- La apolipoproteina C1 (ApoC1) en las enfermedades mentales.

Existen muy pocos estudios que correlacionen variantes en APOC1 con
alguna enfermedad mental. Sin embargo, existe un reporte de que en poblacién
de ascendencia china, un haplotipo en la region de APOC1 podria estar actuando
de forma sinérgica sobre el deterioro neurocognitivo en pacientes con AD de
inicio tardio 8. Ademas, en un modelo animal de ratdn transgénico, donde se
introdujo el haplotipo de riesgo de APOCI, la capacidad de aprendizaje y
memoria de estos ratones disminuye significativamente, al compararse con
ratones wild type °. Lo cual sugiere que la ApoC1, podria tener un papel
modulador no solo en la progresion de la AD, sino también en el desarrollo de
estructuras a nivel cerebral.

1.7.4.- ¢(Porque analizar la region de TOMM40/APOE/APOC1 en las
enfermedades mentales?

La poca informacion con la que se cuenta en relacion a la posible
asociacion existente entre polimorfismos dentro de la region de
TOMMA40/APOE/APOCL1 y las enfermedades psiquiatricas, nos abre las puertas
para la realizaciéon del presente estudio; el cual tiene el objetivo principal de
evaluar la relacion existente entre polimorfismos en la regidn
de TOMM40/APOE/APOCL1 en cuatro enfermedades psiquiatricas, TEA, EZQ,
TB y TNM en poblacibn mexicana. La poblacion mestiza mexicana tiene la
particularidad de tener la ascendencia de tres poblaciones, lo cual hace que el
genoma del mestizo mexicano sea un reto para realizar estudios de asociacién

genética en nuestra poblacién?'.
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2.- OBJETIVOS.

2.1.- Objetivo general.
o Caracterizar los polimorfismos dentro de la region
TOMMA40/APOE/APOCL1 y su posible relacion con diferentes Enfermedades
Psiquiatricas y Neurodegenerativas en Poblacion Mexicana.

2.2.- Objetivos particulares.
« Realizar un estudio de asociacion genética de los polimorfismos dentro la
region TOMM40/APOE/APOC1, sin estratificar por patologia psiquiatrica.
« Estratificar el estudio de asociacion genética de polimorfismos dentro de
la region TOMM40/APOE/APOC1 de acuerdo a su diagndéstico psiquiatrico.
« Realizar un estudio de asociacion genética basado en haplotipos con los
polimorfismos que se encuentren dentro la region TOMM40/APOE/APOC1,
sin estratificar por patologia psiquiatrica y estratificando de acuerdo a su

diagndstico.
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3.- HIPOTESIS.
Existira asociacion de algunos polimorfismos en la regiébn de
TOMMA40/APOE/APOC1, que confieran un mayor riesgo a desarrollar

enfermedades psiquiatricas.
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4.- MATERIAL Y METODOS.
4.1.- Poblacién de estudio.

En el estudio se incluyeron pacientes previamente reclutados en distintos
hospitales de la Ciudad de México, que fueron concentrados en el Laboratorio
de Genomica de Enfermedades Psiquiatricas, Neurodegenerativas y Adicciones
(LGEPNYyA) del Instituto Nacional de Medicina Genémica (INMEGEN). Un total
de 300 pacientes fueron considerados para el estudio. Los individuos
considerados en el analisis se dividieron en cinco grupos, de acuerdo a su
diagndstico psiquiatrico, los grupos considerados fueron: Trastorno del Espectro
Autista (TEA), Trastorno Bipolar (TB), Esquizofrenia (EZQ), Trastorno
Neurocognitivo Mayor (TNM) y Controles (CT). Un breve resumen de los datos
sociodemograficos de los pacientes se encuentran en la Tabla 1.

Tabla 1. Resumen de la poblacion de estudio.

TEA (n = 22) TB (n = 68) EZQ (n=108) | TNM (n = 35) CT (n =67)

Edad?® 5.78(+3.80) | 37.75(£13.94) | 35.61(£12.09) | 74.87(x6.61) | 34.36(£12.70)
SexaoP

Femenino 2(9.09) 37(54.41) 44(40.74) 27(77.14) 40(59.70)

Masculino 20(90.91) 31(45.59) 64(59.26) 8(22.86) 27(40.30)
Escolaridad? NA 12.67(+3.98) 10.39(x3.75) 4.55(+£3.97) 13.12(x5.19)

Relacién Familiare

No Relacionados 22 34 60 35 67
Pares de NA 34 48 NA NA
Hermanos
Concordantes

a La edad se representa como media de anos, + desviacion estandar.
b El sexo se representa entre nimero total y entre paréntesis porcentaje.
¢ La relacion familiar, se representan los individuos que presentan relacion filial de hermanos.

Los pacientes considerados en el grupo de TEA, son un total de 22
pacientes no relacionados con diagnostico confirmado dentro del Trastorno del
Espectro Autista. Los pacientes fueron reclutados y diagnosticados por
paidopsiquiatras del Hospital Psiquiatrico Infantil “Dr. Juan N. Navarro”. Dentro
del grupo de TB se incluyeron un total de 68 pacientes. Del total de pacientes,

34 pacientes no relacionados, mientras que 34 pacientes son pares de hermanos
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concordantes (Un par de hermanos concordantes son aquellos donde ambos
hermanos son diagnosticados con el trastorno). Los pacientes dentro del grupo
de TB fueron reclutados y diagnosticados por psiquiatras del Grupo Médico
Carracci. El grupo considerado como esquizofrenia (EZQ) se incluyeron un total
de 108 pacientes. Del total de individuos considerados 60 pacientes son
individuos no relacionados mientras que 48 individuos son pares de hermanos
concordantes. Los pacientes dentro del grupo de EZQ fueron reclutados y
diagnosticados por psiquiatras del Grupo Médico Carracci. En lo referente al
grupo de Trastorno Neurocognitivo Mayor (TNM) se incluyeron 35 pacientes no
relacionados. Los pacientes dentro del grupo de TNM fueron reclutados y
diagnosticados por psiquiatras del Hospital Psiquiatrico Fray Bernardino Alvarez.
En el grupo considerado como control (CT) se incluyeron un total de 68
individuos no relacionados. Los individuos del grupo CT, fueron reclutados en el
Grupo Médico Carracci. Todos los pacientes considerados en el grupo CT fueron
evaluados por psiquiatras, para descartar alguna patologia psiquiatrica.
Tomando como referencia este tamafo de muestra y las enfermedades mentales
como un conjunto, una frecuencia alélica de 5%, una prevalencia de la
enfermedad del 1% y bajo un modelo aditivo, obtenemos un poder estadistico
del 38.57% 9293,

Para ser considerados en el analisis genético, todos los participantes
firmaron consentimiento informado para individuos mayores de edad o un
asentimiento informado en caso de menores de edad. El protocolo fue aprobado

por el comité de Etica del INMEGEN (No. de aprobacién 23/2015/1).
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4.2.- Criterios de Inclusion y Criterios de Exclusion de los Pacientes.
4.2.1.- Criterios de Inclusion.
« Casos: Pacientes con diagndstico confirmado dentro del TEA, TB,
EZQ o TNM.
« Controles: no presentar diagnostico de TEA, TB, EZQ o TNM.
4.2.2.- Criterios de Exclusion.
o Controles: todos aquellos individuos que tuvieron intentos suicidas,
adiccion a drogas o algun diagnéstico confirmado de alguna patologia
psiquiatrica.
o En lo referente al DNA, muestras que no cumplieran el control de
calidad para el DNA.
« En lo referente a la calidad de genotipificacion, individuos que no
cumplieran con mas del 90% de genotipificacion.
4.3.- Extraccion y Control de Calidad de DNA gendmico.

La extraccion del DNA gendmico se realiz6 a partir de leucocitos de
sangre periférica y/o a partir de células de epitelio bucal. Para la extraccion del
ADN gendmico se utilizé un método modificado de salting — out, implementado
en el kit de extraccion de DNA Gentra Puregen Cell® (Quiagen, Basel,
Switzerland). El protocolo de extracciéon del DNA, se realizé6 de acuerdo a lo
establecido por el proveedor. Una vez extraido el DNA gendmico, se realizaron
controles de calidad para el DNA extraido de todas las muestras que se
incluyeron en el analisis. Los controles de calidad implementados, se basan en
dos metodologias: la cuantificacion espectrofotométrica del DNA y la calificaciéon
cualitativa de la integridad del DNA. La cuantificacién espectrofotométrica se

realizd en un Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados
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Unidos), para determinar la concentracion de DNA; asi como la absorbancia a
230 nm, 260 nm y 280 nm. Las absorbancias a las longitudes de onda de 230
nm, 260 nm y 280 nm se utilizan para calcular dos indices: 260/230 y 260/280.
Los indices 260/230 y 260/280 son el cociente de las absorbancia registrada a
las longitudes de onda 230 nm, 260 nm y 280 nm; para cada muestra. El calculo
de los indices indica una referencia de posibles contaminantes presentes en el
DNA. Ambos indices debieron tener un valor igual o mayor de 1.8 para ser
considerados en el andlisis. El segundo control de calidad del DNA, la calificacién
cualitativa de la integridad del DNA, se realizé mediante un analisis
electroforético en un gel de agarosa al 2.0% corrido durante 2 hrs a 110V con un
marcador de peso molecular FastRuler High Range No. SM 1123 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Estados Unidos). EI DNA de los pacientes no deberia
presentar signos de degradacion, o como minimo presentar DNA
gendmico, para ser considerados en el analisis. Todo el procesamiento de las
muestras se realizd en el LGEPNyA del INMEGEN.

4.4.- Genotipificacion.

La genoatipificacion de todos los individuos se realiz6 en la Unidad de
Microarreglos (UMi) del INMEGEN. La plataforma utilizada para la
genotipificacion fue el microarreglo comercial Infinium® PsychArray 24 BeadChip
(Nlumina, San Diego, USA). El protocolo de Genotipificacion se realizé de
acuerdo a lo establecido por el proveedor. El Infinium® PsychArray 24 BeadChip
cuenta con un total de 588,628 polimorfismos distribuidos a lo largo de todo el
genoma humano, por lo cual se extrajeron los genotipos de los polimorfismos
incluidos en el microarreglo que se encontraban en la region que comprende los

genes TOMM40/APOE/APOCL1. Del total de polimorfismos en el microarreglo, se
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extrajeron todos los polimorfismos que se encontraron en la region de
TOMMA40/APOE/APOC1, presentes en el PsychArray. Del total de
polimorfismos, 22 polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) se encontraron en
la region TOMM40/APOE/APOCL1. Las caracteristicas de los 22 SNP’s, en la
region de TOMM40/APOE/APOC1, se encuentran en la Tabla 2. Ademas
también se extrajeron del PsychArray, 200 SNP’s para el analisis de ancestria.
Los 200 SNP’s forman parte de un panel de marcadores informativos de
ancestria (AIM’s) previamente reportados para poblaciones de origen
latinoamericano %%, pero que se encuentran incluidos en el disefio del
PsychArray.

4.5.- Analisis Estadisticos.

4.5.2.- Determinacién de ancestria.

La determinacion de ancestria se realizO mediante dos métodos, el
primero fue mediante un analisis de componentes principales (PCA),
implementado en el software GCTA (Genome Wide Complex Trait Analisys %),
asi como, un analisis de clusterizacion supervisado, implementado en el software
Admixture °. Los dos analisis se realizaron utilizando el panel de AlIM’s,
previamente extraidos del conjunto de polimorfismos genotipados con el
microarreglo.

4.5.3.- Andlisis de Asociacion genética.

45.3.1- Analisis de Asociacion genética basada en polimorfismos
puntuales.

Debido a las diferentes estructuras familiares de los individuos incluidos en el
analisis, las asociaciones genéticas se realizaron con la prueba DFAM (family-

based association for disease traits) implementada en el software PLINK version
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1.07 %7, en el caso de que individuos con relacion familiar fueran considerados
para el analisis. En el caso de que para el analisis de las asociaciones genéticas
individuos sin relacion filial fueran considerados, se realizaron modelos de
regresion logistica multivariada, implementados también en el software PLINK
version 1.07. Todos los modelos de regresion fueron ajustados mediante edad,
género y 2 eigenvectores calculados a partir del analisis de PCA. Se considero
un valor de significancia estadistica, si el valor de p corregido por FDR (False
Discovery Rate) y 1000 pruebas de permutaciones, era menor o igual a 0.05.

Tabla 2. Polimorfismos incluidos en el Infinium® PsychArray que se encuentran
dentro de la region TOMM40/APOE/APOCL.

Chr? SNPP BP° Gene Prediccion del efecto Alelos
19 rs71352238 45394336 TOMMA40 Variante Rio Arriba (140 pb) C/IT
rs157580 45395266 Intron1 G/A
rs2075650 45395619 Intron1 G/A
rs34404554 45395909 Intron2 G/C
rs157582 45396219 Intron3 AIG
rs8106922 45401666 Intron5 G/A
rs1160985 45403412 Intron5 C/IT
rs142412517 45404058 RI[Arg]239W[Trp] T/IC
rs769449 45410002 APOE Intron1 AIG
rs769452 4541110 L[Leul46P[Pro] CIT
rs429358 45411941 C[Cys]130R[Arg] C/IT
rs769455 45412040 R[Arg]163CI[Cys] T/C
rs376170967 45412056 R[Arg]168H[His] AIG
rs7412 45412079 R[Arg]176C[Cys] T/IC
exm1479367 45412097 AJAla]182S[Ser] T/G
rs72654473 45414399 Variante Intergénica A/C
rs439401 45414451 Variante Intergénica C/IT
rs445925 45415640 APOC1 Variante Rio Arriba (1863 pb) T/IC
rs584007 45416478 Variante Rio Arriba (1025 pb) G/A
rs72654456 45419555 K[Lys]56R[Arg] G/A
rs142372275 45422446 T[Thr]71S[Ser] T/A

a Cromosoma, ? SNP: polimorfismo de un solo nucleétido, ¢ BP: posicion en pares de bases basado en el
hg19

Los SNP’s en la regiéon de TOMM40/APOE/APOC1, fueron aquellos que se
encontraron bajo equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), para considerarse en
HWE los valores de p debieron ser mayores a 0.0001, calculados a partir de una
prueba de y?. Ademas del HWE, solo se consideraron SNP’s con un porcentaje
de genotipificacion mayor al 90% y que tuvieran una frecuencia del alelo menor

(MAF) mayor al 5%.
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4.5.4.1.- Formacion de haplotipos en la region TOMM40/APOE/APOCI.

Para analizar el LD en la regién en las poblaciones YRI (Yoruba en Ibadan,
Nigeria), CEU (Utah Residents with Northern and Western European Ancestry),
NAT y en la poblacién de estudio se utilizaron los genotipos presentes en la base
de 1000 genomas para las poblaciones CEU y YRI, fueron tomados directamente
de la base de datos %. Mientras que, para la poblacién nativa mexicana, que
consta de 43 individuos con ancestria NAT, genotipados en el Laboratorio de
Genomica de Poblaciones del Instituto Nacional de Medicina Gendmica, con el
microarreglo comercial de lllumina Infinium Multi-Ethnic Global®, se utilizaron los
marcadores genotipados directamente. Los valores de r?, se utilizaron para medir
el desequilibrio de ligamiento (LD) entre cada par de polimorfismos . La
construccion de los mapas de calor de los valores de la comparacion entre cada
polimorfismo de los valores de r? de LD, se realizé en el paquete de R,
LDheatmap, ademas de la anotacién con las coordenadas de cada gen del
UCSC Genome Browser 100,101,

Una vez extraidos los polimorfismos en la region de cada una de las
poblaciones, los cromosomas fueron faseados con un algoritmo implementado
en el programa Beagle 2. Ademas de que algoritmos implementados en el
software PHASE, se utilizaron para la reconstruccion de los haplotipos en los
pacientes y también para los analisis de asociacién basados en haplotipos. Un
valor de p menor a 0.05, después de 1000 permutaciones fueron considerados
estadisticamente significativos, para el andlisis de asociacidn genética basada

en haplotipos.
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5.- RESULTADOS.

5.1.1.- Anélisis de asociacion de SNP’s individuales en la regién
TOMM40/APOE/APOC1 con las enfermedades mentales como un fenotipo
comun.

En este primer analisis se evaluaron las diferencias en las frecuencias
alélicas de los SNP’s, ubicados en la regién de TOMM40/APOE/APOC1, entre
los pacientes diagnosticados con alguna enfermedad mental, como un fenotipo
comun (TEA + EZQ + TB + TNM) y el grupo CT. Los resultados de la prueba
DFAM, que incluye individuos emparentados y no emparentados, se encuentran
en la Tabla 3. En este primer enfoque de analisis ningun polimorfismo en la
region TOMMA40/APOE/APOC1, presentd asociacion estadisticamente
significativa después de los ajustes por multiples comparaciones. Sin embargo,
cuatro polimorfismos en la region intergénica entre APOE y APOC1
(rs72654473, rs439401, rs445925 y rs584007), mostraron diferencias en las
frecuencias alélicas y asociacion nominal antes del ajuste (p < 0.05).

En el andlisis estratificado por sexo, las mujeres presentaron diferencias
significativas en las frecuencias alélicas para los SNP's, rs584007 (p= 0.04625),
rs439401 (p= 0.04625) y rs445925 (p= 0.04716) al comparar los casos con
fenotipo comun y los controles; aunque la asociacion no continud significativa
después del ajuste por multiples comparaciones. Estos SNP’s son los mismos
que presentaron asociacion en la muestra completa. En contraste, en los
hombres ninguno de los SNPs se asocid significativamente con el fenotipo

comun (p > 0.05).
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5.1.2.- Analisis de asociacion de SNP's en la region TOMM40/APOE/APOC1
con las enfermedades mentales estratificadas por diagnostico psiquiatrico.

Al evaluar si los SNP’s dentro de la region TOMM40/APOE/APOCL1 tenian
un efecto sobre las diferentes patologias, la poblacién se dividié para su analisis
de acuerdo a su diagnostico psiquiatrico, ademas para este analisis se
consideraron unicamente individuos sin relacién familiar entre ellos. Los
resultados de las asociaciones se muestran en la Tabla 4. En el analisis de las
patologias de forma individual, incluyendo los grupos de TEA, TB y ESQ, ningun
polimorfismo se asocié significativamente al compararlos con el grupo control (p
< 0.05). En lo referente al grupo de TNM, 7 polimorfismos se asociaron con esta
patologia al compararse con el grupo CT; sin embargo, éstas no permanecieron

significativas después de ajustar por comparaciones multiples.

Tabla 3. Resultados de la asociacion de SNP's en la regién
TOMM40/APOE/APQOCI sin estratificar por diagndstico psiquiatrico.

CHR® SNP BP GENE Al A2 OBS EXP CHISQ Valordep Valor de p ajustado |

19 rs71352238 45394336  TOMM40 C T 49 46.1 0.8043 0.3698 1.0000
rs157580 45395266 G A 113 111.5 0.1054 0.7455 1.0000

rs2075650 45395619 G A 48 44.61 1.129 0.2881 1.0000
rs34404554 45395909 G C 47 43.87 0.9785 0.3226 1.0000

rs157582 45396219 A G 121 115.7 1.358 0.2438 1.0000

rs8106922 45401666 G A 164 168.6 0.8281 0.3628 1.0000

rs1160985 45403412 C T 174 166.3 2.357 0.1247 1.0000

rs769449 45410002 APOE A G 41 40.15 0.07808 0.7799 1.0000

rs7412 45412079 T C 15 12.64 1.772 0.1832 1.0000

rs72654473 45414399 A C 23 18.66 4.172 0.04109 0.1479
rs439401 45414451 C T 175 162.6 6.182 0.0129 0.09622
rs445925 45415640 APOC1 T C 26 20.82 5.295 0.02138 0.09622
rs584007 45416478 G A 174 161.7 6.145 0.01318 0.09622
rs142372275 45422446 T A 4 5.204 1.099 0.2945 1.0000

aLos resultados reportados son de una prueba de DFAM; las abreviaturas de la tabla son CHR:
cromosoma, SNP: polimorfismo de un solo nucleétido, BP: posicion en pares de bases, GENE:
abreviatura del gene, A1: alelo de frecuencia menor, A2: alelo de frecuencia mayor, OBS:
frecuencia observada, EXP: frecuencia esperada, CHISQ: valor de chi cuadrada, Valor de p
ajustado: ajustado por FDR y 1000 pruebas de permutaciéon, para corregir por mdultiples
comparaciones.
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Tabla 4. Resultado de la asociacion de SNP's en la regién
TOMM40/APOE/APOC1 estratificado de acuerdo al diagnéstico
psiquiatrico.
aCHR SNP GENE MA  TEA B EZQ TNM CT
19 rs71352238 | TOMM40 | C | 0.1136 | 0.1000 | 0.1090 | 0.2097 | 0.0956
(1.0000) | (0.9931) | (1.0000) | (0.0926)
rs157580 G | 02727 | 0.3100 | 0.2821 | 0.2742 | 0.2647
(1.0000) | (0.9931) | (1.0000) | (1.0000)
rs2075650 G 0.1818 0.0900 0.1090 0.2097 | 0.0882
(0.3808) | (0.9931) | (1.0000) | (0.0871)
rs34404554 G 0.1818 0.0800 0.1090 0.2097 | 0.0882
(0.3808) | (0.9931) | (1.0000) | (0.0871)
rs157582 A | 0.3864 | 0.3000 | 0.2692 | 0.4194 | 0.2463
(0.5051) | (0.2687) | (1.0000) | (0.0942)
rs8106922 G | 0.3636 | 0.3800 | 0.4423 | 0.3333 | 0.4632
(1.0000) | (0.2687) | (1.0000) | (0.2491)
rs1160985 C | 0.3864 | 0.4600 | 0.4156 | 0.4839 | 0.3603
(1.0000) | (0.3423) | (1.0000) | (0.1661)
rs769449 APOE A | 0.1136 | 0.0700 | 0.0833 | 0.2097 | 0.0956
(1.0000) | (0.9931) | (1.0000) | (0.0926)
rs7412 T | 0.0227 | 0.0500 | 0.0256 | 0.0323 | 0.0147
(1.0000) | (0.2364) | (1.0000) | (0.6604)
rs72654473 A | 0.0682 | 0.0700 | 0.0321 | 0.0645 | 0.0149
(0.3808) | (0.2148) | (1.0000) | (0.1549)
rs439401 C | 0.3864 | 0.4900 & 0.4026 | 0.4839 | 0.3235
(0.7502) | (0.2148) | (1.0000) | (0.0871)
rs445925 APOC1 T 0.0682 0.0800 0.0385 0.0645 | 0.0147
(0.3808) | (0.2148) | (1.0000) | (0.1549)
rs584007 G 0.3864 0.4900 0.4026 0.4833 | 0.3235
(0.7502) | (0.2148) | (1.0000) | (0.0871)
rs142372275 T 0.0000 0.0100 0.0064 0.0323 | 0.0221
(1.0000) | (1.0000) | (1.0000) | (1.0000)

aLos resultados reportados son frecuencias alélicas en cada grupo y entre paréntesis se reportan
los valores de p, calculados a partir de una regresion logistica multivariable, ajustando por edad,
género, FDR y 1000 pruebas de permutacién para ajustar por comparaciones multiples; MA: alelo
de frecuencia menor, TEA: trastorno del espectro autista, TB: trastorno bipolar, EZQ:
esquizofrenia, TNM: trastorno neurocognitivo mayor, CT: control.

Al realizar el analisis estratificando por sexo, en los hombres ningun SNP

mostro diferencias estadisticamente significativas. A diferencia en las mujeres,

dos SNP's en la region intergénica entre APOE y APOC1 (rs439401 y rs584007),

mostraron asociacion nominal en los grupos EZQ, TB y TNM, al comparase con

el grupo CT (p < 0.05). Sin embargo, ninguna de estas asociaciones continuo

significativa después del ajuste por comparaciones multiples.

——
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5.2.- Andlisis de asociacibn de haplotipos en la region
TOMMA40/APOE/APOCL.

Al comparar las frecuencias de los haplotipos obtenidos de 12 SNPs, entre
los sujetos con diagndstico de alguna patologia psiquiatrica (TEA + EZQ + TB +
TNM) y el grupo CT, el haplotipo H5 presenté asociacion estadisticamente
significativa (p < 0.05). En la Tabla 5, se muestran las frecuencias haplotipicas
en la muestra total y en cada grupo de estudio.

Mientras, que el analisis estratificado de acuerdo al diagndstico
psiquiatrico, no presentd ningun haplotipo asociado con EZQ, para TNM los
haplotipos H1 y H5, mostraron diferencias estadisticamente significativas. Es de
llamar la atencion, que los grupos de TEA y TB presentaron asociacién con H1
y H5, respectivamente.

Tabla 5. Resultados de la asociaciéon de haplotipos en la region
TOMMA40/APOE/APOCI sin estratificar por diagnéstico psiquiatrico.

Haplotipo?® Muestra Total TEA EZQ TB TNM CT
H1:CGGAACACCCGAP 0.09 0.11° 0.06 | 0.07 | 0.19 | 0.06
H2: TACAATGCCCAA 0.13 0.19 012 |0.10| 0.16 |0.15
H3: TACGACGCCCAA 0.23 0.21 025 |023 | 021 | 0.21
H4: TACGGTGCCCGA 0.23 0.15 024 | 026 | 0.16 |0.18
H5:TACGGTGCCCAA 0.19 0.21 0.22 |0.14 | 0.16 | 0.29

@ Los resultados reportados son frecuencias haplotipicas. ® Cada letra representa el alelo en
orden, de los siguientes polimorfismos: rs71352238, rs2075650, rs34404554, rs157582,
rs8106922 rs1160985, rs769449, rs7412, rs72654473, rs445925, rs584007, rs142372275. ¢ En
negro se reportan las diferencias en frecuencias haplotipicas estadisticamente significativas (p <
0.05, después de 1000 pruebas de permutacion). TEA: trastorno del espectro autista, TB:
trastorno bipolar, EZQ: esquizofrenia, TNM: trastorno neurocognitivo mayor, CT: control.

Para conocer como se encuentra la estructura de los haplotipos en la
poblacion estudio compara con otras poblaciones. Para ello, se comparé la
estructura del bloque de desequilibrio de ligamiento de la muestra total de estudio
y las tres poblaciones de referencia CEU, YRIy NAT. Enla Figura 1, se muestran
los mapas de calor del valor de r2 de la comparacion entre cada SNP en las

cuatro poblaciones, como medida del desequilibrio de ligamiento (LD).
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Figura 1. Mapas del desequilibrio de ligamiento en las distintas
poblaciones.
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En la figura se muestran los mapas de calor del valor de r? entre cada SNP, como medida del
desequilibrio de ligamiento en las distintas poblaciones. Se reportan los valores de r2
comparando dos SNP's entre si. Los valores con bajo LD se encuentran mas cercanos al color
ambar, mientras que valores de LD grandes se encuentran cercanos al color rojo. Mientras que,
en la parte superior de las imagenes, cada linea representa la posicién de cada SNP en el gene.
CEU: poblacion de ascendencia europea del norte de Utah, YRI: poblacién yoruba de Ibadan,
NAT: poblacion nativa mexicana.
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De acuerdo a este analisis, el LD observado en los bloques de las
diferentes poblaciones es distinto en las cuatro poblaciones. Particulamente, en
la poblacion YRI todos los marcadores incluidos en el analisis se encuentran en
bajo desequilibrio de ligamiento (promedio de r? = 0.6432). Mientras que en la
poblacidon NAT, el bloque se acorta a una longitud de 19.2 kb y solo se
encuentran en LD los SNP's ubicados en el gen TOMM40 (promedio de r’=
0.7915). Mientras que en la poblacién CEU, el bloque presenta un LD alto en la
region que inicia en TOMM40 hasta APOE (promedio de r? = 0.7045). De manera
interesante, la poblacion mexicana mestiza presentd dos bloques con un LD alto,
uno que abarca desde el intron 1 de TOMMA40 hasta el intron 1 de APOE; vy el

otro desde el exon4 de APOE y hasta la region intergénica entre APOE-APOCL.
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6.- DISCUSION.

Muchos enfoques distintos de analisis se han desarrollado para tratar de
esclarecer la patologia de las enfermedades mentales, desde estudios genéticos
funcionales en modelos animales hasta el modelado matematico de la
sintomatologia psiquiatrica 193194 Mientras que, con el desarrollo de nuevas
tecnologias que nos permiten escanear el genoma humano a precios
relativamente accesibles, nuevas puertas se estan abriendo para el analisis del
posible efecto que tienen las variaciones gendmicas en las enfermedades
mentales. Para tratar de explicar un pequefio aspecto de las variaciones
genéticas en las enfermedades mentales, en el presente estudio se realizdé un
analisis de asociacion de gen candidato, con polimorfismos en la region
TOMMA40/APOE/APOC1 en poblacion mexicana con diagnoéstico de cuatro
enfermedades mentales (TEA, EZQ, TB y TNM). En el primer enfoque de analisis
se realizé un estudio de asociacion de SNP’s individuales sin estratificar por
diagndstico psiquiatrico, evaluadas como un "fenotipo comun”. Mientras que, en
el segundo enfoque de andlisis, los pacientes fueron separados de acuerdo al
diagndstico psiquiatrico.

La asociaciéon encontrada en los dos enfoques de analisis, fue con
polimorfismos en la region intergénica de APOE y APOC1 (rs439401 y rs584007)
en pacientes de sexo femenino de los grupos de EZQ, TB y TNM. En estudios
funcionales en lineas celulares, la region donde se encuentran estos SNP’s, es
una region que tiene efectos en cis sobre APOE y TOMMA40, conocida como el
ME1. Se sabe que alelos de frecuencia menor en el ME1 pueden aumentar la
expresion de TOMM40 y APOE, en lineas de origen neuronal y hepatico ©°.

Mientras que, al evaluar los haplotipos con asociacién H1 Y H5, los SNP’s con
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frecuencia menor dentro de los haplotipos se encuentran en la region del ME1 y
el IVS2-4 105 |a region IVS2-4, se encuentra en el intron 2 de TOMM40 y se
sabe que también presentan efectos en cis sobre la expresion de TOMM40 y
APOE. En el caso de lineas celulares de origen neuronal, el efecto de las
variaciones en la regién IVS2-4, aumentan la expresién de APOE, mientras que
en la linea celular de origen hepatico aumentan la expresion de TOMMA40.

El efecto de variantes genéticas en la region de TOMM40/APOE/APOC1
principalmente en regiones que actuan en cis y que encontramos que confieren
un mayor riesgo al desarrollo de alguna patologia mental, podria correlacionar
con estudios a nivel de estructura cerebral realizados recientemente en la
Universidad de Arizona. En este estudio se evalué si las isoformas de APOE
podrian tener un efecto no soélo en la progresion hacia deterioro neurocognitivo,
sino que también podrian estar modulando el desarrollo cerebral temprano. El
estudio fue realizado en nifios de 2 a 25 meses, donde los portadores del alelo
E4 presentaban una disminucién de la materia gris en regiones temporo-
mediales y temporo-laterales del cerebro, regiones del cerebro principalmente
dafadas durante el deterioro cognitivo. Los cambios estructurales cerebrales en
este grupo de nifios los llevd a concluir que posiblemente los nifios portadores
del alelo E4, presentan una mayor predisposicion a desarrollar deterioro
neurocognitivo incluso desde etapas tempranas del desarrollo '%. Al analizar la
estructura de LD en la poblacién de estudio, la region donde se encuentran las
variantes que codifican las isoformas de APOE se encuentran en alto LD con las
variantes reguladoras en cis que se encuentran en el ME1. Por lo que variaciones
en las regiones reguladoras de la expresién de APOE de forma sinérgica a las

isoformas proteicas de APOE, podrian estar apuntando a un mecanismo de
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neurodesarrollo deficiente dependiente de APOE desde el TEA hasta el TNM.
Los hallazgos encontrados en estos estudios podrian estar sustentando una de
las hipotesis mas fuertes para tratar de explicar la etiologia de las enfermedades
mentales, "la hipdtesis del neurodesarrollo" 197,

La hipodtesis del neurodesarrollo establece de manera general que las
alteraciones estructurales cerebrales observadas en las enfermedades
mentales, provienen desde incluso etapas muy tempranas del desarrollo
embrionario cerebral 9. En estudios recientes en modelos animales de raton
que tratan de sustentar la hipétesis del neurodesarrollo, se expuso que en un
raton knock-out de la proteina dependiente de la actividad neuroprotectora
(activity-dependent neuroprotective protein, ADNP), una de las proteinas con
mayor asociacion en TEA, regula de forma diferencial la expresion de ApoE
dependiendo del género durante el desarrollo embrionario %819 Se sabe que
ADNP es esencial para el desarrollo cerebral, incluso juega un papel
fundamental para el desarrollo embrionario, debido a que la completa deficiencia
de ADNP en el raton provoca que no exista cierre del tubo neural y una muerte
embrionaria en las etapas E8.5-E9.5 del desarrollo embrionario del ratén 0. En
relacion al desarrollo diferencial del cerebro de acuerdo al género la proteina
ADNP y ApoE podrian tener un papel sinérgico fundamental. En el mismo
modelo de raton, las hembras presentaron un efecto diferencial en la expresion
de ApoE en el hipocampo incluso independientemente del genotipo en ADNP.
Las hembras sin la mutacion de ADNP durante el desarrollo embrionario,
presentaron niveles al doble de mRNA de Apoe en el hipocampo en comparacion
a los machos sin la mutacion, ademas de que en las hembras heterocigotas para

la mutacion de ADNP la concentracion del mRNA se duplica nuevamente al
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compararse con la concentracidon en las hembras sin la mutaciéon de ADNP. Los
cambios en los niveles de expresion de Apoe dependientes de ADNP, podrian
relacionar a ApoE con un desarrollo cerebral dimérfico entre mujeres y hombres,
lo cual podria apuntar a la correlacion que existe entre las diferencias
observables en la incidencia de las enfermedades mentales entre ambos sexos
111, Como se expuso anteriormente las variantes en las regiones reguladoras del
gen APOE con asociacion en las mujeres, se encuentran en dos regiones
conocidas como IVS2-4 y ME1. Las variaciones genéticas en estas regiones
reguladoras de la expresion de APOE podrian estar modulando de forma
diferencial la actividad transcripcional de este gen en momentos claves durante
el desarrollo embrionario, lo cual conllevaria a establecer patrones de
conexiones neuronales distintas entre hombres y mujeres, ademas de un posible
cambio en los patrones de conexion neuronal durante el desarrollo de las
enfermedades mentales entre hombres y mujeres.

El mecanismo molecular por el cual la region 1IVS2-4 podria modular la
expresion de APOE aun no ha sido caracterizado. Sin embargo, para la regiéon
ME1 se cuentan con varias hipotesis de su mecanismo molecular. La regién ME1
es blanco de unién de un conjunto de receptores conocidos como receptores
hepaticos tipo X (LXR), los cuales regulan la expresion de genes involucrados
en el metabolismo de esteroles, como la ApoE "2, Los LXR son factores de
transcripcion activados por la union de oxysteroles. En su estado basal los LXR
forman heterodimeros con otro conjunto de receptores conocidos como
receptores retinoides X (RXR), el heterodimero se une al DNA mediante unas
secuencias conocidas, como elementos de respuesta a LXR (LXRE), con lo cual

los LXR en su estado basal inhiben la expresion de sus genes blanco. Sin
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embargo, cuando existe union de un ligando de LXR, como el 24S-
hydroxycholesterol, los LXR cambian su conformacién y este cambio
conformacional activa la transcripcion de los genes blanco, como APOE vy
ABCA1 "3-116_ Como se menciond anteriormente, en el presente estudio las
principales diferencias en frecuencias alélicas se encontraron a nivel del ME1,
lugar de union del complejo LXR-RXR, el cual regula la expresion de APOE. Es
ampliamente conocido que los enhancer son una parte fundamental de la
regulacion de la expresion génica ''7-11°, En este sentido las variantes asociadas
en las regiones reguladoras podrian estar influenciando la expresién diferencial
dependiente del género de APOE mediante la formacién de complejos con
conformaciones distintas entre el ME1-LXR y ADNP. Los posibles cambios
conformacionales de los complejos de inicio de la transcripcion podrian cambiar
el patrén de expresion de APOE, durante el desarrollo del cerebro, lo cual estaria
influenciando la manifestacion de sintomatologia psiquiatrica desde etapas
tempranas del desarrollo, de forma diferencial dependiendo del género del
paciente. Sin embargo, aun se deben de realizar mas estudios, para poder
caracterizar de forma funcional y a nivel de expresion espacio temporal los genes
en el cluster TOMM40/APOE/APOC1 durante el desarrollo embrionario cerebral
en poblacibn mexicana para poder caracterizar las posibles influencias que

tendrian estas variantes.
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7.- CONCLUSIONES.

En el presente estudio se estableci6 una asociacion nominal de
polimorfismos en la region de TOMM40/APOE/APOC1 con un mayor riesgo a
desarrollar TEA, EZQ, TB o TNM, en pacientes de sexo femenino. La asociacién
dependiente del género de las variantes presentes en la region intergénica entre
APOE-APOC1, como se expuso anteriormente se encuentran principalmente en
una region que regula la expresion de APOE. Aun, cuando el tamafio de muestra
confiere una limitante al presente estudio, la asociacién nominal dependiente del
género encontrada nos abre las puertas para poder plantear mas estudios
dirigidos a estudiar los mecanismos moleculares que regulan la expresion de
APOE durante el desarrollo cerebral normal y como los posibles cambios en la

expresion podrian llevar a estados patoldgicos.
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