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Abreviaturas

ABC: Area bajo la curva

ADN: Acido desoxirribonucleico-2’

ARN: Acido ribonucleico

ADNc: ADN complementario

ANXA2: Gen codificante para la Anexina 2

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

AVP: Arginina vasopresina

CLEC9A: Gen codificante para el dominio de lectina de tipo C Familia 9 Miembro A
COMT: Gen codificante para la catecol-o-metiltransferasa

CRHRZ1: Gen codificante para el receptor de hormona liberadora de corticotropina
Cr: Ciclo de umbral (threshold cycle)

DATL1: Gen codificante para el transportador de dopamina

DMS- lll: Manual diagnéstico y estadistico de los trastornos mentales 3ra edicion
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 3th edition)

DMS-VI: Manual diagndstico y estadistico de los trastornos mentales 4ta edicion
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 4th edition)

DMS-V: Manual diagndstico y estadistico de los trastornos mentales 5ta edicion
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 5th edition)

DRD2: Gen codificante para el receptor 2 de dopamina

FkBP5: Gen que codifica para la chaperona de hsp90

FRET: Principio de transferencia de energia de resonancia fluorescente (Forster
resonance energy transfer)

GABA= Acido gamma-aminobutirico

GAPDH: Gen codificante para la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

GC: Glucocorticoides

HACT: hormona adrenocorticotrépica

HHA: Eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal

HLC: hormona liberadora de corticotropina

HTR2A: Gen codificante para el receptor de 5-hidroxitriptamina 2A

NR3C1: Gen codificante para el receptor de glucocorticoides

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)

gPCR: PCR cuantitativa (quantitative polymerase chain reaction)

RG: Receptor glucocorticoide

RM: Receptor de mineralocorticoide

ROC: Curva caracteristica Operativa del Receptor (Receiver Operating
Characteristic)

SLC6A4: Gen codificante para la proteina transportadora de serotonina Familia 6
Miembro 4

SNV: Variante de un sélo nucledtido (Single Nucleotide Variant)

TEPT: Trastorno por Estrés Postraumatico

TLR8: Gen codificante para el receptor toll-like 8

18S: Gen codificante para ARN ribosomal 18S

5-HTT: Transportador de serotonina

5-HTR2A: Gen codificante para el receptor de 5-hidroxitriptamina 2A



I.  Introduccion

1.1 Trastorno por estrés postraumatico

Generalidades del trastorno por estrés postraumético

El trastorno por estrés postraumético (TEPT), es una patologia que presentan
algunas personas, después de haber vivido o presenciado, un acontecimiento
estresante, 6 que ponga en riesgo la vida o integridad fisica del individuo. La
respuesta normal de cualquier individuo ante una situacion de estrés implica una
serie de cambios fisiolégicos que preparan a la persona para afrontar dicha situacion;
esta respuesta de "lucha o huida" es una reaccion tipica que sirve para proteger a la
persona de cualquier peligro. La gran mayoria de personas presentaran una serie
de reacciones después del evento, como temor o pesadillas, sin embargo éstas
desapareceran gradualmente de forma natural (National Institute of Mental health,
2016). En personas que padecen sindrome por estrés postraumatico las reacciones

siguen en los meses posteriores al evento (National Institute of Mental health, 2016).

Un evento traumatico, segun el manual diagnostico y estadistico de los trastornos
mentales, editado por la Asociacion Estadounidense de Psiquiatria en su cuarta
edicién, puede involucrar la amenaza de muerte o de la integridad fisica del
individuo; asi como presenciar eventos que involucren una lesién o la muerte de
otra persona. Ademas, puede involucrar el conocimiento a través de familiares o
personas cercanas a acontecimientos que atenten contra la integridad fisica o

pongan en riesgo la vida (DSM-V).

Dicho evento traumatico puede ser experimentado a través de enfrentamientos
armados, robo con violencia, ataques terroristas, secuestro, tortura, los desastres
naturales, violacién sexual, la violencia doméstica o psicoldgica, el abuso emocional,
e inclusive posterior al diagndstico de una enfermedad potencialmente mortal. Otra
causa que puede desencadenar el TEPT, es la exposicion repetida o extrema a
detalles repulsivos del evento traumatico, como ocurre con profesiones tales como,
rescatistas, paramédicos, policias, etc. Sin embargo, solo el 30% de los individuos

gue enfrentan un evento potencialmente traumatico desarrollan TEPT. Por otra
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parte, estudios epidemiolégicos han demostrado que una gran mayoria de individuos

que presentan TEPT han padecido algun otro trastorno psiquiatrico, como son:

trastornos del estado de animo (61.5%), de ansiedad (59%), trastornos por uso de

sustancias (46.4%) o tendencias suicidas(92%) (Pietrzak et al., 2011).

Los sintomas del trastorno por estrés post traumatico generalmente aparecen de

manera persistente a partir del primer mes después del evento trauméatico (National

Institute of Mental health, 2016), tiempo en el cual permite ser distinguido del estrés

agudo (DSM-V, American Psychological Association, 2014).

Los sintomas que presentan las personas con TEPT caen en cinco principales

categorias.

1)

2)

3)

Sintomas de intrusion: Recuerdos angustiosos recurrentes, involuntarios e
intrusivos, suefios angustiosos recurrentes, relacionados con el evento que

suscito el trastorno (DSM-V, American Psychological Association, 2014).

Reexperimentacion: Estos sintomas se caracterizan por una
reexperimentacion del suceso traumatico, la cual es de forma recurrente y en
casos mas graves acompafiado de una pérdida de la conciencia del entorno
presente. Incluyen malestar psicologico intenso o prolongado al exponerse a
factores internos o externos que simbolizan el suceso traumético (ruidos
estridentes en el caso de personal militar). Ademas, se presentan reacciones
fisiolégicas intensas, como sudoracién o palpitaciones (DSM-V, American

Psychological Association, 2014).

Evitacidn activa: Evitacion o esfuerzos para evitar recuerdos, pensamientos
0 sentimientos angustiosos, acerca de o estrechamente asociados con el
suceso traumatico. También se produce la evitacidon o esfuerzos para evitar

recordatorios externos (personas, lugares, conversaciones, actividades,



objetos, situaciones) relacionados con el evento traumatico (DSM-V,

American Psychological Association, 2014).

4) Alteraciones negativas cognitivas y del estado de animo: Incapacidad de
recordar un aspecto importante del suceso traumatico (debido tipicamente a
amnesia disociativa y no a otros factores como una lesién cerebral, uso de
alcohol o drogas); creencias 0 expectativas negativas persistentes y
exageradas sobre uno mismo, los demas o el mundo; percepcion
distorsionada persistente de la causa o las consecuencias del suceso
traumatico que hace que el individuo se acuse a si mismo o a los demaés;
estado emocional negativo persistente (miedo, terror, enfado, culpa o
verguenza); disminucion importante del interés o la participacion en
actividades significativas; sentimiento de desapego o extrafiamiento de los
demds; asi como la incapacidad persistente de experimentar emociones
positivas (felicidad, satisfaccion o sentimientos amorosos) (DSM-V, American
Psychological Association, 2014).

5) Hiperactividad o alteracion importante en los estados de alerta y
reactividad (Arousal): Comportamiento irritable y arrebatos de furia (con
poca 0 hinguna provocacion); comportamiento imprudente o autodestructivo;
hipervigilancia; respuesta de sobresalto exagerada; problemas de
concentracion; alteracion del suefio (dificultad para conciliar o continuar el
sueiio, o suefio inquieto) (DSM-V, American Psychological Association,
2014).

Epidemiologia del TEPT en México

Se estima que un 50 a 90% de la poblacién mundial ha estado expuesta a algun tipo
de evento traumatico a lo largo de su vida, aunque no todos desarrollaran TEPT.
(Robert J. Ursano, 2005). La prevalencia a lo largo de la vida del TEPT en Estados

Unidos de América segun la Encuesta Nacional de Comorbilidad (NCS-R), es del



7.8% (Kessler, 2005). Dicha encuesta fue realizada entre febrero del 2001 y abril del
2003, en la que se evalu6 a 5,692 participantes utilizando los criterios del DSM-IV
para diagnostico de TEPT (Kessler, 2005).

En México, existen pocos estudios referentes a la prevalencia y epidemiologia de
TEPT. Sin embargo, existen reportes que sugieren que al menos un 68% de la
poblacion mexicana ha sido expuesta a un evento traumético a lo largo de su vida.
(Medina-Mora et al., 2005). Asi mismo, de acuerdo con la Encuesta Nacional de
Epidemiologia Psiquiatrica realizada en México (2003- 2016) con un total de 5,826
participantes, se ha reportado una prevalencia del TEPT de 1.45%, siendo mas
frecuente en mujeres (2.3%) en comparacion con varones (0.49%). Ademas, los
eventos traumaticos mas frecuentes que suscitaron este trastorno en la poblacion
estudiada fueron la violacién, abuso sexual, acoso y secuestro (Medina-Mora et al.,
2005). Por otra parte, de acuerdo con la encuesta de Salud Mental Adolescente, la
prevalencia del TEPT en poblacion de 12 a 17 afios es de 0.3% en hombresy 1.7%

en mujeres (Benjet C, 2009).

Con base en la Encuesta Nacional de Victimizacién y Percepcién Sobre la Seguridad
Publica publicada en 2017 por el INEGI, 2017 fue el afio mas violento en nuestro
pais en las ultimas dos décadas. Esta tendencia ha ido a la alza, si consideramos
gue en mayo del 2018 se registré la tasa mas alta de homicidios dolosos en el pais
en comparacion con los mismos reportes de mayo del 2017 (Victimas de Delitos del
Fuero Comun, Secretaria de Gobernacion de México. Mayo de 2018), por lo que el
2018 fue un afio histérico en cuestiones de inseguridad. Debido a que la inseguridad
gue enfrenta el pais continla empeorando, y aunado al patron de crecimiento
acelerado de la ola de violencia, es factible plantear que exista un incremento de
personas expuestas a sucesos traumaticos y con ello, la probabilidad de tener mas

casos de TEPT en nuestro pais.



Fisiopatologia del TEPT

El eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA) es el coordinador neuroendocrino central
del sistema de respuesta al estrés de los mamiferos, por lo cual se ha estudiado en
pacientes con trastorno de estrés postraumatico. Este eje esta conformado por
componentes endocrinos hipotalamicos, la glandula hipdfisis y las glandulas
suprarrenales (Sherin et al 2011).

Cuando una persona es sometida a estrés, el hipotalamo libera dos hormonas, la
arginina vasopresina (AVP) y la hormona liberadora de corticotropina (HLC); que a
su vez estimulan la glandula hipdfisis para promover la produccion y liberacién de la
hormona adrenocorticotropica (HACT). Esta ultima induce la sintesis de
glucocorticoides (GCs), como el cortisol, y su liberacion de las glandulas
suprarrenales (Stephens et al., 2012). La HLC estimula un estado de alerta, asi como
el sistema hipotalamico B-endorfina, que presenta efectos analgésicos y afecta la
termogénesis, al tiempo que suprime el apetito, la funcion reproductiva y el
crecimiento. Posteriormente los glucocorticoides se unen a los receptores de
glucocorticoides en las células de la hipdfisis anterior, el hipotdlamo y el hipocampo
para regular la produccion de HLC y HACT (Fig. 1). Este sistema se modula por
sefalizaciones de retroalimentacion negativa, que se dan por la limitacion en la
duracion de la exposicion tisular de los glucocorticoides, minimizando asi los efectos
catabdlicos, anti reproductivos e inmunosupresores de estas hormonas (Tsigos y
Chrousos, 2002).
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Fig 1. Mecanismo de la activacién del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA) por
medio del estrés. Modificada de: (Argentieri et al. 2017). Al presentarse una
situacion estresante, se libera del hipotalamo la arginina vasopresina (AVP) y la
hormona liberadora de corticotropina, que son captadas por la hipdfisis y
promueven la liberacién de hormona adrenocortropica que es captada por la
corteza adrenal de las glandulas suprarrenales estimulandolas para la liberacién de
glucocorticoides (GCs) como el cortisol.
Respecto a la fisiopatologia del TEPT, se ha reportado que el eje hipotalamo-
hipofisis (HHA) se encuentra alterado en estos pacientes incapacitandolos para
responder de forma normal a los factores estresantes. Sin embargo, los resultados
no han sido del todo concluyentes debido a que algunos estudios sugieren una
hiperactividad del eje HHA en esta enfermedad, mientras que otros encuentran lo
opuesto (Bremner et al 1997; Baker et al .1999; Yehuda et al., 2000; Cohen et al

2009).



Diagnostico y tratamientos para el TEPT

El término de trastorno por estrés postraumatico se publicé por primera vez en la
tercera version del Manual diagndstico y estadistico de los trastornos mentales de la
Asociacion Americana de Psiquiatria en 1980 (DMS-IIl). Desde entonces, el
diagnostico de este trastorno ha sido un campo constante en las dos versiones
subsecuentes de este manual. La mayoria de los estudios publicados, cuenta con
individuos que han sido diagnosticados siguiendo los parametros de la cuarta
version del manual (DMS-IV), sin embargo, en la actualidad el diagndstico de este
trastorno se realiza por medio de los criterios de la version méas actual de esta guia,
el manual diagnoéstico y estadistico de los trastornos mentales- publicado en 2013;
qgue cuenta con algunas modificaciones frente a la version anterior, los cuales se

muestran en la tabla 1.

Sin embargo, por la heterogeneidad de los sintomas que presenta esta enfermedad,
el diagndstico se dificulta en ocasiones (Brewlin et al., 2017). Ademas, la complejidad
del trastorno se incrementa por el tipo de trauma y la comorbilidad asociada al
individuo, debido a que el TEPT se encuentra asociado con otros trastornos
psiquiatricos como son trastornos depresivos, de ansiedad y de abuso de

substancias. (Roberts, et al 2015).

Las pautas de tratamiento del TEPT suelen incluir tanto orientacion psicoldgica,
como tratamientos farmacoldgicos. A pesar que de no existe un enfoque definido
sobre como tratar el TEPT, la Guia practica para el tratamiento de pacientes con
trastorno por estrés agudo y trastorno por estrés postraumatico de la Asociacion
Americana de Psiquiatria, recomienda el uso de la terapia psicologica basada en el
trauma como primera linea del tratamiento, seguido del uso de medicamentos como
un tratamiento complementario o de préxima linea. De igual forma las
consideraciones practicas de cada paciente pueden influir en tratamiento
seleccionado; por ejemplo las posibilidades de la organizacion que diagnostique al

paciente de brindarle atencion psicoldgica o los medicamentos disponibles; asi como



la existencia de patologia coexistentes al TEPT como depresion, ansiedad, dolor
agudo, o abuso de alcohol, que pueden influenciar en el tipo de tratamiento
seleccionado (Pietrzak, et al,. 2011).

Las terapias psicolégicas para el tratamiento del TEPT tienen como objetivo
minimizar los sintomas de intrusion, evitacion e hiperactividad del TEPT, mediante
la combinacion de aprendizaje y acondicionamiento para cambiar los patrones de
pensamiento, ademas de la reexperimentacion de memorias y emociones
relacionadas al trauma para dar paso a una desensibilizacién y a un mejor manejo
de los factores estresantes relacionadas al trauma. Entre estas terapias se
encuentran la terapia cognitivo-conductual, terapias de manejo de habilidades,
terapia basada en la exposicidon y otras formas de terapias individuales y grupales
(Hoffman, et al,. 2018).

Los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina son los medicamentos que
han mostrado mayor efectividad, reduciendo los sintomas de TEPT en un 60% de
los pacientes (Secretaria de Salud, México. 2011). Asi mismo, segun la U.S. Food
and Drug Administration (FDA), ha aprobado solo paroxetina y sertralina para el
tratamiento de pacientes con TEPT (Hoffman et al 2018). Sin embargo, también se
han usado otros medicamentos inhibidores de la recaptura de serotonina y
norepinefrina; antidepresivos triciclicos; otros antidepresivos de segunda
generacion; antipsicoticos atipicos; anticonvulsivos y estabilizadores del humor;
agentes adrenérgicos; benzodiacepinas; y otros agentes farmacoldgicos tales como

naltrexona, cicloserina e inositol (Hoffman et al 2018).
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1.2 Biomarcadores diagnoésticos para el TEPT

Biomarcadores para diagnosticar TEPT

Un biomarcador se define como un proceso, sustancia o estructura biologica que se
puede medir en el cuerpo o sus productos para analizar el riesgo de desarrollar una
determinada enfermedad, diagnosticarla, evaluar su progreso y prondstico, asi como
su respuesta al tratamiento (Schmidt, et al 2013). Por otra parta los biomarcadores
moleculares se definen como el subconjunto de los marcadores biol6gicos medibles
0 detectables en funcion de sus caracteristicas moleculares, asi como cualquier
version modificada de estos analitos, que pueden estudiarse utilizando tecnologias
gendmicas o proteomicas, estos pueden ser clasificados en biomarcadores de: ADN,
ARN, proteinas y metabolitos (Laterza, et al 2007). Sin embargo, cabe mencionar
que a pesar de que estas moléculas se encuentran diferenciadas entre individuos
sanos y los que padecen alguna patologia o estan en riesgo a padecerla, no significa
gue los cambios sean reflejados en algun otro nivel del organismo; es decir, puede
existir un cambio a nivel ADN, ARN, proteina o en los metabolitos, que no represente
un cambio en el fenotipo, un cambio en la expresion de un gen (concentracion de
ARNM) no necesariamente impacta en la cantidad de proteinas, o la cantidad de
proteinas no siempre significa que todas ellas sean funcionales. En el presente
trabajo soOlo se estudia el cambio en la concentracion de transcrito de ARN
mensajero, sin embargo el TEPT al ser una patologia tan compleja podria tener otras

alteraciones a nivel molecular.

Un gran numero de autores han propuesto el andlisis diferencial de la concentracion
de transcritos de ARN mensajero (ARNm) de genes de interés relacionados con
ciertas patologias. De tal forma que la concentracion de ARNm, es decir, la expresion
génica, indique el estatus de una organismo o tejido, como se distingue cuando se
utiliza un marcador bioquimico (Sunde, 2010). De hecho algunos autores sugieren
gue la informacion genética y gendmica permitird una diagnéstico mas temprano y

mas preciso de la enfermedad y su progresion; del mismo modo que actualmente se
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estan identificando factores de riesgo genéticos comunes para una gran variedad de
enfermedades, como cancer y diabetes (Bell, 2004). El analisis de los ARNm, ha
sido posible gracias al desarrollo de diversas tecnologias, desde el descubrimiento
de la transcriptasa reversa y la polimerasa de ADN termoestable, el desarrollo y
optimizaciéon de la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real, las
tecnologias de microarreglos y la secuenciacion de ARN (ARNseq); en conjunto con
la bioinformatica han proporcionado colectivamente la capacidad de evaluar los
niveles relativos de transcritos de genes, permitiendo el uso de éstos en la medicina
(Sunde, 2010).

A diferencia de otras enfermedades tales como la diabetes, el cancer o la hepatitis
actualmente no existen estudios de gabinete que puedan utilizarse para diagnosticar
el TEPT. Diversos estudios se han enfocado en la busqueda de biomarcadores
para diagnostico, con la finalidad de detectar el TEPT por medio de parametros
cuantificables partiendo de muestras bioldgicas, pruebas genéticas, estudios de

imagen cerebral o su combinacion (Bandelow, et al., 2016).

En el caso del TEPT, se han propuesto una gran variedad de biomarcadores (Tabla
2), uno de los mas importantes es el nivel de cortisol sérico, ya que se ha reportado
gue este se encuentra disminuido en pacientes con TEPT (Gill et al., 2008); sin
embargo los resultados no han sido concluyentes debido que en otros estudios los
niveles de cortisol en pacientes con TEPT no eran diferentes de manera significativa
de aquellas personas que no sufrieron TEPT, por otra parte existe evidencia de que
los bajos niveles de cortisol en pacientes con TEPT pudiera estar relacionada con la
sensibilidad incrementada que existe en la retroalimentacion negativa en los tejidos

sensibles a cortisol (MacMillan,, et al 2009).
A pesar de todas las investigaciones que se han llevado a cabo, la falta de resultados

concluyentes no han permitido establecer un biomarcador que sea capaz de

diagnosticar el TEPT, por lo cual es necesario seguir las diferentes lineas de
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investigacion para desarrollar nuevos biomarcadores diagnoésticos para esta

enfermedad.
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Expresion génicay su cuantificacion por gPCR

La reaccion en cadena de la polimerasa, PCR por sus siglas en inglés (polymerase
chain reaction) es una técnica utilizada en biologia molecular que fue desarrollada
en 1983 por Kary Mullis, basandose en la replicacion del ADN en los organismos,
realizada por la DNA polimerasa. Estas enzimas realizan la sintesis de una cadena
complementaria de DNA en el sentido 5°-> 3" usando un molde de cadena sencilla,
pero a partir de una region de doble cadena. La PCR es un ensayo que permite la
amplificacion de un fragmento especifico de ADN por lo que Unicamente se
necesitan pequefias cantidades de ADN para obtener suficientes copias para ser
analizadas (Garibyan, 2013).

Para realizar una PCR se requiere de ADN molde o templado, oligonucleétidos o
cebadores, polimerasa termorresistente de ADN y nucleétidos trifosfatados. La
técnica se lleva a cabo en un termociclador, un aparato que eleva y baja la
temperatura en pasos discretos, precisos y pre-programados. Inicialmente, la
temperatura se eleva a 95-97°C, esto se realiza para separar la doble cadena de
ADN, esto se conoce tipicamente como desnaturalizacion. Posteriormente la
temperatura desciende para permitir que los oligonucleétidos o cebadores, que son
secuencias complementarias especificas para el fragmento de interés, se unan al
segmento, en un proceso conocido como hibridacion. Después la temperatura
aumenta nuevamente, comunmente a 72°C, momento en el que la polimerasa de
ADN puede extender la cadena a partir de los oligonucle6tidos agregando
nucledtidos a la cadena de ADN en desarrollo, este paso es conocido como
extension (Fig. 2). Estos tres pasos son repetidos de manera ciclica y permiten que
el nimero de copias de este fragmento aumente de manera exponencial en cada
ciclo (Garibyan et al., 2013). Posteriormente los fragmentos de ADN amplificados

son analizados por su tamafio utilizando electroforesis en geles de agarosa.
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Fig 2. Representacion esquematica de la PCR. Modificada de: (Garibyan, 2013). 1.
Desnaturalizacion: La temperatura aumenta hasta 97°C para separar las dos
cadenas de DNA. 2. Hibridacion: La temperatura desciende para permitir que los
oligonucledtidos o cebadores se unan a las regiones de interés. 3. La temperatura
aumenta nuevamente hasta 72°C para permitir que la Taq Polimerasa realice la
extension del ADN, obteniéndose asi copias de la secuencia de interés.

Una técnica derivada de la PCR en punto final es la PCR en tiempo real o PCR
cuantitativa (QPCR), que se desarroll6 originalmente para resolver la limitante de la
cuantificacion exacta del material genético. La gPCR estad basada en el mismo

principio que la PCR de punto final (desnaturalizacion, alineacién y extensién), con
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la caracteristica de emplear fluorescencia por medio de sondas o colorantes que se
adicionan a la reaccion. Esta fluorescencia es proporcional a la cantidad de producto
formado en cada ciclo de amplificacion de la reaccion, lo cual permite calcular el

namero de moléculas de ADN de la secuencia de interés (Kubista et al., 2006).

La fluorescencia es un proceso de emision en el cual las moléculas (fluoréforos) son
excitadas por la absorciébn de radiacion electromagnética, este proceso es el
resultado de tres etapas 1) Excitacion: en la cual un foton de energia es suministrado
por una fuente externa (ej. Lamparas o laseres) y es absorbido por la molécula, la
cual crea un estado singulete electronico excitado. 2) Estado excitado: Este estado
existe por un tiempo finito, en el cual la molécula experimenta cambios
conformacionales. La energia del estado singulete excitado se disipa parcialmente y
se produce un singulete relajado a partir del cual se origina la emisién de
fluorescencia. 3) Emision de la fluorescencia: Se emite un foton que devuelve el
fluoréforo a su estado fundamental. Debido a la disipacién de energia durante el
estado excitado, la energia de este foton es mas baja y, por lo tanto, tiene una
longitud de onda mas larga que la del fotdn de excitacion. Esta diferencia en energia
o longitud de onda se denomina cambio de Stokes. El cambio de Stokes es
fundamental para la sensibilidad de las técnicas de fluorescencia porque permite
detectar los fotones de emision contra un fondo bajo, aislado de los fotones de
excitacion (Godbey, 2014).

Para detectar la fluorescencia se necesitan instrumentos especiales, que a su vez
necesitan tres elementos necesarios para considerarse sistemas de deteccion: 1)
Fuente de luz. 2) filtros de longitud de onda, para aislar fotones de emisiéon de los
fotones de excitacion. 3) detector para registrar fotones de emision y producir una
sefal de salida (Gell et al., 2006)

Los datos proporcionados por los equipos de qPCR estan generalmente basados en
graficas de amplificacién donde se grafica en el eje X los ciclos del experimento,

mientras que en el eje Y se observa el cambio de fluorescencia (ARn). La cinética
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de amplificacion representada en este tipo de graficos puede dividirse en 3 fases
(Fig. 3):

Fase geométrica: Todos los reactivos se encuentran en exceso por lo que la
eficiencia de amplificacién es cercana al 100% y la cinética de amplificacion
tiene un comportamiento que puede estar representado como 2", en donde
n es el numero de ciclos . Es en esta fase, se lleva a cabo la cuantificacion
del ADN amplificado.

Fase exponencial o lineal: Los componentes (dNTPs, oligonucledtidos, buffer,
Mg?*, TagPolimerasa ) de la reaccién comienzan a ser factores limitantes en
el proceso de amplificacion, se generan pirofosfatos y la actividad enzimatica

de la polimerasa comienza a decrecer.

Fase Estacionaria: Se detiene la amplificacion por lo que la cantidad de ADN

se mantiene constante hasta el dltimo ciclo programado en el equipo.
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Fase Estacionaria

1

ARn

+« Fase exponencial
Fase
geomeétri

Umbral de deteccion

|
l' Linea Base i

Ciclos

Fig. 3 Fases en una curva de amplificacion de gPCR. Modificada de: (Huggett
et al,. 2014). La primera fase de amplificacion es la fase geométrica, al cruzar
el umbral de deteccion se determina el Cr, posteriormente se da la fase
exponencial y finalmente la fase estacionaria la fluorescencia no cambia y la
amplificacion se detiene.
Para realizar los ensayos de cuantificacion se define en los equipos de gPCR un
umbral de deteccion (threshold), en el que las muestras pueden ser comparadas
entre si. Este umbral se establece basandose en el ruido de fondo para diferenciarlo
de la fluorescencia que emiten las muestras, tomandose en cuenta las variaciones
de fluorescencia de la linea base en los primeros 10- 15 ciclos donde los cambios
en la sefial son minimos.  Finalmente, el C+ (Ciclo de threshold, o Ciclo de umbral)
es aquel ciclo donde la muestra genera suficiente fluorescencia para llegar al umbral
de deteccion; de forma tal que el Cres inversamente proporcional a la cantidad inicial
de templado y es el fundamento de la gPCR para calcular la cantidad de ARN

mensajero (ARNm) o de ADN (Wong, et al., 2005).

En un inicio, en el desarrollo de gPCR se utiliz6 como primer sistema de deteccion
el bromuro de etidio (Higuchi et al., 1992), aunque después se descarto por su baja
18



sensibilidad, la falta de especificidad y la toxicidad que implica trabajar con este
compuesto. Actualmente los agentes reporteros mas comunes en los ensayos de
gPCR son intercalantes quimicos de ADN y sondas marcadas con fluorescencia
(Kubista et al., 2006).

Los intercalantes de ADN mas utilizados son las cianinas asimétricas, que contienen
dos sistemas arométicos, uno de los cuales esta cargado positivamente. Estos
colorantes no emiten fluorescencia cuando estan libres en solucién, debido a que
las vibraciones que afectan a ambos sistemas aromaticos convierten la energia de
excitacion electronica en calor que se disipa en el disolvente circundante. Sin
embargo, este compuesto emite fluorescencia cuando se une al surco menor del
ADN de doble cadena (Nygren et al., 1998). Los intercalantes de ADN mas utilizados
en la gPCR son SYBR Green y BEBO, estos sistemas de deteccion son
considerados como reporteros no especificos, debido a que emiten fluorescencia en
presencia de cualquier ADN de doble cadena, inclusive en la presencia de dimeros
de oligonucledtidos. Para utilizar esta clase de sistemas de deteccion se requiere del
empleo de buenas practicas de laboratorio y la validaciéon por medio de un ensayo

de disociacion.

Las sondas marcadas son secuencias especificas de ADN, complementarias a una
region particular del ADN de interés. Se basan en acidos nucleicos o en algunos de
sus anélogos sintéticos, como los acidos nucleicos peptidicos (Egholm et al., 1992)
y los &cidos nucleicos bloqueados (Costa et al., 2004). Los marcajes de estas sondas
pueden ser de dos tipos: (i) fluoréforos con fluorescencia intrinseca, tales como los
derivados de la fluoresceina y la rodamina (Sjoback et al., 1995), que a través del
disefio estructural estdn en contacto con una molécula inhibidora; (ii) fluoréforos que
cambian sus propiedades de fluorescencia cuando se unen a &cidos nucleicos
(Kubista et al., 2006).

Existen sondas compuestas de dos moléculas: un fluoréforo y un apagador. De este

tipo de sondas, las que son comunmente utilizadas son las sondas de hidrdlisis,
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conocidas popularmente como sondas Tagman™ (Holland et al., 1991). Esta clase
de sonda utiliza el principio de transferencia de energia de resonancia fluorescente
(FRET por sus siglas en inglés), donde las moléculas forman un par donante-
aceptor, en el cual existe una transferencia de energia de un donador o reportero
fluorescente a un aceptor o un apagador. En las sondas de hidrdlisis, cuando se
encuentran libres en solucion, las dos moléculas se encuentran unidas
estrechamente, y la transferencia de energia es dependiente de la distancia. Una
vez que la sonda se une a la secuencia, ocurren cambios conformacionales en el
reportero y el apagador, o que permite que la polimerasa por medio de su actividad
endonucleasa 5’-3' rompa la union entre las dos moléculas, ocasionando que la
fluorescencia emitida por el reportero deje de ser absorbida por el apagador y pueda
ser detectada por el equipo (Kubista et al., 2006). (Figura. 4)
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Fig. 4 Mecanismo de una sonda TagMan. (Modificada de ThermoFisher: How
TagMan Assays Work? Disponible: hitps://www.thermofisher.com/). 1) La sonda
no emite fluorescencia por la transferencia de energia entre el fluoréforo y el
apagador, dado que se encuentran muy cerca. 2) la sonda se une a la secuencia
de interés por complementariedad entre bases en la etapa del alineamiento 3)
gracias a la accion de exonucleasa de la Taq polimerasa en la extension, la sonda
es degradada y el fluoroforo y el apagador son liberados y se alejan, haciendo
imposible la transferencia de energia y permitiendo asi que el fluoréforo emita
fluorescencia.

La cuantificacion de la expresion de un gen a través de la qPCR primero requiere de
la sintesis de ADN complementario (ADNc) empleando la enzima retrotranscriptasa
a partir del ARN total extraido de las células o tejido que se busca analizar. Este
paso es crucial, debido a que, a diferencia de la ARN polimerasa, la ADN polimerasa
necesita cebadores y es dependiente de ADN. La cuantificacion del gen se puede
llevar a cabo en forma absoluta y relativa. La cuantificacion absoluta, calcula el

namero de copias del transcrito del gen explorado, al realizar una curva estandar e
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interpolando la concentracion inicial del templado con dicha curva. A diferencia de la
cuantificacion absoluta, en la cuantificacion relativa expresion de un gen o la fase Cr
de la curva de amplificacion es comparada entre dos 0 mas grupos experimentales.
Aungque ambos métodos de cuantificacion son empleados para cuantificar expresion

génica, el método mas utilizado es la cuantificacion relativa. (Kubista et al., 2006).

En la cuantificacion relativa, al comparar muestras bioldgicas, se requiere una
normalizacion previa, debido a la gran heterogeneidad que existe entre ellas. Para
llevar a cabo la normalizacion se emplea un gen de referencia interno o
normalizador. Los genes normalizadores son genes que se expresan de forma
constitutiva, es decir, son genes cuya expresion se mantiene homogénea 0 sin
cambios en todos los tejidos. Los genes normalizadores comunmente empleados
son el ARN ribosomal 18S, la B-actina, la GAPDH, entre otros (Bas, et al. 2004).

Para efectuar un andlisis de cuantificacion relativa es posible utilizar métodos

diferentes:

-Curva de calibracion estandar: Se realiza una curva estdndar con muestras de
concentraciones conocidas y las muestras se interpolan en la muestra para
determinar la concentracion, se normalizan con un control endégeno y se comparan
con un calibrador, ya sea una muestra o tratamiento, el calibrador puede tratarse de
un grupo control o de un determinado tratamiento farmacoldgico. Este método difiere
de la cuantificacion absoluta, ya que en esta sélo se obtiene cantidad exacta de

material genético y no se realiza comparacién alguna con ningun calibrador.

-Método comparativo (2-22CT): Es un modelo matematico que calcula los cambios en
la expresion geénica, al obtener la diferencia relativa entre la muestra problemay la
del calibrador o muestra control. Para este método, es necesario realizar un ensayo
de validacion, ya que las cinéticas de amplificacion de la muestra y el calibrador
deben ser similares. Aunque este método realiza una correccion en las eficiencias

de amplificacion no lineales, podrian existir errores en el modelo matematico cuando
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las cinéticas de amplificacion son diferentes entre el gen de interés y el gen
normalizador. La validacién se realiza por medio de una curva de eficiencias
relativas, en la cual se realizan dos curvas de diluciones seriadas del gen de interés
y del gen normalizador. Posteriormente, la curva de eficiencias relativas se
construye graficando en el eje de las X el log de la concentracion del ADN
complementario [ADNCc], es decir las diluciones para definir los limites inferiores de
amplificacion del ensayo de qPCR , y en eje Y, el valor de ACt(Cr(Gen blanco)-CT(Gen
normalizador) para cada punto de las diluciones. Posteriormente, con los datos
obtenidos, se calcula una regresion lineal, si el valor de la pendiente (m) esta entre
-0.1 y 0.1, se puede decir que la eficiencia en la amplificacién es adecuada. Este
método de cuantificacion relativa es ampliamente usado para el analisis de la
expresion génica, debido a que no requiere de una curva estandar, por lo cual es util
cuando se estudian muchas muestras. Sin embargo, es importante realizar la
validacion previa para asegurar datos confiables y reproducibles (Wong, et al.,
2005).

El gen de receptor de glucocorticoides (N3RC1) y el TEPT.

Existen dos tipos de receptores de cortisol: el receptor de mineralocorticoide (RM) y
el receptor glucocorticoide (RG). Por lo regular, el cortisol generalmente tiene mayor
afinidad por los receptores mineralocorticoides, debido a que existe una diferencia
en la afinidad de union de los corticoesteroides al receptor (Herman et al., 2016).
Los RM ayudan a mantener los niveles normales de cortisol que circula en la sangre
durante el ritmo circadiano. Por el contrario, los RG presentan mayor afinidad al
cortisol cuando la concentracion de cortisol es alta, como en una situacion de estrés,

y esta union termina cuando el factor estresante cesa (Herman et al., 2016).
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Fig 5. Gen NR3CL1. Modificado de (Kino, 2017) A) Localizado en el brazo largo del
cromosoma 5 (5g31.3) B) El gen consta de 9 exones y tiene un tamafio de ~ 160
kb. Las dos principales isoformas, la isoforma a y la isoforma 3 son idénticas a lo
largo de los primeros 8 exones, sin embargo la isoforma 8 en el aminoacido 727
presenta un codon de paro siendo mas corta que la isoforma a. C) El gen NR3C1
tiene 11 promotores diferentes que albergan secuencias especificas del exén 1.

Los exones alternativos se muestran como flechas amarillas. La region flanqueante

5 'del gen NR3CL1 tiene regiones promotoras proximal y distal, que abarcan
respectivamente de ~ -37,000 a ~ -32,000 y de ~ -5,000 a ~ 0O, corriente arriba del
sitio de inicio de la traduccién ubicado en el exdn y contiene los exones 1A1, 1A2,
1A3y 11,y 1B, 1C, 1D, 1E, 1F y 1H, respectivamente.

El RG es codificado por el gen NR3C1, y se expresa en todos los tejidos y érganos
del cuerpo (Androutsellis-Theotokis, et al 2013). El gen en humanos consta de 9
exones, se localiza en el brazo largo del cromosoma 5 (5g31.3) tiene un tamafio de
~ 160 kb. Aunque este gen genera varias isoformas de ARNm por medio de corte y
empalme alternativo, existen dos isoformas principales, la isoforma a y la isoforma

B, las cuales constan de 777 y 742 aminoacidos, respectivamente (Fig.5)
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(Tomoshige Kino, 2017). Estas isoformas se generan por corte y empalme
alternativo en el exén 9, siendo idénticas en los primeros 727 aminoécidos. Sin
embargo, a partir del aminoacido 728, la isoforma 8 contiene 15 aminoacidos no
homologos en comparacion con la isoforma a ademas de ser mas corta. La isoforma
a constituye el receptor clasico de glucocorticoides y funciona como un factor de
transcripcion dependiente de ligando, regulando la expresién de los genes que
responden a glucocorticoides, que corresponden aproximadamente del 3-10% del
genoma humano (Galon, et al 2002). Mientras que la isoforma 3 no se une a los
glucocorticoides y funciona como regulador negativo para la actividad

transcripcional inducida por a (Chrousos et al 2005).

En ausencia de ligando, el GR reside principalmente en el citoplasma de las células
como parte de un complejo multiproteico, que consta del receptor, dos moléculas de
hsp90 y una proteina de union, la chaperona FKBP5; en esta conformacién el
receptor tiene poca afinidad por el cortisol. En presencia del ligando éste se une al
receptor, y la FKBP5 es intercambia por otra proteina chaperona FKBP4 que es
capaz de reclutar dineina en el complejo, permitiendo su translocacion nuclear y su

actividad transcripcional (Lu, et al 2005).

El gen NR3C1 cuenta con 11 promotores diferentes, por lo que puede producir 11
transcritos distintos que codifican para el mismo receptor y estos comparten el exon
2, que contiene el codon de inicio de la traduccion. Como resultado del uso
diferencial de estos promotores, los niveles de expresion de las isoformas del RG
pueden variar en forma significativa entre los tejidos. De igual forma existen reportes
qgue indican que en la presencia o ausencia de una enfermedad, sobre todo las
enfermedades que afectan al HHA, como la depresion o el TEPT puede existir una
variacion diferencial en las isoformas del transcrito (Presul, et al 2007; Turner et al
2005). Asi mismo, el uso selectivo de estos promotores en conjunto con la
activacion/inactivaciéon controlan de manera diferencial la estabilidad y la eficiencia
de traduccion del ARNm, lo cual aporta a la expresion diferencial tisular del receptor
(Bockmuhl, et al 2011).
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Debido a que este receptor actia activamente en el mecanismo de la respuesta al
estrés, se han reportado alteraciones en la expresion de este receptor en TEPT
(Girgenti, et al., 2017). Algunos autores atribuyen estos cambios de expresion a
cambios en los patrones de metilacion en los diferentes promotores del gen (menor
metilacion de promotores 1B ,1Cy 1F) (Fig. 5C) resultando en una expresion relativa
de 3.9 veces mayor del gen NR3C1 en pacientes que padecia TEPT a aquellos
sanos (Labonté et al., 2014; Yehuda et al., 2015). Los niveles de expresion del gen
NR3C1 han sido estudiados en modelos murinos anteriormente, mostrando una
sobreexpresion en las ratas sometidos a estrés cronico (Liberzon, et al 2001) y otros
estudios en los cuales se observd una mayor expresion del gen NR3C1 durante
situaciones de estrés agudo (Fujikawa et al., 2000). Sin embargo, también hay
estudios en donde se compararon los niveles de expresion del gen NR3C1 en
pacientes con y sin TEPT, aunque los resultados no han sido concluyentes entre si
(Zaba, et al 2015; Van Zuiden, et al 2011). De igual forma se ha reportado que la
presencia de variantes en el gen NR3C1 rs41423247 y rs258747 aumenta el riesgo
de padecer TEPT (Lian et al. 2014)

De igual forma RG actiia como factor de transcripcion de genes regulatorios que
actuan en el eje HHA, como el gen FKBP5, que codifica para la proteina de unién 5.
El gen FKBPS5 es una proteina chaperona que evita la translocacion del RG al nucleo,
y Cuyo gen se encuentra subexpresado en pacientes con TEPT (Van Zuiden, et al.,
2012), siendo esto un punto clave en la desregularizacién del eje HHA en pacientes
con TEPT. Asi este gen podria ser un candidato en la busqueda de biomarcadores

diagnésticos para el TEPT.
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. Justificacion

En la actualidad, existen pocos estudios sobre el estrés postraumatico en México,
no hay datos claros acerca de la prevalencia ni de la resiliencia de esta enfermedad
en el pais; de igual forma no hay investigaciones que se enfoquen en estudios
genomicos o genéticos enfocados en TEPT. Por otra parte, aunque la Secretaria de
Salud de México cuenta con manuales y guias sobre el diagnostico y tratamiento,
éstas no se han actualizado desde el 2011. Asi mismo, estas guias siguen las
mismas recomendaciones para el diagnéstico basadas en el DMS-V, haciendo el

proceso de diagndstico complejo y poco preciso.

De igual forma, el pais ha experimentado en los Ultimos afios un incremento en la
violencia, lo que ha permitido que cada vez mas personas estén expuestas a
sucesos traumaticos. Lo anterior sugiere que la prevalencia en el pais del TEPT
podria también verse incrementado en nuestro pais. Por tal motivo, sigue siendo
necesario que se desarrollen nuevas técnicas que faciliten el diagnostico de esta
enfermedad, permitiendo asi, que los pacientes reciban una terapia oportuna, para

superar el trauma y mejorar su calidad de vida.
El presente trabajo pretende ayudar a comprender de mejor forma el mecanismo

molecular subyacente a la fisiopatologia del TEPT relacionado con el receptor de

glucocorticoides, y a su vez desarrollar un diagnéstico molecular mas preciso.

27



[ll. Objetivos

Objetivo general

Analizar la expresion del gen NR3C1 en pacientes con trastorno por estrés

postraumatico e individuos sanos.

Objetivos Particulares

Extraer el ARN total de muestras de sangre periférica de pacientes

diagnosticados con TEPT, e individuos sanos.

Sintetizar ADNc a partir del ARN total de muestras de sangre periférica de

pacientes con TEPT, e individuos sanos.
Realizar la estandarizacion y normalizacion del ensayo de cuantificacion
relativa de la expresion génica del gen NR3C1 utilizando como gen

normalizador al 18S.

Comparar la expresion del gen NR3C1 en pacientes con TEPT e individuos

sanaos.

Evaluar si la expresion del gen NR3C1 pudiera ser un posible biomarcador
diagnéstico de TEPT.
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IV. Hipétesis

Si el gen NR3C1 participa activamente en el eje hipotalamo-hipofisis-adrenal, el cual
se ha reportado como disfuncional en pacientes con TEPT, entonces la expresion
del gen NR3C1 se encontrara alterada en esta enfermedad, por lo cual su estudio y
comprension del mecanismo molecular de la transcripcion permitira diferenciar a

pacientes sanos de aquellos que sufren la patologia.
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V. Sujetos y métodos

Muestras analizadas

Posterior a la firma de un consentimiento informado, se tomaron muestras de sangre
periférica de 32 elementos de la Secretaria de Marina (SEMAR) retirados con
diagnostico de Trastorno por Estrés Postraumatico durante el periodo de noviembre
del afio 2017 a enero del 2018 en la Clinica Naval de Cuemanco. Estos elementos
fueron diagnosticados de acuerdo con los criterios del Manual Diagnéstico y
Estadistico de Trastornos Mentales de la Asociacion Americana de Psiquiatria en su
cuarta edicion (DMS-1V) por al menos dos meédicos psiquiatras. De estos 32
pacientes con TETP, 27 (84.3%) de los pacientes fueron hombres y 5 mujeres
(15.7%) con edades entre los 28 y 58 afios. Todos los pacientes con TEPT son
mexicanos y con dos generaciones de ancestros (abuelos) nacidos en México (Ver
Tabla 3).

A la par, como grupo control, se incluyeron 69 elementos en activo (edad 18-47)
pertenecientes a las fuerzas armadas de la SEMAR, a los cuales se les tomaron
muestras de sangre periférica posterior a la aplicacién de un cuestionario y la
obtencién de la firma de un consentimiento informado. Estos elementos fueron
individuos clinicamente sanos y recibieron una evaluacion clinica por al menos dos
médicos psiquiatras de acuerdo con los criterios del Manual DSM-IV para descartar
TEPT. Todos los controles fueron nacidos en México, al igual que sus ancestros dos
generaciones atras. Sin embargo, para el presente estudio Unicamente se incluyeron
59 individuos sanos, de los cuales 55 (93.2%) fueron hombres y 4 (6.8%) mujeres.
Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacion de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional Autonoma de México con No. De registro 048-
2016.
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Tabla 3. Datos de los participantes en el estudio.

Caso Control
N 32 59
Promedio Edad +/- D.E. 36+/-6.4 29+/-6.8
Grupo Edad n (%) n (%)
<29 afios 6 (18.7%) 32 (54.2%)
30- 40 afios 20 (62.5%) 24 (40.7%)
>41 afios 6 (18.7%) 3 (5.1%)
Sexo
Masculino 27 (84.4%) 55 (93.2%)
Femenino 5 (15.6%) 4 (6.8%)

Analisis de la expresion del gen NR3C1.

Previo a la extraccion del ARN de las muestras de sangre periférica, se aislaron los
leucocitos a partir de la sangre total. Para ello se empled un buffer de lisis de
eritrocitos que fue afiadido a las muestras en proporcién 2:1 posteriormente las
muestras fueron centrifugadas a 2500 rpm durante 15min para obtener el paquete
blanco con leucocitos en tubos de 2 mL. A cada tubo con el pellet de leucocitos se
le afiadi6 750 uL de TRIzol™ Reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, U.S.A) y fueron almacenados a -80°C hasta su posterior analisis. La
extraccion del ARN total fue llevada a cabo de acuerdo con el protocolo de extraccion
empleando TRIzol™ siguiendo las recomendaciones del fabricante. En breve, el
protocolo, se llevo a cabo de la siguiente manera: Las muestras fueron
descongeladas y mantenidas en hielo, posteriormente el pellet fue resuspendido en
el TRIzolI™ por inversion, se afiadieron 200 yL de cloroformo, se mezclaron por
inversion y se incubaron en hielo por 10 min; posteriormente se centrifugaron a 2500
rpm por 15 min a 4°C, se tomaron 300 pL de la fase acuosa y se transfirieron a un
tubo nuevo de 1.5 mL, posteriormente se afiadieron 500 yL de isopropanol, se
resuspendio el pellet y se dejé incubando 10 min en hielo, después se centrifug6 a
1120 rpm por 10 min a 4°C, se descarto el sobrenadante. Luego se realizaron dos
lavados con 1 mL de etanol al 75%, resuspendiendo el pellet y centrifugando a 1120

rpm por 10 min a 4°C; después del segundo lavado se descart6 el sobrenadante y
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se dejo secar el pellet aproximadamente 15 min, finalmente se resuspendio en 60

ML de agua grado biologia molecular.

Para determinar la integridad y pureza del material genético de forma
semicuantitativa, se realizaron geles de agarosa al 1.5% marcados con Red Gel™
en condiciones desnaturalizantes afladiendo NaClO al 0.02%. Las concentraciones
absolutas del ARN, asi como los cocientes 260/280 y 260/230 fueron determinadas
por medio de un espectrofotometro de NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, U.S.A). A partir del ARN total, se sintetiz6 ADNCc
empleando el kit comercial High-Capacity ADNc Reverse Transcription Kit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, U.S.A). El ADNc sintetizado fue
nuevamente cuantificado empleando un espectrofotdmetro de NanoDrop™ (Thermo

Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, U.S.A).

El ADNc sintetizado de las muestras de los casos y los controles se emple6 para
cuantificar relativamente el transcrito del gen NR3C1 (Hs00353740_m1) utilizando
sondas TagMan® Gene Expression Assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, U.S.A) TagMan® Gene Expression Assays (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, U.S.A). Como gen de control interno, se
emplearon sondas TagMan® para el gen constitutivo 18S (Hs99999901 sl1). Previo
a la cuantificacion, con el ADNc de una muestra control, se realizé una curva
estdndar de amplificacibn con ambas sondas utilizando las siguientes
concentraciones: 5, 2.5, 1.25, 0.625 y 0.3125 ng/pL. Una vez que se llevo a cabo la
validacion, se procedié a analizar la expresion de NR3C1 en los casos y los
controles. Para la cuantificacion relativa, se prepar6 una mezcla para cada reaccion,
la cual contiene 45ng de ADNCc total, 1 pL de sonda TagMan y 10 pL de Master Mix
TagMan™ Universal PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, U.S.A), en un volumen total de reaccién de 20 pL. Las reacciones
se llevaron a cabo en placas de 96 pozos por triplicado y cada gen fue analizado por
separado en un equipo de PCR en tiempo real Quantstudio 5 (Thermo Fisher
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Scientific, Waltham, Massachusetts, U.S.A). Las condiciones de las temperaturas en

las que se llevé a cabo la cuantificacion estan en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de las reacciones de qPCR

Fase de la reaccion Temperatura Tiempo (min)

Hold Incubacion de UNG 50 °C 02:00
Activacion Polimerasa 95°C 10:00

PCR (x40) Desnaturalizacion 90°C 00:15
Alineamiento/Extension 60°C 01:00

Andlisis de los datos de la PCR en tiempo real

Para la validacion de Método comparativo (2"22CT), se considerd a la cinética de

amplificacion de la PCR como (Livak, et al; 2001):
Xo=Xo (1+Ex)® .oetnn.nn [1]

Donde Xn es el numero de moléculas del gen blanco a un ciclo n de la reaccién, Xo
es el numero inicial de moléculas del gen blanco. Ex es la eficiencia de la
amplificacion y n es el nimero de ciclos.

Dado que el ciclo de umbral (CT) indica el ciclo en donde la cantidad amplificada

cruza el umbral,
X1=Xo (I+Ex) “rx=Kx .......... [2]

Donde Xr es la cantidad de moléculas necesarias para alcanzar el umbral, Cr, x es
el ciclo en el que se cruza el umbral, mientras que Kxrepresenta una constante. Para

el gen de referencia se asume una ecuacion similar
Rr=Ro (1+Er) ‘TR =Kr .......... [3]

Donde Rt es la cantidad de moléculas necesarias del gen endégeno para alcanzar
el umbral, Cr, r es el ciclo en el que se cruza el umbral, Er la eficiencia de

amplificacion del gen enddgeno, mientras que Krrepresenta una constante.
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Si se dividen [2] entre [3], se obtiene la expresion:

Xr _ Xo A+ E)TY Ky
RT R, (1+ ER)CTR kg

Asumiendo que ambas eficiencias de amplificacion son iguales:

Ey = Ep = E,
2 (14 E)S R =K. [5]
0

Se puede llegar a la siguiente expresion
Xy X(1 +E)** =K.......... [6]

Donde Xn es la cantidad normalizada de moléculas del gen blanco (Xo/Ro), y la
expresion ACr es la diferencia entre el Cr del gen blanco y el de la referencia (Cr, x-

Cr,r). Y al simplificar [6], resulta la siguiente expresion:

Xy= K x(1 +E)4c ... [7]

Finalmente, cuando se calcula la cuantificacion relativa, se comparan las cantidades
normalizadas del gen blanco entre las muestras (casos con TEPT) y muestras

calibradores (Controles sin TEPT):

XNcaso _ KX(1+E) —-ACT,caso

XN,ControI KX (1+E) —ACT.control

Donde -A4 CT = '(ACT. caso - ACT, cuntml)

En gPCR, donde los amplicones son menores a 150 pb y en los cuales los
componentes estan en condiciones 6ptimas, la eficiencia es cercana a 1, por lo cual
la cantidad de moléculas del gen blanco, puede resumirse como:

Cantidad de gen blanco= 2 “*
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Para utilizar este método se valido que la eficiencia de amplificacion para el gen
NR3C1 vy la del 18S a las condiciones en las que se llevé a cabo la reaccion fueran
cercanas al 100% e iguales entre si. Las eficiencias de PCR en tiempo real (E) se
calcularon a partir de la pendientes determinadas, de acuerdo con la ecuacion

E =10 (-1/ pendiente) - 1
Donde E =1 corresponde al 100% de eficiencia

Las pendientes se determinaron realizando regresiones lineales de las curvas de
calibracion realizadas para ambos genes; graficando en el software GraphPad Prism
6 los Cr obtenidos en el eje de las ordenas y en el eje de las abscisas los logaritmos
base 10 de las concentraciones conocidas . Para determinar si las eficiencias de
amplificacion eran iguales se realizé una curva de eficiencias relativas, en la cual se
calcularon los ACt= CT, nrac1 - Cr, 18s para cada punto de la curva de calibracion, y
se graficaron el software GraphPad Prism 6 los AC+ calculados en el eje de las
ordenas y en el eje de las abscisas los logaritmos base 10 de las concentraciones

conocidas, posteriormente se realizé una regresion lineal.

Una vez validado el método, los datos crudos de Cr fueron analizados para
determinar la cantidad del gen blanco en todas las muestras siguiendo el siguiente
algoritmo de célculo:

ACt= Crarsci- Criss

AACT= ﬂ-CT_. caso~ &CT_. control

Expresion relativa= 2-44¢T

Analisis estadistico
La media del incremento en la expresion relativa del gen NR3C1 expresada en fold
change (FC) fue comparada entre los casos y los controles utilizando la prueba no

paramétrica de U de Mann-Whitney. Esta prueba también fue utilizada para
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comparar los casos y los controles agrupados por edad y sexo (Tabla 3). Para
determinar si existe una correlacion entre la expresion del gen NR3C1 y la edad se
utilizé la correlacion de Pearson y con el Coeficiente de Correlacion (r), se calculo el
Coeficiente de Determinacién (r?). El fold change (FC) de la expresion del gen
NR3C1 fue comparada entre los controles y los casos de acuerdo con el tipo de
TEPT (agudo, cronico y de inicio retardado; Tabla 4) utilizando la prueba de ANOVA
de una via y posteriormente se realiz6 una comparacion post-hoc con Bonferroni.
Con el FC de expresion del gen NR3C1 se construy6 un modelo de regresion lineal
para determinar si al incrementarse el tiempo con la sintomatologia de los pacientes
con TEPT disminuye la expresion de este gen. Para evaluar si la expresion del gen
NR3C1 puede ser util como prueba diagndstica del TEPT, se construyé con los datos
de expresion de este gen una curva ROC (del inglés Receiver Operative Curve) y se
calculé el Area Bajo la Curva (ABC). Para determinar el punto de corte en la
expresion del gen NR3C1 que representa una mayor sensibilidad y especificidad
para utilizarla como prueba diagnéstica, se calculo el indice de Youden
(sensibilidad+especificidad-1) para cada coordenada de la curva. Con este punto de
corte, se categorizé en forma dicotomica la expresién del gen NR3C1 de los
pacientes con TEPT y los controles. Se calcul6 especificidad, sensibilidad, el valor
predictivo positivo (VPP) y el valor predictivo negativo (VPN) con la expresion del
gen NR3C1 re-categorizada. Ademas, se calculd el riesgo (Razén de Momios)
empleando un modelo regresion logistica multiple ajustado para el sexo y la edad.
Todas las pruebas estadisticas se realizaron empleando el paquete estadistico
SPSS™ version 20. A excepcion del andlisis post hoc de Bonferroni (p<0.001), el

valor de p < 0.01 fue considerado como significativo.

36



Tabla 4. Datos clinicos sobre de los pacientes con TEPT

Casos
Afos con la sintomatologia 5 (x3)
Tiempo sucedido entre el evento
traumatico y el comienzo de los
sintomas

n (%)
Agudo (<3 meses) 18 (56.3%)
Cronico (3-6 meses) 6 (18.8%)
Inicio demorado (>6 meses) 8 (25%)
Tipo de evento que generd la
sintomatologia
Accidente 3 (9.4%)
Emboscada 2 (6.3%)
Enfrentamiento 13 (40.6%)
Operativo de alto impacto 9 (28.1%)
Secuestro 3 (9.4%)
Tortura 1 (3.1%)
Violencia a terceros 1 (3.1%)
Tratamiento
Si 30 (96%)
No 2 (6.4%)
Tipo de tratamiento
Ansiolitico * 18 (60%)
Antidepresivos 3 (10%)
Desensibilizacion 4 (13.3%)
Terapia 2 (6.7%)
Desconocido 3 (10%)

*Unicamente ansioliticos o en conjunto con otro tratamiento.



VI. Resultados y discusion

Estandarizacion del método 2-2ACT

Se extrajo el RNA total de las 91 muestras de sangre periférica obtenidas, y al
evaluar su integridad mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de agarosa
(Fig. 6), se obtuvieron las dos bandas esperadas para las subunidades ribosomales
28S y 18S, asegurando asi la integridad del RNA extraido.

Todas las muestras fueron sometidas a retrotranscripcion para sintetizar ADNc, y
Unicamente se seleccionaron dos muestras para realizar las curvas de calibracion y

validar el método de 2-44CT para cuantificar el gen NR3C1.

i SM7 SM8 SM9 SM10 SM36 SM37 SM38 SM395M44 SM45 SM46 SMA47

N,

- .

Fig 6. Electroforesis del ARN extraido de los pacientes con TEPT. En la figura
se muestra un gel de agarosa al 1.5% en condiciones desnaturalizantes con NaClO
al 0.02% de la extraccién de RNA total con Trizol. Utilizando como marcador de peso
al HyperLadder™ 1kb, se observan las bandas esperadas 28S y 18S, con una
proporcion 2 a 1, respectivamente. En cada carril se encuentran muestras de
pacientes con TEPT.

Se obtuvieron los datos de ciclo de umbral (Ct) de las diluciones seriadas
correspondientes a la curva de calibracion. En ambas curvas se obtuvieron en cada
uno de los puntos de la curva coeficientes de variacion menores a 1%, lo que indica

gue los datos no se encontraban dispersos y eran homogéneos entre si. Con ambas
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regresiones lineales el coeficiente de determinacion (R?) fue de 0.9980 para el gen
normalizador 18S y de 0.9973 para el gen NR3C1 (Fig. 7). De acuerdo con la
literatura, los datos obtenidos se ajustaron de manera 6ptima a la linea de regresion,
debido a que es deseable que los datos de R? sean mayor de 0.997 en los ensayos
de RT-gPCR (Taylor, et a; 2010). Es posible que el valor de los coeficientes de
determinacién no fuera 1 por las variaciones entre réplicas, sin embargo, cuando se
trata de muestras bioldgicas es sumamente complejo tener un ajuste ideal (Taylor,
et a; 2010). En la regresion lineal no fue necesario eliminar puntos en ninguno de los
extremos de la linea de regresion para obtener un R?>0.997, por lo que esta serie
de diluciones podria sugerirse como un rango de deteccion del modelo experimental.
Por tal motivo, se eligié una concentracion de ADNc de 5ng/uL para los ensayos de
cuantificacion, ya que el coeficiente de variacion entre réplicas de ambos genes es
bajo (18S= 0.33% NR3C1=0.28%) (Taylor, et a; 2010).
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Fig 7. Curvas estandar del gen NR3C1 Y 18S. Regresion lineal de los Ct en
funcién de los Log10 de las concentraciones de ADNc. mCurva estandar del gen
normalizador 18S resultado con ecuacion de la recta de y=-3.302x+17.33 y un
coeficinte de determinacién R?=0.9980 * Curva estandar del gen de interés
NR3C1 resultado con ecuacion de la recta de y=-3.317x+32.36 y un coeficinte de
determinacién R?= 0.9973
Al realizarse la regresion lineal ambas curvas mostraron una pendiente de -3.302
para el gen normalizador 18S y -3.317 para el gen NR3C1, ya que en una regresion
lineal de los Cr vs los log10 de las concentraciones empleadas, se espera una recta
con una pendiente negativa con un valor de -3.333 cuando la eficiencia es 100% o
1. Las eficiencias calculadas con la formula E = 10 (-1 / pendiente) — 1 para el gen
18S y NR3C1 resultaron en 100.84% y 100.21% respectivamente, por lo cual se
puede asegurar que la cantidad de moléculas tanto del gen blanco y del gen
normalizador se duplican en cada ciclo (Svec, et al; 2014). Es importante mencionar
gue es deseable que la eficiencia sea cercana al 100%, ya que la robustez y
precision de los ensayos de qPCR esta relacionada con una alta eficiencia en la
amplificacion (Bustin et al; 2009). Las eficiencias en la amplificacion mayores al
100% pueden deberse a inhibidores de la PCR, baja pureza de los acidos nucleicos,
muestras muy concentradas, error de pipeteo o0 baja eficiencia en la
retrotranscripcion y pueden conducir a errores en la estimacion de cambios en la
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expresion génica. Sin embargo, es ampliamente aceptado que un ensayo optimizado
y confiable de qPCR, presente pendientes en las curvas de calibracion entre -3.5 y
-3.2, los cuales corresponden a eficiencias de 93.07% y 105.35%, respectivamente
(Nolan, et al; 2006). Las eficiencias de la gPCR para ambos genes en el presente
trabajo estan dentro de los valores mencionados, por lo cual podemos decir que las
condiciones empleadas son confiables y adecuadas para ser utilizadas en analisis
posteriores.

Al realizar la regresion lineal del diagrama de eficiencias relativas de los genes 18S
y NR3C1 se obtuvo una pendiente de m=0.01528 + 0.09931 (Fig. 7), que resulta en
un valor aceptable y nos permite asumir que las eficiencias de amplificacién del gen
18S y la del NR3C1 son iguales entre si. Un valor de pendiente entre -0.1 y 0.1
asegura que la correcciéon que se hace en el método 2-44CT gl suponer ambas
eficiencias de amplificacion iguales no cause errores en la estimacion del cambio en
la expresion relativa de los genes de interés (Wong, et al; 2005), demostrando asi
que el gen 18S puede utilizarse como gen normalizador en el célculo de los cambios
de expresion del gen NR3C1 en una cuantificacion relativa utilizando el método 2-

AACT obteniendo datos confiables y exactos.
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Diagrama de eficiencia relativa de los genes
18S y N3RC1
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Fig 8. Diagrama de eficiencia relativa de los genes 18S y NR3CL1. En el eje de las
abscisas se encuentran el log10 de las concentraciones de cADN, mientras que en
el eje de las ordenadas se encuentran las ACt= Cr 185 - Ctnraci_de la regresion
lineal se obtuvo una pendiente de m=0.01528+0.09931

Andlisis en los cambios de la expresion relativa del gen NR3C1

Al analizar la expresion relativa en leucocitos del gen NR3CL1 entre el grupo de casos
con TEPT y el grupo control sin TEPT se encontrd una diferencia estadisticamente
significativa (U de Mann-Whitney, p<0.01) (Fig. 9) . Este gen se encontr6 4.3 veces
mas sobre-expresado en el grupo de casos con TEPT que en el grupo control. Estos
datos sugieren que la sobreexpresion de este gen pudiera estar directamente
relacionado con el trastorno por estrés postraumatico y participar en la

desregularizacion del eje hipotalamo-hipofiso-adrenal.

La sobreexpresion de este gen podria implicar cambios fisiol6gicos que pudieran
estar relacionados con la fisiologiopatologia de la enfermedad. Anteriormente se

habia reportado en pacientes con TEPT un incremento en la retroalimentacion
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negativa, junto con niveles de cortisol sérico disminuidos (Gill et al, 2008; Mason et
al, 1986; Yehuda et, al 2000). La sobreexpresion del gen NR3C1 podria tratarse de
una respuesta compensatoria en pacientes con esta enfermedad para tratar de
mantener la homeostasis y contrarrestar los sintomas continuos que conlleva la
patologia (Yehuda et, al 2000). Por ejemplo, se ha reportado que existe un
incremento en el nimero de receptores de glucocorticoides en leucocitos en
pacientes con TEPT (Yoon y Kim, 2018).

257

204

Fold Change NR3C1

10 *0<0 001

—

I [
Control Caso

Clinica

Fig 9. Cambio en la expresion relativa del gen NR3C1 entre el grupo control y el
grupo de casos. Se muestra una sobreexpresion significativa del gen NR3C1 (U de
Mann-Whitney, p<0.01).

Sin embargo, existen investigaciones que reportan que en pacientes con TEPT, los

receptores de glucocorticoides no son funcionales para mantener la homeostasis
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(Van Zuiden et al., 2011). En este caso, aunque existe una sobreexpresion del gen,
esta sobreexpresion podria tratarse de la isoforma (3, la cual no se une a cortisol y
por lo tanto no tiene los efectos como factor de transcripcidon de los genes necesarios
para mantener regulado de forma correcta el eje HHA (Gola et al .,2014). Ademas
se ha reportado que la isoforma B también inhibe la represién mediada por GR-a de
los promotores que responden a NF-kB—y AP-1, que son necesarios para el correcto
funcionamiento de HHA (Lu y Cidlowski, 2014).

En el presente trabajo la deteccién del gen se realiz6 con una sonda comercial
TagMan™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, U.S.A), la cual es
inespecifica para las isoformas del gen NR3C1. Se ha reportado que la isoforma a,
que es la principal isoforma que se encuentra para mantener regulado el eje HHA,
se encuentra disminuida en pacientes con TEPT, asi como una menor eficiencia en
la union del cortisol a los receptores en pacientes que experimentan estrés cronico
y TEPT (Matic et al; 2013.; Gola et al; 2014).
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Fig 10. Cambios en la expresion relativa del gen NR3C1 en los grupos control y
casos por sexo. La diferencia en los cambios de expresion en las mujeres no
resulta significativo (U de Mann-Whitney p>0.05); mientras que en el grupo de los
varones la diferencia resulta estadisticamente significativa. (U de Mann-Whitney,
p<0.01)

Al analizar el cambio en la expresion de NR3C1 por sexo entre el grupo de casos
con TEPT vy el grupo de controles sin TEPT, se observo que el fold change en la
expresion fue estadisticamente significativo en el grupo de los varones (U de Mann-
Whitney, p<0.01), a diferencia de las mujeres (U de Mann-Whitney p>0.05). Esto
podria deberse a diferencias en el tamafio de muestra, aunque de manera basal, la

expresion de las mujeres fue mayor en las mujeres en comparacion que los hombres
(1.6 vs. 1.2; Fig. 10).
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Estos datos coinciden con estudios llevados a cabo en un modelo murino, en donde
estudian la expresion del gen del receptor de glucocorticoides en respuesta al estrés
cronico (Keller et al; 2015). En este estudio, se observaron diferencias de acuerdo
con el sexo en la expresion del gen N3RC1 en el hipotalamo, al encontrarse una
mayor expresion en las hembras que no habian sido sometidos a estrés. Lo anterior
se pudiera deber a una diferencia entre hombres y mujeres en la retencion de la
extincion del miedo. Al existir una mayor cantidad de receptores de glucocorticoides
en el hipocampo de las mujeres, ocurre una sensibilidad aumentada del HHA al
cortisol. Aunque los datos de expresidon son en cerebro, los autores sugieren que
los niveles de expresion del receptor en sangre pudieran reflejar los efectos del
estrés traumatico en la expresion de GR en el cerebro (Keller et al; 2015).

Se ha reportado una mayor frecuencia del TEPT en mujeres que en hombres,
probablemente debido a que las mujeres estdn mas expuestas a eventos
relacionados al trauma, como abuso sexual y violacién, teniendo mayor probabilidad
de ser sometidas a formas multiples de violencia a lo largo su vida (OIff 2017). Sin
embargo contrarrestando con lo anterior, encuestas epidemioldgicas sugieren que
la mayor prevalencia de TEPT en mujeres no es sblo porque estas estdn mas
expuestas a situaciones trauméticas a lo largo de su vida, sino que deben de existir
otros factores, tal vez fisiol6gicos que las hagan mas vulnerables a padecer TEPT
(Breslau et al; 2007).

Debido a que los controles no fueron pareados por edad, para descartar que el
incremento en la expresion del gen NR3C1 esté relacionado con la edad, se
agruparon los casos y los controles en tres grupos de edad (Ver tabla 4). En los tres
grupos de edad la sobre expresion se mantuvo, aunque sélo se observd una
diferencia significativa en la expresion del gen NR3C1 en los grupos de edad de 30-
40 afos (U de Mann-Whitney ,p<0.05) y en el grupo que corresponde a 241 anos
(U de Mann-Whitney , p=0.045; Fig. 11.A). Interesantemente, la sobreexpresion mas
notoria fue en los pacientes de 30- 40 afios, con un fold change promedio de 4.62.

Esto podria deberse a que los individuos menores a 29 afios no han sido expuestos
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a sucesos traumaticos de forma prolongada en comparacion con los individuos de

mayor edad.

Ademas de agrupar los casos y los controles por edad, se calcul6 un coeficiente de
correlacion de Pearson con los datos de expresion y la edad (Fig.12). Aunque el fold
change de la del gen NR3C1 disminuye en los controles y aumenta en los casos
conforme a la edad, los coeficientes de correlacion obtenidos fueron de R?=0.044 y
R?=0.019 para el grupo de casos con TEPT, respectivamente. Esto indica que no
existe una relacion directa entre la edad y la expresion del gen NR3C1. Aunque se
ha reportado que la secrecion de cortisol y de otras hormonas relacionadas con el
eje se ven afectadas con el envejecimiento (Gupta y Marley, 2014) , no se han
encontrado que indiquen que la edad pudiera ser un factor de riesgo para el
desarrollo de TEPT.
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Fig 11. A) Valores de dispersion y de significancia de los cambios en la expresion
relativa del gen NR3C1 por grupos de edad y sexo: La sobreexpresion del gen
NR3C1 aumenta significativamente en los casos con TEPT en los participantes de
sexo masculino (U de Mann-Whitney, p<0.01) , en los participantes que se
encuentran en el grupo de edad de 30-40 afios (U de Mann-Whitney, p<0.001), y
en lo pacientes con mas de 41 afios (U de Mann-Whitney, p=0.045) B) Cambios
en la expresion relativa del gen NR3C1 por grupos de edad.
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Fig 12. A) Correlacion entre el cambio de la expresion relativa del gen NR3C1 con

la edad del grupo control (R?=0.044). B) Correlacién entre el cambio de la
expresion relativa del gen NR3C1 con la edad del grupo de casos (R?=0.019)
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Cuando se analiz6 la expresion del gen NR3C1 de acuerdo con el tipo de TEPT
(agudo, croénico, de inicio demorado), se observé que el cambio de expresion del gen
NR3C1 fue significativamente mayor en pacientes con TEPT agudo (Fig. 13).

Este resultado seria de gran utilidad en el diagnéstico de TEPT, debido a que se ha
observado que cuando se presenta TEPT agudo y no se tiene tratamiento inmediato
esto puede desencadenar en la gran mayoria de los casos a la cronicidad de la
enfermedad y empeoramiento de los sintomas (Bryant, et al; 2017). Dado que se
plantea que los sintomas del TEPT estan vinculados entre si, por ejemplo las
pesadillas pueden contribuir al insomnio y esto contribuir a la fatiga, lo que puede
conducir a una disminucién de la concentracion y la irritabilidad; asi pues, mientras
mas tiempo pase entre la aparicion de los sintomas, el diagnéstico y tratamiento,
mayor probabilidad de presentar un TEPT crénico y probablemente con sintomas
mas severos (Bryant, et al; 2017). Resulta evidente pensar que mientras mas
oportuno sea el tratamiento mas rapido y eficazmente se lograra la remision del
trastorno (Javidi y Yadollahie, 2012).
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Fig 13. Cambio en la expresion relativa del gen NR3CL1 respecto al inicio de los
sintomas. TEPT agudo (3 meses), TEPT crénico (3-6 meses), Con inicio demorado
(>6 meses). Se distingue una sobreexpresion en todos los casos, sin embargo sélo

el TEPT agudo muestra una sobreexpresion significativa (U de Mann-Whitney,

p<0.0.1)

Para analizar si el tiempo con la sintomatologia estaba asociado a la expresion del
gen NR3C1 se realiz6 un modelo de regresion lineal simple. Se observo que existe
una correlacion negativa ligera entre los afios con la sintomatologia y la expresion
del gen N3RC1 en pacientes con TEPT (R?= 0.121, m= -3.48), aunque no fue
estadisticamente que significativa (regresion lineal, p=0.051). Pese a que estos
resultados no fueron significativos, coinciden con la asociacion del TEPT agudo al

sobre-expresion del gen NR3C1, a diferencia del TEPT crénico o de inicio retardado.
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Fig. 14. Cambios en la expresion relativa de la expresion relativa del gen NR3C1
del grupo de casos con TEPT, en funcién de los afios con sintomatologia. R?=
0.121, m=-3.48, t=-2.034, p=0.051.

La expresion relativa del gen NR3C1 como biomarcador diagndstico

Con los datos de expresion del gen NR3C1, se construyd una curva ROC para
evaluar si la expresion de este gen pudiera ser utilizado como biomarcador
diagnéstico (fig. 15). El area bajo la curva calculado fue de 0.797 (p<0.001), lo cual
sugiere que la prueba diagndéstica propuesta en el presente trabajo realmente es
apta para discriminar entre individuos con y sin TEPT el 79.7% de las veces (Zweig
& Campbell, 1993). Con las coordenadas de la curva ROC, se calculo el indice de
Youden (ver sujetos y métodos) para identificar el valor de expresion del gen NR3C1
gue representa una mayor sensibilidad y especificidad. El valor mas alto del indice
de Youden correspondié a un valor igual o mayor a 2.24, con el cual se obtiene una
sensibilidad del 62.5% y una especificidad del 89.9%. (Tabla 6).
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Aplicando este valor de corte, el 10.2% de los controles resultaron falsos positivos,
pues resultaron con TEPT segun su fold change en la expresion del gen NR3C1,
aunqgue no fueron diagnosticados por el DMS-VI. Por otra parte, el 89.8% resultaron
verdaderos negativos, resultando negativos en ambos sistemas de diagndéstico. En
cuanto al grupo de casos con TEPT 62.5% de los pacientes resultdé como verdaderos
positivos, cumpliendo el valor de corte y el diagnéstico segun DMS-VI, y mientras
que el resto (37.5%) resultaron falsos negativos debido a que su cambio de
foldchange sugirié que eran individuos sanos, sin embargo fueron diagnosticados

segun los criterios del DMS-VI como pacientes con TEPT (Tabla 5).

Asi mismo al evaluar si el test posee la capacidad de diferenciar entre casos de
TEPT agudo, crénico y de inicio demorado, sélo mostrd capacidad para diferenciar
a aquellos pacientes diagnosticados con TEPT agudo, teniendo un 72.2% de
verdaderos positivos; mientras que para los pacientes con TEPT croénicolinicio
demorado, la prueba no fue capaz de discernir entre pacientes sanos y enfermos,

teniendo un 50% de verdaderos positivos, y 50% de verdaderos negativos.
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Fig 15. Curva ROC correspondiente al cambio en la expresion relativa del gen
NR3C1, con un area bajo la curva de 0.797, con un valor maximo de 2.24. Se
muestra en el eje de las x (1-especificidad), mientras que en el eje y se muestra la
susceptibilidad.
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Tabla 5. Valores de la curva ROC

ROC! Control n (%) Caso n (%)
1 6 (10.2) 20 (62.5)% 034
0 53 (89.8) 12 (37.5)

Total 59 (100) 32 (100)

11 >=2.24224386317302 Fold Change NR3C1

2valor de p < 0.01

SRM =14.7 (4.8- 44.5, 95% IC).

*RM de ROC ajustado por edad y sexo = 12.8 (4.0- 41.4, 95%
IC).

A pesar de que la sensibilidad de la prueba diagndstica propuesta en el presente
trabajo es baja (62.5%), se cuenta con una especificidad alta de 89.8%, lo cual
permite identificar a los verdades negativos. De igual forma se determin6 que el
valor predictivo positivo es de 76.9%, mientras que el valor predictivo negativo
resulté de 81.5% (Tabla 6).

Considerando esto, la prueba podria plantearse como una prueba de tamizaje, en la
cual un resultado negativo es 81.5% probable que realmente sea negativo,
esperando que al menos el 18.5% sean falsos negativos. Por el contrario 3 de cada
4 individuos con un incremento en la expresion del gen NR3C1 realmente tendra
TEPT, aunque los resultados deberan corroborarse con una evaluacion clinica
detallada. Sin embargo, estos resultados deberan corroborarse con otros estudios
en una poblacion mayor (Poste et al., 2001).
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Tabla 6. Especificidad y sensibilidad del valor de corte propuesto para el cambio en
la expresion del gen NR3C1 como prueba diagnéstica para TEPT.

NR3C1 Sensibilidad Especificidad ~ Valor Predictivo  Valor Predictivo
expresion Positivo (VPP)  Negativo (VPN)
Fold Change 62.5 89.8 76.9 81.5
NR3C1 >=2.24

Finalmente se calculd el riesgo de presentar TEPT al tener un sobre-expresion del
gen NR3C1 mayor a 2.24 inicialmente con una tabla de contingencia. Aquellas
personas con niveles de expresion mayores a 2.24 tienen 14.7 veces mas riesgo de
presentar TEPT en comparacion con aquellos individuos que cuya expresion esta
por debajo de este valor (4.8- 44.5, 95% IC; Tabla 5). Sin embargo, debido a que los
casos Y los controles no estan pareados por edad, se realizé un modelo de regresion
logistica ajustado por la edad y el sexo. El riesgo para desarrollar TEPT ajustado por
edad y sexo fue de 12.8 (4.0- 41.4, IC 95% ), cuando se trata de hombres mayores
de 30 afios. (Breslau et al,.2007. Altz el al 2019).
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VII. Conclusiones

Los resultados de los experimentos del presente trabajo indican que existe una
asociacion entre la sobreexpresion del gen NR3C1 con el padecimiento de TEPT.
Cabe mencionar que la sobreexpresion de este gen esta claramente mas
relacionada el TEPT agudo. La expresion del gen NR3C1 como prueba diagnéstica
presenta una mayor especificidad que sensibilidad, lo cual pudiera ser de utilidad
como una prueba de tamizaje, identificando con una alta probabilidad aquellos que
no sufren de TEPT. De igual forma si se utiliza para identificar a los pacientes con
TEPT agudo, podria significar una deteccion en menor tiempo, lo que a la larga
podria evitar que estos pacientes desarrollan cronicidad y la remision sea mas

oportuna; ahorrando asi tiempo y recursos en la clinica.

VIII. Perspectivas

Como ya se sabe el trastorno por estrés postraumatico es una enfermedad altamente
deshabilitante, de la cual muchos de los mecanismos de patogenia son
desconocidos o no estan del todo claros o descritos. Si bien el test diagndstico aqui
propuesto no es del todo robusto; podria ser una herramienta util para ayudar en el
diagndstico. Asi mismo los estudios genéticos y gendmicos de esta enfermedad en
poblacion Mexicana son casi inexistentes, aunado a eso los datos sobre prevalencia
son escasos y poco actuales. Considerando la condicién del pais es posible imaginar
gue los casos en los préximos afios aumenten, y entender los mecanismos de este
padecimiento serdn necesarios para combatir los dafios que esta pudiera traer a
nuestra sociedad. En el laboratorio de Genética de la Licenciatura de Ciencia
Forense se pretende seguir con la presente linea de investigacion para elucidar el
papel del gen NR3C1 en el TEPT.
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