UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS MEDICAS, ODONTOLOGICAS Y DE
LA SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE PSIQUIATRIA “RAMON DE LA FUENTE MUNIZ”

CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE GENES ASOCIADOS AL TRASTORNO DEPRESIVO, EN
CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA DE PILOTOS AVIADORES

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS MEDICAS

PRESENTA:
MARIA IRMA OLVERA ALVAREZ

TUTOR PRINCIPAL:
DR. LENIN PAVON ROMERO
Instituto Nacional de Psiquiatria "Ramdn de la Fuente Muiiiz"

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR:
DRA. MARIA LUCINDA AGUIRRE CRUZ. Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
"Manuel Velasco Suarez"
DRA. DULCE MARIA HERNANDEZ HERNANDEZ. Divisién de Mejora a la Gestién de los
Servicios de Salud, IMSS.
DRA. DANELIA MENDIETA CABRERA. Instituto Nacional de Psiquiatria "Ramdn de la Fuente
Mufdiz"
DRA. BLANCA REBECA IBARRA IBARRA. Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”

Ciudad Universitaria, CD.MX. Mayo 2022



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






AGRADECIMIENTOS

Gracias a Dios, antes que nada, por permitir que culmine un objetivo mas en
mi desarrollo profesional y por poner en mi camino todos los medios y todas las

personas que me apoyaron para conseguirlo.

Agradezco al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia CONACyYT y a mi
alma mater, la Universidad Nacional Autbnoma de México, por su apoyo para la

realizacion de este proyecto de Tesis.

Agradezco también a la Secretaria de Comunicaciones y Transportes, por su
apertura ante los proyectos de investigacion encaminados a mejorar la seguridad
en el transporte y a mejorar las condiciones de salud de sus usuarios. En especial
quiero agradecer al Quimico José Antonio José Alfallo, asi como a los Directivos y

comparieros que se involucraron con entusiasmo al proyecto.

Infinitas gracias al Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén de la Fuente
Mufiz, a mi Director de Tesis Dr. Lenin Pavon Romero, a sus colaboradores siempre
dispuestos a ensefiarme y corregirme, al Dr. Gilberto Pérez, al Biélogo Rosendo del
Angel, a todos los médicos y profesionales de la salud que luchan por darle

visibilidad a los trastornos mentales.

Gracias sinceras a mis Sinodales por sus valiosas aportaciones en la

elaboracion de esta Tesis.

Finalmente quiero agradecer a todos aquellos que me acompafaron en este
proceso: a Erick con todo mi amor, a mis amigas Emilia, Dione, Nadia, Gabriela y
Weber por instarme constantemente a terminar la Tesis. A los Warriors de la SCT

por creer en mi, en especial al Dr. Yabelardo por tener la culpa de todo. A mis

padres, Josefina Alvarez Hernandez y Elias Olvera Hernandez T por su amor y

paciencia, les debo todo.



DEDICHTORIY

Dettioads efpeciatmente a mipegueria Fetima: nada o impositle,
nunen o demasiads tarde, ter conflanga en b misma, logrards todo lo
e tefpraporngas, @t sitma.y oitils, porgue oitds lona do energia,
amor, mymm’nfaéyw& QQMWM/W&M
easas buenas e importantes, mwmm&mﬂwmw’z@—%/w

o)

ii



RESUMEN

ANTECEDENTES: Poco se sabe acerca de la prevalencia real del trastorno depresivo en
pilotos aviadores, probablemente debido a que se encuentra subdiagnosticado. Hasta el
momento, el diagnostico del trastorno depresivo es meramente clinico, por lo que la
capacidad de deteccidn de esta patologia se basa en el juicio clinico y en la veracidad de
la informacién proporcionada por el individuo evaluado. El analisis de expresion de genes
del sistema serotoninérgico en células mononucleares de sangre periférica promete ser una
herramienta de tamizaje para el trastorno depresivo en poblacién no hospitalaria, como son

los pilotos aviadores.

OBJETIVO: cuantificar la expresion relativa de los genes SLC6A4, HTR1A y S100A10 en
una muestra de pilotos aviadores y comparar su perfil de expresién con el de pacientes

diagnosticados con trastorno depresivo mayor (TDM) y sujetos control.

METODOLOGIA: Se cuantificé la expresion de SLC6A4, HTR1A y S100A10, en células
mononucleares de sangre periférica por PCR cuantitativa, en pilotos aviadores,

comparando con pacientes con depresion y voluntarios sanos.

RESULTADOS: Se encontraron diferencias en el cociente de expresion relativa
de SLC6A4 y S100A10 entre los sujetos control y los pacientes con TDM (p<0.05), asi
como entre los sujetos control y los pilotos aviadores (p<0.05), por otro lado, no se

encontraron diferencias entre los pilotos aviadores y los pacientes (p= 0.748, p= 0.131).

CONCLUSIONES: Pese a gue se encontré un perfil de expresién génica similar a nivel
molecular entre pacientes con TDM y pilotos aviadores, ninguno de éstos ultimos fue
diagnosticado en la valoracién psicoldgica con algun desorden psiquiatrico, se desconoce
si esto podria deberse a que el padecimiento fue subdiagnosticado o si el perfil de expresiéon
genética observada en los pilotos aviadores se podria traducir en un estado de
predisposiciobn  biolégica que aun no desarrolla manifestaciones clinicas.
Independientemente de lo que signifiquen estos hallazgos, es conveniente robustecer los
métodos de deteccion de las patologias psiquiatricas en los Pilotos aviadores y continuar la

investigacion de potenciales biomarcadores diagnésticos para el TDM.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Little is known about the actual prevalence of depressive disorder in
aircraft pilots, probably because it's underdiagnosed. So far, the depressive disorder
diagnosis is purely clinical, so the detection capacity to this pathology is based on clinical
judgment and the information's veracity provided by the evaluated individual. The gene
expression analysis of serotonergic system in peripheral blood mononuclear cells promises
to be a usefull depressive disorder screening tool in the non-hospital population, as is the

aircraft pilots.

OBJETIVE: The study objective was the relative expression quantification to SLC6A4,
HTR1A and S100A10 genes in a aircraft pilots sample and to compare their expression

profile with the one of Major Depressive Disorder patients (MDD) and control subjects.

MATERIAL AND METHODS: We quantified, by quantitative PCR, the expression of
SLC6A4, HTR1A and S100A10, in peripheral mononuclear cells of airline pilots compared
to patients with depression and healthy volunteers.

RESULTS: Differences in the relative expression of SLC6A4 and S100A10 quotient were
found between control subjects and patients with MDD (p <0.05), and between control
subjects and aircraft pilots (p <0.05), on the other hand, no differences were found between
aircraft pilots and MDD patients (p = 0.748, p = 0.131).

CONCLUSIONS: Although a similar gene expression profile was found at molecular level
among MDD patients and aircraft pilots, none of the latter was diagnosed in the
psychological assessment with any psychiatric disorder, it is unknown if this could be due to
an underdiagnosis or if the gene expression profile observed in the aircraft pilots could be
translated into a state of biological predisposition that has not yet developed clinical
manifestations. Whatever these findings means, it is convenient to strengthen the detecting
methods of psychiatric pathologies in aircraft pilots and continue the investigation of

potential MDD diagnostic biomarkers.
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CAPITULOI. INTRODUCCION

Los pilotos son seres biopsicosociales sometidos a mudltiples fuentes de estrés,
relacionado con cuestiones laborales(1), el soporte social(2), los problemas familiares(3) e
inclusive la alteracibn de los ritmos circadianos de suefio/vigilia(4), que los hace
susceptibles al desarrollo de psicopatologias como depresion(3). Para aumentar la
seguridad en el transporte aéreo, se realiza un examen psicofisico periédico a los pilotos
aviadores a nivel mundial, reportdndose una prevalencia de TDM de 1.9% a 12.6% en
pilotos comerciales(5), mientras que en poblacion general, para la mayoria de los paises,
se calcula una prevalencia de 8 al 12% a lo largo de la vida(6), apreciandose un probable
subdiagndéstico, que podria atribuirse a varios factores, incluido el temor a repercusiones
laborales y econémicas(7), asi como la capacidad de deteccién, que se basa en el juicio

clinico y en la veracidad de la informacién proporcionada por el individuo evaluado(8).

Durante los ultimos 50 afios se han investigado potenciales biomarcadores diagnésticos
para el TDM(9-13). Se descubrié que las mismas alteraciones de la via serotoninérgica
detectadas en neuronas, se expresan en linfocitos(14-16), por lo que se han realizado
diversos estudios sobre expresion génica en células mononucleares de sangre periférica
(PBMC, por sus siglas en inglés: peripheral blood mononuclear cells) para el seguimiento
de pacientes con depresion, identificando perfiles de expresion caracteristicos en pacientes
con TDM(17-19). Hasta el momento no se han realizado estudios de expresion de genes
involucrados en la via serotoninérgica en poblaciéon no hospitalizada. En este estudio se
plante6 analizar a pilotos aviadores, conocer si el resultado del andlisis de expresion
concuerda o no con los resultados de la evaluacién psicoldgica que se realiza de rutina y
con los puntajes de las pruebas clinimétricas de uso mas habitual en psiquiatria, asi como
conocer la expresion diferencial de estos genes que participan en la via serotoninérgica con
respecto a pacientes con TDM. Para ello se compararon los perfiles de expresién génica
de SLC6A4 (gen codificante de SERT), HTR1A (gen codificante de HTR1A) y S100A10
(gen codificante de P11), previamente asociados a depresion(14,16,20,21), en PBMC de

pilotos aviadores, pacientes con TDM y sujetos control.

El primer capitulo es la presente introduccion, en el segundo capitulo de la tesis se
exponen los antecedentes, se tratan primero las generalidades sobre el trastorno depresivo
mayor, su diagndstico, impacto econémico y social, los principales factores de riesgo,

abordando los aspectos que se conocen sobre las bases bioldégicas y moleculares,
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posteriormente se habla sobre la salud mental en los pilotos aviadores, desde la frecuencia
reportada, estadisticas de seguridad en el medio aéreo, hasta la parte normativa
describiendo brevemente las medidas de prevencién que se aplican en México, para
finalizar el capitulo se describe la busgqueda de biomarcadores para el diagnéstico del TDM.
El tercer capitulo, se trata del planteamiento del problema, incluye la justificacion, la
pregunta de investigacion, hipotesis y objetivos del estudio. En el cuarto capitulo, se
describe la metodologia, desde el disefio del estudio, la captacion de participantes, la
evaluacién clinica y la molecular. Los resultados son descritos en el capitulo cinco y la
discusion en el sexto. Al final se pueden leer las conclusiones, los anexos, la bibliografia y

una breve Vita.



CAPITULO Il. ANTECEDENTES

II. A. TRASTORNO DEPRESIVO MAYOR

II. A. 1. Conceptualizacion

El trastorno depresivo puede considerase como un conjunto de cuadros clinicos que
se caracterizan por una alteracion del estado de animo, éste término se usa de forma

global, para agrupar cuadros con diferente gravedad y origen (22).

En el Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales 5ta edicion
(DSM-5, del inglés Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 5ed), el término

depresion se utiliza para referirse a cualquiera de los siguientes trastornos del &nimo(23):

e Trastorno depresivo mayor (TDM)

e Trastorno depresivo persistente (distimia)

e Trastorno disférico premenstrual

e Trastorno depresivo inducido por sustancias

e Trastorno depresivo debido a afeccién médica

e Otros trastornos depresivos especificados y los no especificados.

La categorizacion de los trastornos depresivos es compleja, pues el cuadro clinico
es muy heterogéneo con subdivisiones poco claras (24), si bien se conoce que los
trastornos depresivos se acompafian de cambios en los mediadores solubles del sistema
nervioso (21), endécrino (25) e inmunoldgico (26), alin no se han dilucidado por completo
los mecanismos biolégicos y moleculares subyacentes que podrian ayudar en la

clasificacion (22).

En general, podemos decir que el trastorno depresivo abarca las esferas psiquica,
somatica y conductual (27) y se caracteriza por la presencia de tres sintomas tipicos: animo
depresivo, anhedonia y aumento de la fatigabilidad (28), que debido a las implicaciones
fisicas, psicosociales y econémicas, se ha llegado a definir como “el cancer del siglo XXI”
(29).



Il. A. 2. Criterios diagndésticos para el TDM

El diagndstico de TDM requiere de un periodo de al menos 2 semanas consecutivas en el
gue la persona manifiesta un minimo de 5 sintomas de los cuales al menos uno tiene que

ser estado de &nimo depresivo y/o anhedonia (Tabla 1) (23).

Tabla 1. Criterios diagndsticos del DSM-5 para TDM

A. Cinco (o0 més) de los sintomas siguientes han estado presentes durante el mismo periodo de dos semanas
y representan un cambio de funcionamiento previo; al menos uno de los sintomas es (1) o (2).

(1) Estado de animo deprimido la mayor parte del dia, casi todos los dias, segln se desprende de la
informacidn subjetiva o de la observacion por parte de otras personas.

(2) Disminucién importante del interés o el placer por todas o casi todas las actividades la mayor parte del
dia, casi todos los dias (como se desprende de la informacién subjetiva o de la observacion).

(3) Pérdida importante de peso sin hacer dieta 0 aumento de peso, o disminucion del apetito.

(4) Insomnio o hipersomnia casi todos los dias.

(5) Agitacion o retraso psicomotor casi todos los dias.

(6) Fatiga o pérdida de energia casi todos los dias.

(7) Sentimiento de inutilidad o culpabilidad excesiva o inapropiada (que puede ser delirante) casi todos los
dias (no simplemente el autorreproche o culpa por estar enfermo).

(8) Disminucion de la capacidad para pensar o concentrarse, 0 para tomar decisiones, casi todos los dias (a
partir de la informacién subjetiva o de la observacién por parte de otras personas).

(9) Pensamientos de muerte recurrentes (no solo miedo a morir), ideas suicidas recurrentes sin un plan
determinado, intento de suicidio o un plan especifico para llevarlo a cabo.

B. Los sintomas causan malestar clinicamente significativo o deterioro en lo social, laboral u otras areas
importantes del funcionamiento.

C. El episodio no se puede atribuir a los efectos fisioldgicos de una sustancia o de otra afeccion médica.

D. El episodio de depresion mayor no se explica mejor por un trastorno esquizoafectivo, esquizofrenia,
trastorno esquizofreniforme, trastorno delirante, u otro trastorno especificado o no especificado del espectro
de la esquizofrenia y otros trastornos psicoticos.

E. Nunca ha habido un episodio maniaco o hipomaniaco.

Fuente: American Psychiatric Association. DSM-5. Manual Diagndstico y Estadistico de los Trastornos
Mentales. 5°. Panamericana; 2014.

La Clasificacion Internacional de Enfermedades 10.2 revision (CIE-10) y el DSM-5
ofrecen un conjunto de criterios para orientar el juicio clinico, pero debe recalcarse que la
entrevista clinica es el estandar de oro en el diagnostico de la depresion. Los médicos
psiquiatras se fundamentan en su experiencia clinica y en el apoyo de escalas clinimétricas
con diferente grado de estructuracion como instrumentos de medida de la gravedad de la

depresion y de su respuesta al tratamiento.



En los ultimos afos, diversos autores concuerdan en que las escalas clinimétricas
utilizadas para el seguimiento clinico de los pacientes con TDM son insuficientes para
establecer una correlacién con la condicion fisiopatolégica del paciente (30), indicando que
existen limitaciones del enfoque operacional y esta incertidumbre posiblemente introduzca
una varianza de interpretacién en la aplicacién de los criterios del DSM-5 para la depresién
mayor que puede reducir la fiabilidad de ese diagnéstico (kappa = 0,20 - 0,35 en los estudios
de campo para el DSM-5) (8). Esta limitacion se ve reflejada en el problema que nos

concierne en cuanto al subdiagndstico de depresion en pilotos aviadores.

II. A. 3. Impacto social y econémico

La Organizacién Mundial de la Salud ha reconocido que esta enfermedad es una
crisis mundial de salud (31), actualmente se estima que 350 millones de personas padecen
depresiéon (32), con una prevalencia mundial a lo largo de la vida del 8 al 12% (6). En
México, se ha reportado una prevalencia de 7.2% a lo largo de la vida (Tabla 2) (33),
mientras que la prevalencia en el Ultimo afio se estima en 4.5% “[Intervalo de Confianza de
95% (IC 95%) = 4.1 - 4.9] (34). A nivel mundial se ha observado que la carga de depresién
es 50% mayor en mujeres que en hombres (35), en México el porcentaje de mujeres con
depresion es de 5.8% (IC 95%= 5.2 - 6.5) contra el 2.5% en hombres (IC 95%= 2.2 - 3.0),
diferencia que se mantiene al estratificar por grupos de edad (33).

Este padecimiento genera pérdidas econémicas significativas, ya que afecta a una
poblacién econémicamente productiva y genera altos costos para las instituciones de salud,
los pacientes e incluso sus empleadores (36). El trastorno depresivo fue la segunda causa
de afos de vida ajustados por discapacidad (AVAD) en el 2010, representando el 8.2%
(5.9%-10.8%) de AVAD global (37) y se calcula que para el 2030 serd la primera causa de

la carga mundial de morbilidad (32).

Tabla 2. Prevalencia del trastorno depresivo a lo largo de la vida por grupo de edad, en
México.
Valor
Total 18-29 afios  30-44 afios  45-54 afios >55 afios )
ep

n % DE. % DE. % DE. % DE. % D.E.
TDM 484 7.2 0.5 5.7 0.7 7.4 0.7 9 1.1 9.6 14 0.005

TDM: trastorno depresivo mayor; D.E.: desviacién estandar.



II. A. 4. Factores deriesgo

En la etiologia de la depresion estan involucrados varios factores de riesgo, entre
los que se encuentran los biolégicos, que incluyen aspectos genéticos, epigenéticos,
bioguimicos y los factores de riesgo psicosociales (38—40). Como cualquier otra
enfermedad multifactorial, existe evidencia de que los diferentes factores de riesgo

interaccionan y contribuyen al desarrollo de la depresion.

II. A. 4. a. Factores de riesgo psicosociales

Hasta la fecha se sabe poco acerca de los factores de riesgo psicosociales para el
desarrollo del trastorno depresivo (41). Estd documentado que la exposicion a eventos
estresantes de la vida se asocia con el desarrollo subsecuente de episodios depresivos y
gue mientras mas grave o importante sea el evento, mayor sera el riesgo de presentar un
primer episodio; por otro lado, los estresores que permanecen durante muchos meses, se
asocian con el aumento de la gravedad del cuadro depresivo, una mayor recurrencia o un

mayor nimero de recaidas (42).

[I.A.4.a.i. Estrés laboral

Existe evidencia de que la percepcion de factores adversos en el trabajo se relaciona
con un riesgo elevado de desarrollar sintomas depresivos (36). Se puede definir el estrés
laboral como una combinacién de altas demandas/bajo poder de decisiéon (42) y altas

demandas/ poca recompensa (43).

De acuerdo con diversos estudios que se han realizado sobre estrés laboral (36,41—
43), la prevalencia de depresién en trabajadores va de 2.5 hasta 33%, esta variacion puede
deberse a que en la mayoria de los estudios se incluyeron cuadros subclinicos que
presentaban sintomas depresivos (41,42), sin embargo, los riesgos estimados son bastante
consistentes entre los estudios, que sefalan al estrés laboral como un factor de riesgo
moderado para el desarrollo de sintomas depresivos, con un riesgo relativo menor a dos
(42), con una estimacién resumida de 1.8 (43), sin diferir entre mujeres y hombres (42,43),

a pesar de que estudios recientes indican que las mujeres tienen niveles mas altos de estrés
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laboral (36). Las altas demandas psicolégicas en el trabajo incrementan el riesgo para
desarrollar ansiedad [Razén de Momios (RM)= 2.12; IC 95%= 1.35-3.31] y depresién (RM=
2.26; IC 95%= 1.28-4.01), mientras que el poco apoyo social se relaciona con ansiedad
(RM= 1.54; IC 95%= 1.06-2.23) y la inseguridad laboral con el desarrollo de depresién
(RM=1.98; IC 95%= 1.25-3.13), independientemente de las variables confusoras (41).

Existen muy pocos estudios de estrés laboral en el personal aéreo; podemos citar
el realizado en Jakarta durante una evaluacion de rutina, en el que se realiz6 una entrevista
a 109 pilotos, sobre factores de estrés, tales como condiciones de trabajo, condiciones
fisicas del entorno de trabajo, desarrollo profesional, relaciones organizacionales e
interpersonales, aplicando el Inventario de Sintomas de 90 Reactivos (SCL 90R, del inglés
Symptom Checklist 90 items), los autores encontraron una prevalencia de trastornos
mentales y emocionales del 39.4%, los cuales se relacionaron significativamente con los
factores de estrés laboral [riesgo relativo ajustado (RRa)= 4.64; IC 95%= 1.01 — 19.65] y
moderadamente con la tensién en el hogar (P= 0.184) (1) . Mientras que, otro estudio
analiz6 de forma retrospectiva las 6rdenes de referencia a la clinica de la salud mental en
el centro de entrenamiento de la aviacion del ejército de los Estados Unidos en Fort Rucker,
observando que de 99 casos de pilotos estudiantes referidos por alteraciones en la
adaptacion al trabajo, se encontraron como causas ansiedad (26%), conflicto matrimonial
(22%), somatizacion (15%), depresion (13%), reacciones fébicas (12%) y mala conducta
(11%) (44).

II. A.4.b. Factores deriesgo biolégicos

Dentro de los factores de riesgo biol6gicos encontramos una compleja red de
interacciones a diferentes niveles, como el genético, neuroldgico, hormonal e inmunolégico.
Si bien, el desarrollo del trastorno depresivo en sus diferentes variantes no puede atribuirse
Unicamente a un factor, la suma de ellos, mas la interaccién con los factores no biolodgicos

precipitan o prolongan la enfermedad, ademas de condicionar la respuesta al tratamiento.
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II. A.4.b.i. Factores genéticos

A pesar de la gran relevancia médica y social que significan los trastornos
depresivos, aun no se han clarificado por completo los mecanismos que propician el
desarrollo del trastorno depresivo. Se han sugerido diversas teorias para explicar el inicio
de la depresién de acuerdo a diversos hallazgos bioldgicos reportados en poblaciones de
pacientes con TDM(45). De forma generalizada, se ha establecido que el trastorno
depresivo mayor es una enfermedad multifactorial que presenta una intrincada interaccion
entre factores biol6gicos, sociales y psicolégicos(46). Entre los factores bioldégicos con un
impacto ampliamente reconocido se encuentran los componentes genéticos, de hecho,
diversos factores de vulnerabilidad han sido asociados con el incremento en el riesgo a
padecer TDM(47).

Diversas aproximaciones han sido utilizadas para esclarecer la relacién entre el
trastorno depresivo mayor y los genes involucrados en su desarrollo; estas incluyen
estudios de herencia en familias y gemelos, de genes candidatos, de asociacién de genoma
completo (GWAS, del inglés Genome Wide Association Studies) y de secuenciacion del

genoma completo.

Los estudios en familias y gemelos indican que existe un riesgo de 2 a 3 veces
mayor de desarrollar TDM en familiares de primer grado(48), ademas de un riesgo de
heredabilidad estimado en 37% (IC 95%: 31%-42%) (49), lo que demuestra la fuerte
contribucidn de los factores genéticos en el desarrollo del proceso patolégico en el TDM(45—
47,50). Por otro lado, los trabajos enfocados en identificar y determinar el papel de diversos
genes candidatos se han enfocado en analizar los polimorfismos relacionados con los
mecanismos fisiopatoldgicos que sustentan las diversas hip6tesis sobre la depresién o que
estan involucrados en los mecanismos de accién de los tratamientos farmacolégicos (46).
Las principales hipétesis de la depresion se enfocan en el sistema de neurotransmision, el
eje HHA, el efecto del factor neurotréfico derivado de cerebro (BNDF, del inglés Brain-

derived Neurotrophic Factor) y la hipotesis inmunoldgica de la depresion (46).

El estudio de genes candidatos para el desarrollo de TDM ha sido un campo
ampliamente explorado, en el que se han evaluado cerca de 200 genes para determinar su
participacion en el inicio de la depresion o su sintomatologia (45,50). Entre las
investigaciones mas ampliamente reportadas, se encuentran las que involucran genes

relacionados a la hipétesis monoaminérgica, la cual propone que una neurotransmision

Pagina | 8



monoaminérgica (serotonina, norepinefrina y dopamina) insuficiente en estructuras
cerebrales definidas en el sistema nervioso central son las causantes del desarrollo de la
depresién (45). Dichas investigaciones incluyen el gen que codifica para el transportador
de serotonina (SLC6A4 del inglés Solute Carrier Family 6 Member 4; Transportador de
solutos de la familia 6, miembro 4), genes que codifican para receptores de serotonina
(HTR1A, HTR2A, HTR1B, HTR2C, del inglés 5-hydroxytryptamine receptor 1A, 2A, 1B, 2C;
subtipos 1A, 2A, 1B, 2C del receptor de 5-hidroxitriptamina), receptores de dopamina
(DRD3, DRD4, del inglés Dopamine Receptor D3, D4) o para enzimas relacionadas con el
metabolismo (MAOA, Monoamino oxidasa A. COMT, catecol O-metiltransferasa)(46).
Diversos meta-analisis han arrojado resultados controversiales sobre la participacion de los
genes evaluados (46,50). Otros genes que han reportado una asociacion positiva en
diversos meta-analisis incluyen a los genes que codifican para la apolipoproteina E (APOE),
la proteina Piiccolo de Citomatriz presinaptica (PCLO, del inglés Piccolo Presynaptic
Cytomatrix Protein), la subunidad de receptor de importacion mitocondrial (TOMM40, del
inglés Translocase Of Outer Mitochondrial Membrane 40; Translocasa de la membrana
mitocondrial externa 40), la proteina nucleotidica de union a proteinas G subunidad beta-3
(GNB3, del inglés G protein subunit beta 3) y la metil-tetrahidrofolato-reductasa (MTHFR)
(50). La dificultad para identificar una asociacion genética clara con los mecanismos que
generan el TDM ponen de manifiesto la complejidad biol6gica de este padecimiento y se ha
estipulado que la accibn coordinada de mdltiples genes, sus interacciones e
interconexiones junto con la aparicién de factores ambientales son los desencadenantes de
la aparicion del TDM (45).

El desarrollo de la tecnologia de los microchips de ADN ha permitido realizar
estudios de GWAS para identificar los factores de riesgo para el inicio del TDM,
independientemente de la hipo6tesis sobre la patogénesis que se evalle, tienen la ventaja
de que pueden incluir miles de pacientes con diversas presentaciones de la depresioén, para
identificar los diferentes perfiles genéticos asociados con el inicio de la depresién (45). En
general los GWAS se realizan en dos fases generales: una fase de descubrimiento en la
que se analiza el genoma completo y una fase de replicacion, donde se analiza de forma
independiente un grupo de polimorfismos, SNPs (del inglés Single nucleotide
polymorphisms, Polimorfismos de un solo nucleétido) o CNVs (del inglés Copy number
variations, Variaciones en el ndmero de copias de ADN). Los resultados pueden
presentarse ya sea de forma individual para cada una de las fases o de manera combinada

en forma de meta-analisis (50). A diferencia de los estudios con genes candidatos, los
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GWAS no requieren el conocimiento previo de los genes a analizar; utilizan variantes con
frecuencias alélicas mayores a 5%, considerando a la frecuencia del alelo menos comun
como base para la correlaciéon entre ellos (46,50). Este patrén de correlacion no es aleatorio,
ya que la recombinacién no ocurre de manera uniforme en el genoma, por el contrario, se
encuentra de forma localizada en “sitios calientes”, lo que genera bloques que presentan
un desequilibrio de ligamiento, como consecuencia de ello, la genotipificacion de GWAS se
realiza solo en los loci que contienen la mayoria de las variantes en el genoma evaluado y
si alguna de las variantes no correlaciona con ninguno de los marcadores evaluados, es
decir no se encuentran en los loci mas frecuentes, esta podria no ser detectada (50). Los
estudios de GWAS han revelado que el TDM involucra a varios cientos de genes, sin que
se haya detectado que un determinado grupo de genes tenga un papel principal en este
padecimiento (46), tampoco los meta-analisis, que incluyen a cientos de miles de pacientes,
han identificado ningun locus especifico como responsable de la predisposicion del TDM
(45,50). Estos resultados ponen de manifiesto que el TDM es multifactorial y que la
predisposicion a los trastornos depresivos, esta probablemente determinada por la accion
coordinada de muchos genes, su interaccién entre ellos y la interaccion con diversos

factores ambientales.

II. A. 4. b.ii. Factores neuroendocrinoinmunolégicos

El estrés, desde el punto de vista biolégico, es cualquier cambio en el ambiente,
interno o externo, que altera la homeostasis (51), cabe aclarar que no sdlo se trata de
estimulos periféricos como las infecciones o lesiones, sino que también consisten en
sefales neurosensoriales, como el estrés psicosensorial (52). En la regulacion de la
homeostasis de un organismo, la estrecha comunicacién que existe entre los diversos
sistemas que lo componen, permite una respuesta adecuada ante los estimulos (51), la
respuesta al estrés protege al individuo del dafio y por otro lado, la adaptacién es la

respuesta aprendida para ajustarse a futuras situaciones adversas (53).

Las Interacciones Neuroendocrinoinmunoldgicas (INEI), modulan una respuesta
coordinada ante un estimulo estresante del entorno o la regulaciéon del comportamiento de

un organismo en respuesta a una alteracion fisiologica (Fig. 1) (51,54-56).
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Fig. 1. Cascada de eventos activada por el estrés agudo y crénico. NA= noradrenalina; A= adrenalina; Ach=
Acetilcolina; PG-E2= prostaglandina E2; HPA= Hipotalamo Hipdfisis Adrenal; NK= del inglés natural killer, célula
asesina natural; IgA = inmunoglobulina A; IgM= inmunoglobulina M; C3= complemento 3; C4= complemento 4;
AVP= arginina vasopresina; CRF= del inglés corticotropin releasing hormone, factor liberador de corticotropina;
CRF1= del inglés Corticotropin-releasing hormone receptor 1, receptor 1 de factor liberador de corticotropina;
CRF2= del inglés Corticotropin-releasing hormone receptor 2, receptor 2 de factor liberador de corticotropina;
ACTH= del inglés Adrenocorticotropic hormone, hormona adrenocorticotropa. Tomado de: Olvera Alvarez y cols.
Expresion génica de SLC6A4, HTR1A y S100A10 en linfocitos de sangre periférica: un potencial biomarcador
de depresién y nueva herramienta para incrementar la seguridad aérea. En: Pavon Romero y cols. Nuevos
enfoques en el estudio de las Interacciones Neuroinmunoendrinolégicas. Universidad de Guadalajara, México
2018 (57).

El fundamento biol6gico de la correlacion entre estrés laboral y depresion tiene que
ver con los mecanismos neuroendocrinoinmunoldgicos de respuesta sistémica al estrés,

para explicarlo mejor es conveniente abordar las INEI (57).

Estas INEI ocurren en varias direcciones, se ha descrito que las células del sistema
inmunolégico expresan receptores para hormonas, neurotransmisores y neuropéptidos que
afectan los procesos inmunol6gicos, mientras que, en la direccion opuesta, los productos
de las células del sistema inmunolégico, como las citocinas, ejercen efectos sobre las
funciones cerebrales (p.egj. liberacion de CRH en neuronas estimulado por interleucina 1 (IL-
1)) (52), algunas citocinas como IL-1 e interleucina 6 (IL-6) son producidas por células
gliales y otras neuronas y tienen la capacidad de afectar la plasticidad de la sinapsis, al ser

mediadores de las interacciones entre los astrocitos y las neuronas pre y post sinapticas, lo
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gue se conoce como sinapsis tripartita, que se ha propuesto como un sistema de

retransmision de la comunicacion entre el sistema nervioso central y el inmunolégico (58).

Las células de un organismo detectan los estimulos estresantes externos o del
propio ambiente celular, envian dicha informacion al cerebro y éste se encarga de coordinar
la respuesta fisiologica, esto es particularmente importante en el sistema inmunolégico, ya
que actia como un 6rgano sensorial enviando informacion al cerebro acerca del tipo de
proceso inmunoldgico que se encuentra en curso, el sistema nervioso central (SNC) a su

vez, dispara las respuestas neuroendocrinas regulatorias (52).

Entre los diversos procesos regulados por las INEI, uno de los méas estudiados es la
respuesta inflamatoria periférica mediante la via neural y la via humoral (56). En la via
neural los estimulos inmunoldgicos activan las vias aferentes vagales de forma directa
mediante citocinas, o indirecta por la interaccién de células quimio-receptoras asociadas al
paraganglio vagal (59). En cuanto a la via humoral, los estimulos estresantes favorecen la
produccién de diversas citocinas pro-inflamatorias durante la activaciéon de la sinapsis
tripartita. Los efectos de dichas citocinas sobre las funciones cerebrales y sobre la
inmunoregulacion neuroenddcrina depende mucho de déonde, cuando y cémo ocurrié el

estimulo (52).

Las citocinas regulan la transmisién de la sefal hacia el cerebro, cruzando la barrera
hematoencefalica mediante un transportador saturable dependiente de la concentracion de
citocinas (60) a su vez proporcional a la intensidad del reto inmunoldgico, lesién o estrés
psicolégico al que esta expuesto un individuo (58); la comunicacién entre las citocinas y el
cerebro también puede llevarse a cabo en los sitios circunventriculares que carecen de
barrera hematoencefélica (61) y a través de receptores ubicados en la superficie del

endotelio vascular en el cerebro (56,58).

La respuesta inflamatoria a nivel cerebral induce efectos neuroquimicos como la
secrecion de neurotransmisores, neuroendécrinos con la activacion del eje HHA
(hipotalamo-hipdfisis-adrenal), HHG (hipotalamo-hipdfisis-gonadal) e HHT (hipotalamo-
hipdfisis-tiroideo) e inmunolégicos con la activacion de los astrocitos y la microglia para la
secrecion de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas y especies reactivas de oxigeno, estos

cambios se asocian con la modificacion de la conducta y de la percepcion (56).

Enfocandonos en el eje HHA, tras su activacion por las citocinas proinflamatorias

durante el estrés, ocurre la secrecion de CRF (factor liberador de corticotropina) a nivel
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hipotalamico, que induce la sintesis y liberacion de ACTH (hormona adrenocorticotrépica)
a nivel de hipdfisis anterior y por consiguiente se estimula la corteza adrenal dando por
consecuencia un aumento en los niveles de cortisol que propicia la reaccion de “fuga o
lucha”, en el estrés agudo los glucocorticoides inician una retroalimentacion negativa para
volver al estado basal, por medio de diversos mecanismos que incluyen la estimulacién de
los receptores mineralocorticoides a nivel central, la activacién de la sintesis de citocinas
antiinflamatorias como interleucina 4 (IL-4) e interleucina 10 (IL-10) y la supresion de
factores nucleares como factor nuclear kappa B (NF-kB) que regulan la sintesis de citocinas
como factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1b (IL-1pB), interleucina 8 (IL-8) e
interferén gamma (IFN-y), asimismo, inhiben la proliferacion de las células mediadoras de

la respuesta inmunolégica y la expresion de moléculas de adhesion (56,60).

Cuando el estrés es crénico, ocurre el llamado sindrome de adaptacién, como
resultado de la hipersecrecion de glucocorticoides, la desensibilizacion de los receptores
mineralocorticoides, la activacién continua del sistema simpatico adrenal y de forma

general, una hipersensibilidad del eje HHA al estrés (51,61).

Se conocen algunos mecanismos que maximizan la capacidad de respuesta del eje
HHA a diferentes niveles, a nivel celular ocurre un aumento de la produccion de CRHy AVP
(arginina vasopresina) por las neuronas del nudcleo paraventricular hipotalamico y
reorganizacion de la expresion de los receptores de los neurotransmisores; a nivel de
sinapsis mejora la excitabilidad celular y se reduce el tono inhibitorio y por ultimo a nivel
estructural, aumenta la densidad de las terminales glutamatérgicas y
noradrenérgicas/adrenérgicas en las neuronas CRH para favorecer la inervacion excitatoria
(62). Ademas, se eleva la circulacion periférica de citocinas anti-inflamatorias como
interleucina 13 (IL-13), interleucina 4 (IL-4) e interleucina 5 (IL-5) con el fin de generar una

regulacién inmunolégica entre citocinas pro y anti-inflamatorias (56).

Estos mecanismos compensatorios pueden considerarse como componentes de la
"carga alostética" o adaptacién a través del cambio que mantiene el sistema equilibrado en
caso necesario. Sin embargo, el estrés crénico puede superar dicha capacidad adaptativa,
mas aun, si el individuo no se encuentra en un contexto adecuado, aumentando el riesgo
de presentar enfermedades relacionadas con el estrés (62), como diabetes, acumulacion
de grasa abdominal, hipertension, aumento del estado pro-inflamatorio y cambios

psicolégicos como ansiedad, depresion, entre otros (51,61).
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II. A. 4. b.iii. El papel de lainflamacién en la depresidn

Amplia cantidad de evidencia ha permitido documentar la capacidad de las citocinas
proinflamatorias para generar efectos conductuales que en su conjunto se denominan como
sickness behavior (56,63,64). El sickness behavior se observa en animales de laboratorio
que padecen infecciones y en los que presentan sintomas similares a los observados en el
TDM, como lo son la anhedonia, fatiga, enlentecimiento psicomotor, disminucion del apetito,
alteraciones en el patrén de suefio e incremento en la sensibilidad del dolor. Estos sintomas
pueden ser inducidos por la administracién individual o conjunta de citocinas
proinflamatorias, por la administracibn de mitbgenos o por la presencia de agentes

infecciosos en modelos animales de depresion (65—-67).

Las similitudes entre los efectos del sickness behavior y los sintomas del trastorno
depresivo han permitido establecer una hip6tesis sobre la participacion del sistema
inmunoldgico en la fisiopatologia de la depresion. La contribucién de una respuesta inmune
activada en la fisiopatologia del trastorno depresivo fue propuesta como la teoria macréfaga
de la depresion, la cual propone que la secrecién de algunas citocinas como IL-1B y TNFa

puede generar en algunos casos el trastorno depresivo (68).

Entre los diversos hallazgos que apoyan la teoria inflamatoria del TDM, se
encuentran el incremento en los niveles de citocinas pro-inflamatorias, linfocitos T
cooperadores tipo 1 (Thl, del inglés T helper 1), proteina C reactiva, haptoglobina,
anticuerpos anti-colesterol-lipoproteinas de baja densidad (LDL, del inglés low density
lipoproteins) oxidado, fosfolipidos oxidados y bajos niveles de antioxidantes, incluido el
glutation, la vitamina E y la coenzima Q (69,70). Otras vias relacionadas con la inflamacién
y la activacion de la respuesta inmune celular incluyen el incremento del estrés oxidativo y
nitrosativo, que en parte pueden ser consecuencia de la elevaciéon de las citocinas pro-
inflamatorias, y que a su vez, puede causar una peroxidacion lipidica, dafio al ADN y una

desregulacion de la respuesta inmune (63,69).
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II. A. 4. b.iv. Alteracion de las monoaminas

Aunado a la teoria inflamatoria del sickness behavior, las manifestaciones clinicas
del trastorno depresivo se han asociado primordialmente a un defecto en el funcionamiento
de los neurotransmisores (71). Los sistemas de serotonina (5HT, 5-hidroxitriptamina),
norepinefrina (NE) y dopamina (DA) se originan en el tronco encefalico y se proyectan hacia
diferentes regiones cerebrales, donde sus acciones son mediadas por sus transportadores
y receptores afines, dando lugar a la aparicion de los diferentes sintomas de depresion (72).

Durante el estrés agudo se estimula la enzima triptéfano hidroxilasa que cataliza la
conversion de triptéfano a serotonina, que a su vez activa las células del nucleo
paraventricular para la liberacién de CFR y modula la liberacion de AVP que actia sobre
los receptores V1b de la hipdfisis anterior para liberar ACTH (51).

De forma opuesta, durante el estrés cronico, la elevacion de los glucocorticoides
adrenales activa a la enzima tript6fano 2-3 dioxigenasa (TDO) que cataliza la oxidacion de
triptéfano a N-formilquinurenina. De acuerdo con la hip6tesis neurodegenerativa de la
depresién, existe evidencia de que los productos finales de la via de las quinureninas son
neurotéxicos y generan cambios estructurales como la reduccién del tamafio del
hipocampo, la disminucién del nimero de astrocitos y la pérdida neuronal de la corteza
frontal y del estriado, estos cambios a su vez, se encuentran relacionados con el inicio del

trastorno de depresion (Fig. 2) (51,64).
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Fig. 2. Estrés y sistema serotoninérgico. TDO: triptéfano 2-3 dioxigenasa o triptofano pirrolasa; IDO: indolamina
2-3 dioxigenasa: NMDA: Del inglés, N-methyl-D-aspartate receptor, Receptor de N-metil-D-aspartato; IFN-y:
Interferon gamma; TNF-a: Del inglés Tumor necrosis factor-alpha, Factor de necrosis tumoral alfa; AVP: Arginina
vasopresina; ACTH: Del inglés Adrenocorticotropic hormone, hormona adrenocorticotropa; CRF: Del inglés
corticotropin releasing hormone, factor liberador de corticotropina; SERT: Del inglés, serotonin transporter,
transportador de serotonina; 5-HT1A: Del inglés 5-Hydroxytryptamine Receptor 1A. Receptor 1A de 5-
hidroxitriptamina; 5-HT2: Del inglés 5-Hydroxytryptamine Receptor 2. Receptor 2 de 5-hidroxitriptamina; 5-
HT1B: Del inglés 5-Hydroxytryptamine Receptor 1B. Receptor 1B de 5-hidroxitriptamina. Tomado de: Olvera
Alvarez y cols. Expresion génica de SLC6A4, HTR1A y S100A10 en linfocitos de sangre periférica: un potencial
biomarcador de depresion y nueva herramienta para incrementar la seguridad aérea. En: Pavén Romero y cols.
Nuevos enfoques en el estudio de las Interacciones Neuroinmunoendrinoldgicas. Universidad de Guadalajara,
México 2018 (57).

II. A. 5. Bases biolégicas de laresiliencia.

La inflamacion aun de baja intensidad y la activacion de la respuesta inmune celular
pueden traducirse en neuroinflamacién y en la activacién de la microglia, con cambios en
el comportamiento en algunos individuos (64,73), mientras que otros no desarrollan dichos
cambios, esto se explica por la resiliencia al estrés, que se refiere a la capacidad de los
individuos para mantener niveles normales de funcionamiento psicolégico, biolégico y social
tras un evento trauméatico (74), la resiliencia no es simplemente la ausencia de una

respuesta patologica al estrés, sino que involucra un proceso de alostasis, que se define
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como un proceso activo por el cual el organismo responde a los eventos diarios para

mantener la homeostasis (74,75).

Poco se sabe acerca de las causas exactas por las que ciertas personas son
resilientes al estrés, se ha hipotetizado su relacién con factores biolégicos como la carga
genética, la plasticidad cerebral (hipocampo, amigdala y corteza prefrontal) (75), la
produccion de moléculas de proteccion contra el estrés oxidativo (en la corteza prefrontal
ventromedial y el ntcleo accumbens) (74), asi como con factores psicosociales como son
las estrategias adecuadas en el cuidado de la salud, la red de apoyo saocial, los rasgos de

personalidad, las estrategias de afrontamiento y una baja carga alostérica (76).

II. A. 6. Unavision integrada del Trastorno Depresivo Mayor

La alostasis crénicamente desregulada puede conducir a la enfermedad. Se
denomina "carga o sobrecarga alostatica" al desgaste que resulta de un exceso de estrés
o de un manejo ineficiente de la alostasis e incluye aquellos cambios en el comportamiento,

tales como problemas del suefio, del apetito, adicciones, etc. (75).

El modelo de diatesis-estrés proporciona una base neurobiolégica que conecta al
estrés con el trastorno depresivo, esta teoria explica que en las personas vulnerables existe
cierta predisposicion a una respuesta negativa al estrés, dicha predisposicién puede ser
psicolégica o biologica y dentro de esta ultima, el estrés cronico o desde la vida temprana
puede condicionar una desregulacién continua del eje HHA con hipersensibilidad al estrés,
lo que mas que generar los sintomas especificos de la depresién, predispondria a que una
ruptura de la diatesis biolégica, por un estresor agudo, dispare la cascada de eventos

expuestos anteriormente que conduciran finalmente al desarrollo de la depresién (53).

En resumen, el mantenimiento de una respuesta inmune activada y alterada debida
a estrés cronico, en individuos vulnerables con una mala adaptacién a dicha respuesta,
puede generar un episodio depresivo e incluso un trastorno depresivo (77). El estrés ha
sido asociado con un perfil pro-inflamatorio que ocurre frecuentemente en asociacion con

el TDM, lo que exacerba la desregulacién inmunoldgica (78-80).

Pagina | 17



Il. B. EVALUACION DE LA SALUD MENTAL EN PILOTOS AVIADORES

II. B. 1. Problemas de salud mental en pilotos aviadores

Poco es lo que se conoce acerca de la prevalencia de depresion y otros trastornos

mentales en pilotos.

De la literatura disponible podemos rescatar algunos ejemplos: Durante la
examinacién médica periodica que se les practica a los pilotos aviadores en Australia, s6lo
el 1% refiere estar tomando antidepresivos, dicho porcentaje es mucho menor que el de la
poblacion general, sugiriendo que esta subreportado (81), esta situacion se observa
también en lo que coindice con la situacién de Gran Bretafia, donde se estima que los
problemas psiquiatricos representan el 41% y 67% de las condiciones médicamente
inadecuadas durante los examenes psicomédicos, para pilotos de los pilotos de la Fuerza
Aérea y el 67% para pilotos de lineas comerciales respectivamente, corresponden a
problemas psiquiatricos, mientras que Unicamente se atribuye el 13,4% en los reportes de

las compafiias de seguros (44).

Aunque la prevalencia de depresion en los pilotos aéreos se desconoce, se sabe
del uso de antidepresivos por los mismos. Por otro lado, de acuerdo con la Junta Nacional
de Seguridad del Transporte (NTSB, del inglés National Transportation Safety Board), el
uso de inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS) con o sin el uso de otras
sustancias, es un factor contribuyente en al menos 9 de 61 accidentes (82). Aunado a lo
anterior, el estudio de la base de datos del Instituto Médico Aeroespacial Civil (CAMI, del
inglés Civil Aerospace Medical Institute), que resguarda los andlisis realizados de forma
posmortem a los pilotos accidentados, revelé que de 4,184 accidentes de aviacién fatales
ocurridos entre 1990 y 2001, 61 pilotos presentaron residuos de ISRS con concentraciones
que iban desde niveles subterapéuticos a niveles toxicos, reportandose de 11 a 1121 ng/ml
para fluoxetina, de 47 a 13102 ng/ml para sertralina, de 68 a 1441 ng/ml para paroxetina y
de 314 a 462 ng/ml para citalopram (82); de los 61 pilotos mencionados, 7 (12%) reportaron
tener depresion en los exdmenes médicos, 3 de ellos con tratamiento farmacolégico y 6 de
los 7 pilotos refirieron remision del trastorno depresivo, por lo que fueron certificados, de los

52 pilotos restantes que negaron enfermedades, 12 (20%) tenian un historial de

Pagina | 18



psicopatologia y/o uso de ISRS como se evidencié en el andlisis posmortem, dando mayor
soporte a la hipétesis de que el trastorno depresivo se encuentra subdiagnosticado en esta

poblacion (83).

Por otro lado, en diversos estudios psicofisiol6gicos se ha encontrado que los ritmos
circadianos, de suefio y descanso/actividad influyen sobre los requerimientos de adaptacion
conductual y metabdlica, esto es importante debido a que la planeacién de los vuelos resta
tiempo para que el reloj biol6gico se adapte a la nueva situacion, lo que se traduce en fatiga
y las consecuencias que conlleva. A once controladores de tréfico aéreo del turno nocturno,
se les aplico el Inventario de Ansiedad de Rasgo de Estado y se realizaron mediciones de
cortisol, prolactina y testosterona, arrojando un incremento en la concentracion de estos
dltimos al final de la jornada, en comparacion con los valores basales tras ocho horas de

suefo (4).

II. B. 2. Situacién de seguridad en el transporte aéreo

De acuerdo con el reporte del 2014 de la Organizacién de Aviacion Civil
Internacional (OACI), se estiman 3200 millones de usuarios de vuelos comerciales por afio
y cada dia se gestionan mas de 100.000 vuelos (84). La aviacién se ha vuelto cada vez
mas importante en la economia de los paises y es importante aumentar la eficacia de los

procesos y la seguridad para usuarios y personal aéreo.

Actualmente se calcula un indice anual de 3 accidentes por cada millon de partidas
(84), en cuanto a las causas, de acuerdo con la Red de Seguridad en Aviacion que recopila
datos de todo el mundo (Aviation Safety Network, ASN), perteneciente a la Fundacion de
Seguridad Aérea (Flight Safety Fundation, FSF), la causa principal de accidentes, incluidos
los fatales y no fatales, fueron vulnerabilidad en la seguridad (28.13%), fallas en la aeronave
(21.5%) y colisiones (10.61%) (Tabla 3) (85).

Pagina | 19



Tabla 3. Lista de causas contribuyentes de accidentes aéreos fatales y no fatales de acuerdo
con la Red de Seguridad en Aviacion (ASN)®

PROBLEMAS DE Numero de
SEGURIDAD AEREA CAUSA DE ACCIDENTES accidentes
AERONAVE Falla de fuselaje, error de disefio, motores, superficies de 1484
vuelo, instrumentos, presurizacién, sistemas, tren de
rodaje
TORRE DE CONTROL Lenguaje / problemas de comunicacion, vuelo VFR en IMC, 149
Y NAVEGACION instrucciones incorrectas o malinterpretadas
CARGA Centro de gravedad incorrecto, avién sobrecargado... 198
COLISIONES Colisiones en el suelo y en el aire (aeronaves, aves y 732
objetos)
FACTOR EXTERNO Dafio por objetos extrafios (FOD), vértice de estela. 166
FUEGO En Hangar, tierra, vuelo, etc. 277
ATERRIZAIJE Desembarco rapido y pesado, timones/alerones 597
bloqueados, configuracidon de despegue erréneo, etc.
MANTENIMIENTO Incumplimiento, instalacién incorrecta de partes, etc. 79
CLIMA Formacién de hielo, relampago, tormenta, viento etc. 578
TRIPULACION Consumo de alcohol / drogas, desorientacidn, distraccidn 287
en cabina, falta de monitorizacién de los instrumentos,
incapacitacion del piloto durante el vuelo, problemas de
comunicacion (lenguaje) con torre de control, condiciones
mentales, incumplimiento de procedimientos, fatiga,
problemas de juicio y error de navegacion, personal no
calificado
SEGURIDAD Suicidios de pilotos, copilotos 9
(1941) Ataque suicida 8
Robo de aeronave con suicidio 2
Hijack (secuestro) 1074
Destruccidn en tierra 296
Bomba 87
Disparo 465
DESCONOCIDO 413
TOTAL 6901

a: ASN del inglés Aviation Safety Network. Fuente: Aviation Safety Network. 1996-2017 Aviation Safety
Database [Internet]. 2016. Disponible en: https://aviation-safety.net

A pesar de que el suicidio del personal aéreo no es la causa mas comun de
accidentes, contribuyendo con menos del 1% como causa de eventos de seguridad, los 9
eventos fatales reportados hasta la fecha se traducen en 563 decesos (85). El
desafortunado evento del vuelo 9525 de Germanwings provocado por el copiloto Andreas

Lubitz que cobro la vida de 150 personas, abrié el debate acerca de la existencia de los

Pagina | 20



trastornos mentales como la depresion en los pilotos aviadores y en las estrategias a
implementar para disminuir el riesgo de que este tipo de eventos se presenten, ese mismo
afo la Agencia de Seguridad Europea de Aviacion (EASA) emitié sus recomendaciones,
destacando la importancia de las evaluaciones psicoldgicas y médicas de los pilotos y la

necesidad de desarrollar mejores sistemas de diagndéstico (86).

II. B. 3. Subdireccién de Certificacion Aeromédicay Maritima

II. B. 3. a. Funcién de la Subdireccién de Certificacion Aeromédica y Maritima

La Subdireccién de Certificacibn Aeromédica y Maritima (SCAM), depende de la
Direccion General de Proteccion y Medicina Preventiva en el Transporte (DGPMPT), la cual
es una unidad adscrita a la Subsecretaria de Transporte de la Secretaria de

Comunicaciones y Transportes (87).

Comparte la mision de la DGPMPT: “Prevenir la ocurrencia de accidentes y con ello
proporcionar, seguridad y confianza a los usuarios del Transporte Publico Federal,
mediante la verificacién de la integridad psicofisica, por si o por conducto de terceros
autorizados, de quienes intervienen en la conduccion, operacion y auxilio del transporte en

las Vias Generales de Comunicacion, servicios auxiliares y conexos” (87).

Entre las diversas funciones de la SCAM, se encuentra determinar las condiciones
psicofisicas que debe presentar el personal técnico aerondutico, incluidos los pilotos
aviadores, a través de la practica de exdmenes psicofisicos integrales, médicos en
operacién y toxicolégicos para coadyuvar en la seguridad de los usuarios del modo de

transporte aéreo.
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II. B. 3. b. Evaluacidn de la funcién mental en el Examen Psicofisico Integral

En México, al igual que en otros paises, se realiza una prueba psicofisica a
navegantes aéreos para poder otorgar la licencia federal (Tabla 4), tras asegurarse que los
operadores se encuentran aptos, es decir, en 6ptimo estado de salud. En cuanto a la salud
mental, el operador no debe presentar historia clinica comprobada o diagndstico de
trastornos afectivos del humor, ni usar psicofarmacos por prescripcion médica que
interfieran o puedan interferir con el desempefio seguro y eficiente de las atribuciones que

su Licencia Federal le confiere (88).

Tabla 4. Aspectos que se evallan en el Examen Psicofisico Integral en México.
El Examen Psicofisico Integral comprendera lo siguiente:

I. Historia Clinica;

Il. Examen médico general;

[ll. Exploracion oftalmoldgica: agudeza visual, discriminacion de color, fondo de ojo y campimetria;
IV. Exploracién audiolégica: agudeza auditiva y otoscopia;

V. Exploracién neumoldgica: inspeccion, palpacion, percusion y auscultacién de ambos hemitérax;
VI. Exploracién cardiolégica: inspeccion, palpacién, percusién y auscultacion del area;

VII. Exploracién neurolégica: estado de alerta, reflejos oculares fotomotores y de acomodacion,
reflejos osteotendinosos, tono muscular y reflejos patolégicos, y

VIII. Valoracién y estudio psicoldgico.

Fuente: Articulo 10. Reglamento del Servicio de Medicina Preventiva en el Transporte SCT(88).
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ll. C. POTENCIALES BIOMARCADORES PARA EL DIAGNOSTICO DEL
TRASTORNO DEPRESIVO

Il.C. 1. Concepto y clasificacion de biomarcadores

El término “biomarcador” hace referencia a un indicador que evalla la interaccion
entre un sistema biologico y un agente de tipo quimico, fisico o bioldégico, ademas provee
informacion sobre el estado normal o patoldgico de un individuo (89,90). Dicha interaccion
depende de caracteristicas heredadas y adquiridas de un individuo y de las circunstancias
de la exposicion al agente. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en coordinacion
con las Naciones Unidas y la Organizacion Internacional del Trabajo definié un biomarcador
como: "Cualquier sustancia, estructura o proceso que puede medirse en el cuerpo o sus
productos e influir o predecir la incidencia de resultados o enfermedades”(91).
Posteriormente, en su informe sobre la validez de los biomarcadores en la evaluaciéon del
riesgo ambiental, la OMS ha declarado que una definicion verdadera de biomarcador
incluye: "casi cualquier medida que refleje una interaccién entre un sistema bioldgico y un
peligro potencial, que puede ser quimico, fisico o bioldgico" y que “La respuesta medida
puede ser funcional y fisioldgica, bioquimica a nivel celular o una interaccion molecular”
(92).

Comprender la relaciéon entre los procesos biolégicos medibles y los resultados
clinicos es vital el disefio de nuevos y mas efectivos tratamientos para los padecimientos y
para profundizar en nuestra comprension de la fisiopatologia de la enfermedad (90). Al ser
los biomarcadores caracteristicas objetivas y cuantificables de los procesos bioldgicos,
estos son utilizados para la compresion y evaluaciéon de diversos aspectos de una
enfermedad como la prevencion, el diagndstico, su progresion, la respuesta a la terapia o
la evaluacion experimental de medicamentos, asi como la identificacion de individuos
sensibles (89). En este sentido un biomarcador debe poder medirse con precision y de
forma reproducible, por lo que el proceso de seleccion y aprobacion de un biomarcador
debe ser validado para conocer la exactitud, precision, especificidad, fiabilidad y
sensibilidad del procedimiento analitico empleado y la correcta interpretacién de datos de

la medicién (29,89).
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La validacién de biomarcadores apropiados requiere un largo periodo de estudio,

con tres fases: descubrimiento, validacion cinica e implementacion (93). Involucra el aporte

de diferentes grupos de trabajo con la finalidad de: 1) desarrollar y estandarizar protocolos

permitan la adquisicién, almacenamiento y tiempo de manejo de la muestra; Il) determinar

la metodologia teniendo en cuenta la demografia, estilo de vida, y variables genéticas que

influencian las medidas; y Ill) evaluar estudios prospectivos de sensibilidad y especificidad

del biomarcador para predecir el riesgo a padecer una enfermedad (29,89). En cuanto al

objetivo al que va dirigida la evaluacion de un biomarcador, estos pueden ser diferenciados

en siete tipos (93):

a)

b)

d)

f)

9)

Biomarcador de susceptibilidad/ riesgo: indica el potencial para desarrollar una

enfermedad o condicion médica, en un individuo que no la presenta en la actualidad.

Biomarcador de diagnéstico: se usa para detectar la presencia de una enfermedad

o condicion de interés.

Biomarcador de monitorizacién: indicador medido de forma serial para medir el
estatus de la enfermedad o condicibn médica, para evidenciar la exposicion o el

efecto de un medicamento o agente ambiental.

Biomarcador de prondstico: usado para identificar la probabilidad de un evento
clinico, recurrencia o progresion de la enfermedad, en pacientes que tienen una

enfermedad o condicion médica de interés.

Biomarcador predictivo: usado para identificar individuos que son mas propensos
que individuos similares sin el marcador, de presentar un efecto favorable o

desfavorable de la exposicion a un medicamento o agente ambiental.

Biomarcador de respuesta al tratamiento: usado para probar que un individuo ha
presentado una respuesta biolégica ante la exposicién a un medicamento o agente

ambiental.

Biomarcadores de seguridad: biomarcador medido antes o después de la exposicion
a un medicamento o agente ambiental para indicar la probabilidad, presencia o

grado de toxicidad como efecto adverso.
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El monitoreo biolégico es una medida efectiva en los programas de salud
ocupacional en situaciones donde los trabajadores se encuentran expuestos a factores que
son potencialmente perjudiciales a la salud. En este contexto, los biomarcadores han
contribuido en el desarrollo de politicas en salud ocupacional, ya que son una herramienta
complementaria en los estudios de epidemiologia ambiental a partir de los cuales se
desarrollan programas de vigilancia. En diversas ocasiones, el objetivo de los estudios
epidemioldgicos es identificar y evaluar los factores de riesgo asociados a enfermedades,
asi como el reconocimiento temprano de efectos adversos generados por las condiciones
ambientales, por lo que pueden ser utilizados para evidenciar exposicion laboral e impacto
ambiental en grupos especificos y cuantificar la exposicion relacionada con la

susceptibilidad de los individuos (89).

El desarrollo tecnoldgico posibilita que los biomarcadores implementados sean cada
vez mas especificos y son fundamentales en el desarrollo de las diferentes disciplinas
biomédicas, que permiten la elaboracion de las estrategias y politicas para mejorar las
condiciones de vida de los pacientes y de las personas en general, al generar informacién
gue permite realizar correctivos para disminuir la mortalidad y morbilidad de los individuos.
A partir de esta informacion es posible identificar nuevos riesgos y grupos de trabajadores
con posibilidad de padecer enfermedades ocupacionales, asi como establecer politicas y

programas prevencion de control para estas poblaciones (29,89).

En el contexto de los trastornos psiquiatricos, actualmente el diagnostico depende
de la evaluacién de los sintomas y la realizacion de una adecuada entrevista clinica; sin
embargo, pocos pacientes que padecen trastornos depresivos llegan a las consultas
especializadas, y algunos nunca son diagnosticados, lo que ocasiona un retraso en el inicio
del tratamiento y empeora el pronéstico de estos pacientes. Por otro lado, la falta de
recursos y tiempo requerido para una entrevista clinica adecuada puede ser la causa de
estos errores en el diagnostico (29). En estos casos un biomarcador que ayude a dirigir el
diagnéstico de TDM seria de gran utilidad, ya que permitiria identificar individuos en riesgo
y canalizarlos al especialista para su correcta evaluacion y tratamiento, lo que impactaria
mejorando el prondstico de la enfermedad, favoreciendo la recuperacion y calidad de vida
del individuo, ademas de disminuir los costes individuales y sociales de este padecimiento
(94).
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II. C. 2. Marcadores bioguimicos en el diagndstico de la depresion

En el contexto de las ideas expuestas, se ha investigado sobre potenciales
biomarcadores que pudieran servir de apoyo a los médicos psiquiatras en la deteccion del
trastorno depresivo (Tabla 5), dando como resultado el desarrollo de pruebas como la de
supresion con dexametasona desarrollada a finales de los afios 70°s, la cual se convirtié en
uno de los temas mas controvertidos de la psiquiatria moderna, aunque siguié siendo
aplicada en diferentes estudios, esta prueba reportaba una sensibilidad y una especificidad
de 36% y 56% respectivamente (10), posteriormente se afiadié a la prueba la infusién de
hormona liberadora de corticotropina, que elevo la sensibilidad a 61% y la especificidad a
71% (11), en los Udltimos afios, con la mayor comprension de la fisiopatogenia de la
enfermedad, se han desarrollado biomarcadores con mayor exactitud y precision, como el
analisis de expresion de genes inducidos por lipopolisacéaridos, en cultivo celular, aunque
dicha estimulacion necesitaba una incubacion de 6 hrs(12) o los estudios con
biomarcadores proteicos en suero (19). Sin embargo, no se ha llegado a un consenso en
el uso de alguna de estas metodologias en la practica diaria de los Médicos Psiquiatras,
debido a la dificultad ejecutiva, a sus costos y a la variabilidad en la sensibilidad y

especificidad de las pruebas(95).

Tabla 5. Biomarcadores desarrollados para la deteccion del trastorno depresivo mayor

y Test Dexametasona / M(.ec’iicién de Niv¢'eles séricos de 9
Prueba de supresion ool expresion de 7 genes biomarcadores
con Dexametasona de corticotropina inducidos por LPS. proteicos.
(dex / CRH) Spijker 2010 Papakostas 2013.
[ B " Sensibilidad: [ T
Sensibilidad 36% ] | 76.9% . 56”5;3'£dad'
| O } Sensibilidad 61% T - | W=s0N )
— e /Especificidad: — - —
| . | Especificidad 71.8% ' Especificidad:
Especificidad 71% 2 819%
56% (ansiedad, ? . e21 casosy 21 ° .
esquizofrenia, *82 pacientesy controles *36 pacientes y
alcoholismo, 28 controles. eReplicacion: 13 43 controles
demencia) casos y 14 *Replicacién: 34
\_ " _/ \_ N / \_controles J \_pacientes. _/

a. dex/CRH tes t= Examen de Dexametasona / hormona liberadora de corticotropina; LPS=
lipopolisacéaridos. Fuente (9-11,25)
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II. C. 3. Marcadores genéticos asociados con el trastorno depresivo mayor

La investigacion de biomarcadores genéticos para la identificacion, la monitorizacién
del curso de TDM o la respuesta al tratamiento se ha enfocado en: la busqueda de variantes
genéticas o SNPs, que contribuyen al 42% de la varianza en la respuesta a los
antidepresivos; las variantes a nivel epigenético como el andlisis de los patrones de

metilacién del ADN y en la cuantificacion de la expresion génica(96).

La investigacion de los potenciales genes blanco, se enfocan en los sistemas
biol6gicos que se han asociado con mayor consistencia al TDM, como son: los participantes
en el eje HHA(95), tales como genes codificantes de receptor de glucocorticoides NR3C1,
(del inglés, nuclear receptor subfamily 3 group C member 1, miembro 1 del grupo C de la
subfamilia 3 de receptores nucleares)(97,98), o involucrados en la sefalizacion de los
mismos FKBP5 (del inglés FK506-binding protein 5, proteina 5 de unién a FK506) (96,99);
los involucrados a los procesos de inflamacion, como los genes codificantes de IL-1b, IL-
11, TNF-a y MIF, entre otros(15,97,100); los que participan en la neuroplasticidad, tales
como los genes codificantes de BDNF y VGF (del inglés VGF Nerve Growth Factor
Inducible, factor de crecimiento nervioso inducible) (97) y los genes asociados a la via
serotoninérgica, como los genes que codifican para los receptores de serotonina como
HTR1A, HTR1B, HTR2A, HTR2C (96,101,102), el transportador SLC6A4 (14,15,96) o las
proteinas asociadas (S100A10)(103).

De este ultimo grupo vale la pena mencionar la importancia de los siguientes genes:

SLC6A4 es un gen localizado en el brazo largo del cromosoma 17 (17g11.2) que
cuenta con 15 exones y codifica para el transportador de serotonina (SERT o 5-HTT). Es
miembro de la superfamilia de acarreadores de solutos (SLC, del inglés solute carrier) y es
dependientes de sodio. La funcién principal de SERT es la regulacion de la sefalizacion
serotoninérgica a través del transporte de moléculas de serotonina al interior de las células;
por ejemplo, en SNC moviliza a la serotonina desde la hendidura sinéptica de regreso a la
terminal pre-sinaptica para su reutilizacion o catabolismo. El SERT desempefia un papel
clave en la regulacién de la disponibilidad de serotonina para los receptores de serotonina.
Se ha relacionado a la funcion de SERT con diversos desordenes del estado de animo
como el TDM, el desorden de ansiedad, desorden obsesivo compulsivo, desorden limite de

la personalidad y desordenes dele estado de animo esporadico. Existen dos isoformas de
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SERT producidas por splicing alternativo, una de 630 amino&cidos (70.3kDa) y otra de 672
aminoacidos (74.9kDa). Estas isoformas son el resultado de la presencia de un
polimorfismo en la regién promotora aproximadamente a 1 kb rio arriba del sitio de inicio de
la transcripcidn y esta compuesto por 16 elementos repetidos, lo que genera una mutacion
de insercién/delecion (5-HTTLPR del inglés Short polymorphism of the serotonin
transporter, polimorfismo corto del transportador de serotonina) de 43pb en la
secuencia(104-106). El alelo corto, mayoritario en poblacién caucasica, esta asociado con
una menor eficiencia transcripcional del promotor en comparacién con el alelo largo, lo que
afecta la tasa de absorcién de serotonina(47). Diversos estudios han relacionado la
presencia de una o dos copias del alelo corto con un incremento en la presencia de
sintomas depresivos, depresion diagnosticable y tendencias suicidas en relacion con
eventos vitales estresantes que las personas homocigoéticas para el alelo largo(107,108);
aungue los resultados al momento han sido controversiales como para asegurar que este
polimorfismo pueda jugar en el comportamiento y la depresion(47). El transportador de
serotonina (SERT) es el blanco terapéutico de los antidepresivos ISRS y parcialmente de
los duales (109), los cuales bloquean a SERT para inducir un incremento farmacoldgico de
los niveles de serotonina en los pacientes con TDM, lo que induce a los cambios
conductuales (16), cuando los pacientes reciben ISRS, incrementa la expresion de SERT

en linfocitos después de 6 semanas de tratamiento.

HTR1A es un gen localizado en el brazo largo del cromosoma 5 (5q12.3) que cuenta
solo con 1 exon y codifica para el receptor de serotonina tipo 1A (5-HTR1A), éste gen
codifica para una proteina de 422 aminoacidos (46.1 kDa). El 5-HTR1A pertenece a la
familia de las proteinas G que cuando se une a su ligando desencadena la sefializacion
que inhibe la actividad de adenilato-ciclasa y regula la liberacién de iones Ca?* de las
reservas intracelulares(104-106). El receptor 5-HT1A es el receptor de serotonina mas
abundantemente expresado en el cerebro, se expresa también de forma constitutiva en
linfocitos T (20). Este receptor desempefia un papel en la regulacién de la liberacion de
serotonina y en el metabolismo de serotonina y dopamina. A nivel de SNC regula los niveles
de dopaminay serotonna en el cerebro y, por lo tanto, afecta la actividad neuronal, el estado
de animo, el comportamiento y la cognicion. Ademas, desempefia un papel en la respuesta
a los estimulos ansiogénicos(104—-106). Se considera que el receptor 5-HT1A juega un
papel principal en la migracion neuronal, crecimiento de neuritas, y la formacion de sinapsis
inherente al proceso de neurodesarrollo (110). Varios estudios de meta-andlisis han

reportado diversos polimorfismos en la region promotora del gen HTR1A con una
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asociacion positiva para el desarrollo del TDM (110,111) y la respuesta al tratamiento
farmacoldgico (112), su disminucién y/o alteraciones funcionales estan asociadas con el
establecimiento de conductas relacionadas al TDM, su expresién esta ligada al adecuado
funcionamiento de este tipo celular, ademas es el blanco de nuevos farmacos

antidepresivos (20).

S100A10 es un gen localizado en el brazo largo del cromosoma 1 (1g21.3) que
cuenta con 3 exones que codifican para una de 97 aminoacidos (11.2 kDa), conocida como
proteina P11 o proteina intracitoplasmatica 11, pertenece a la familia de las proteinas S100
de unidn a Calcio, las cuales se localizan en el citoplasma y/o nucleo de una amplia gama
de células, y participan en la regulacion de una serie de procesos celulares, como la
progresion y diferenciacién del ciclo celular (104-106). Se ha reportado que pl1 influye en
la transmision serotoninérgica y que su expresion se reduce en un modelo de depresion en
ratones, asi como en el tejido cerebral post-mortem de casos de TDM (113). La proteina
pll desempefia un papel fundamental en la modulacién dinamica de la funcién del receptor
serotoninérgico HTR1B; que participa en el control inhibitorio local de la liberacién de
serotonina. Se ha reportado que la proteina p11 aumenta la localizacion de los receptores
5-HT1B en la superficie celular (17,113). Ademas, se ha implicado en la patogénesis del
TDM (114,115) y los mecanismos terapéuticos de la accién de antidepresivos (113,116),
aungue los resultados han sido controversiales(117). En los pacientes con diagndstico de
TDM se han reportado niveles significativamente bajos de expresion de P11, lo que mejora

considerablemente tras 20 semanas de tratamiento (21).

II. C. 4. Andlisis de expresion génica en células mononucleares de sangre

periférica.

La expresion de los componentes serotoninérgicos esta diferencialmente regulada

entre los diversos tejidos y tipos celulares (118).

Se ha reportado que diversas células del sistema inmunoldgico poseen la
maquinaria para producir, degradar, almacenar, liberar y responder a 5HT (118,119). Las
células dendriticas, macréfagos, monocitos y células cebadas internalizan 5HT, de forma

que la regulacion de los niveles de 5HT se han asociado a la regulacion de la inflamacion,
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la quimiotaxis y la fagocitosis (118,120). Ademas, se ha reportado que la 5HT contribuye
en la interaccion entre monocitos y células NK, asi como la activacion de los linfocitos T via
estimulacion por macréfagos y en la modulacién de la diferenciacion de células dendriticas

a partir de monocitos (73,118).

Diversos estudios han propuesto un proceso inmunolégico cronicamente activado
con la participacion activa de células T en la progresién y resolucion de un evento depresivo
(77,120). Esto convierte a los linfocitos periféricos en herramientas bioldgicas esenciales
para la determinacion de la participacion del sistema inmunolégico en la fisiopatologia de la
depresion, aunado a ello, se ha demostrado que, adicionalmente a las neuronas, los
linfocitos expresan de forma constitutiva proteinas del sistema serotoninérgico, como SERT
y los receptores para 5-HT (5-HT1A, 5-HT2, etc.) (119,121,122). En pacientes con
depresion mayor se detectan, tanto en neuronas como en linfocitos, los mismos defectos
numeéricos y funcionales de las proteinas del sistema serotoninérgico, que consisten en una
disminucién del SERT y en defectos funcionales en los receptores (14,15). Cuando los
pacientes reciben tratamiento con antidepresivos triciclicos o ISRS el nimero de SERT
presente en los linfocitos de sangre periférica se incrementa después de 6 semanas de

tratamiento (16).

En una gran proporcion de casos, la sintomatologia del trastorno depresivo se
desarrolla en un contexto de estrés psicosocial, lo que altera la homeostasis del organismo

y la intercomunicacion de las INEI (77).

Actualmente, las observaciones clinicas parecen apuntar a un modelo complejo del
trastorno depresivo. En dicho modelo, las células del sistema inmunolégico, como los
linfocitos, interaccionan con las células inmunes innatas del SNC y otras células inmunes
periféricas, asi como con el sistema neuroendocrino, determinando los perfiles inflamatorios
que se pueden encontrar en algunos subtipos del trastorno depresivo (73,77). Por lo tanto,
la determinacion e identificacion del papel de estas células en individuos en riesgo de
padecer depresion es fundamental para la identificacion oportuna de sintomas depresivos
y disminuir los posibles efectos que pueden provocar los mismos en la vida de los individuos

gue presenten esta enfermedad.

A raiz de estos descubrimientos, se realizaron estudios de expresion génica por
medio de microarreglos, que incluyeron 40 genes candidatos, encontrando que la
cuantificacion de la expresion de 5 de ellos (PDGFC, SLC6A4, ARHGAP24, PRNP, y
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HDACS), daban una sensibilidad de 80% y una especificidad de 92% para distinguir casos
con trastorno depresivo mayor y sujetos control (19). En este mismo sentido, vale la pena
mencionar el trabajo de investigacion realizado en México por el Laboratorio de
Psicoinmunologia del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramoén de la Fuente Mufiz
(INPRFM), que se ha enfocado en el estudio de las alteraciones en la expresion de genes
asociados al sistema serotoninérgico tales como SLC6A4 (codifica para SERT), HTR1A

(codifica para 5-HT1a) y S100A10 (codifica para p11) en linfocitos de sangre periférica (123).

El estudio no publicado realizado en el INPRFM en pacientes con TDM durante 52
semanas de tratamiento con ISRS mostr6 que los niveles de expresién de los genes
codificantes para SERT, 5-HT1A y P11 en PBMC fueron significativamente diferentes en
pacientes con reciente diagnéstico de TDM que no habian recibido tratamiento, en
comparacion con los individuos control sin depresion. Tras iniciar el tratamiento
farmacoldgico, los pacientes mostraron mejoria clinica desde la semana 20 de tratamiento
farmacoldgico, que se reflejé en el puntaje de las escalas HDRS y BDI; mientras que, al
evaluar la expresion cuantitativa de los genes mencionados, se observo el restablecimiento
de los niveles de expresion después de 20 semanas de tratamiento, siendo concordante

con los resultados de las escalas clinimétricas(123).
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CAPITULO lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

ll. A. JUSTIFICACION

Con base en los resultados, no publicados (123), obtenidos por el equipo del
Laboratorio de Psicoinmunologia del INPRFM, los investigadores han propuesto que la
determinacién conjunta de los niveles de expresion génica de SLC6A4, HTR1A y S100A10

en PBMC permitiria la confirmacién del diagnéstico de TDM en poblacion no hospitalaria.

El uso de biomarcadores diagnésticos para el TDM, cobra especial relevancia en
aguellos grupos donde los trastornos del animo se encuentran subdiagnosticados, debido
a las repercusiones laborales, sociales o econ6micas. Tal es el caso de los pilotos
aviadores, quienes, al estar sometidos a estrés laboral, factores psicosociales adversos en
su entorno y factores de riesgo que les confiere su propia biologia, tendrian un riesgo
incrementado de presentar un episodio depresivo y que, sin embargo, dificilmente cuentan
con un diagnéstico de depresién en las diferentes valoraciones psicolégicas que se les

realizan a menudo.

lll. B. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existe una alteracién en el perfil de expresién de los genes SLC6A4, HTR1A y

S100A10, previamente asociados a TDM, en los pilotos aviadores?

lIl. C. HIPOTESIS

Dada la prevalencia de los trastornos depresivos en la poblacién general, se
esperaria encontrar una frecuencia aproximada de 7% entre los pilotos aviadores, que se
veria reflejado en un perfil de expresion de SLC6A4, HTR1A y S100A10, similar al que
presentan los pacientes con TDM y que seria significativamente diferente al perfil que

expresan los controles sanos.
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[ll. D. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Comparar los perfiles de expresion relativa de genes involucrados en la via serotoninérgica
(SLC6A4, HTR1A y S100A10) en una muestra de pilotos aviadores, pacientes

diagnosticados con trastorno depresivo mayor y sujetos control.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Conocer la frecuencia del trastorno depresivo mayor (TDM) y otras psicopatologias en
una muestra de pilotos aviadores, mediante la entrevista psiquiatrica y la aplicacién de

escalas clinimétricas.

2. Obtener el cociente de expresion de los genes SLC6A4, HTR1A y S100A10 con
respecto al gen de referencia ACTB, en pacientes con TDM, pilotos aviadores y sujetos

control.
3. Determinar los genes diferencialmente expresados en cada grupo de estudio.

4. Comparar los perfiles de expresion relativa de SLC6A4, HTR1A y S100A10 entre

pacientes con TDM, pilotos aviadores y sujetos control.
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CAPITULO IV. METODOLOGIA

IV. A. DISENO DEL ESTUDIO

Acorde con la taxonomia de Feinstein A, 1985, el estudio tiene las siguientes

caracteristicas: comparativo, de procedimiento, asignacion de agente por escrutinio,

transversal, homodémico y ambipectivo.

IV.B. VARIABLES

A continuacién, se describen las diferentes variables usadas durante el presente

trabajo.

Tabla 6. Descripcion de las variables

VARIABLE NIVEL DE
MEDICION

Cocientes: De razén
Ctsiceas/ Ctacrs,
Cthrria/ Ctacte Y
Ctsi00a10/ CtacTs
24Ct  de los De razon
genes SLC6AA4,
HTR1A y
S100A10
Trastorno Nominal
depresivo
mayor
Severidad de la Intervalar

depresion

INSTRUMENTO
DE MEDICION

DEPENDIENTES @

RT-gPCR

RT-gPCR

INDEPENDIENTES

MINI Entrevista
Neuropsiquiatric
a Internacional

Escala de
Depresion de
Hamilton HDRS
e

Inventario de
depresion de
Beck BDI

DEFINICION

Cociente de expresién de cada gen
blanco en relacién con el gen de
referencia ACTB, a partir de 1 pg de
RNA total, calculado como Ctgen blanco/
CtacTs

Cuantificacion relativa de la expresion

génica, calculado como 2-(Ctgen blanco-
CtACTB)

Afeccidn del estado de d&nimo donde el
paciente experimenta alteraciones
conductuales como tristeza, pérdida de
interés en todas sus actividades y
dificultad para experimentar placer por
al menos 2 semanas.

HDRS (21 react):  BDI (21 react):

Normal: 0-7 Depresion
Depresion minima:  0-9
leve: 8-13 Depresion
Depresion leve: 10-14
moderada: Depresion
14-18 moderada: 15-
Depresion 24

grave: 19-22 Depresion

grave: 25-29
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Trastorno de
ansiedad

Severidad del
trastorno de
ansiedad

Edad

Género

Escolaridad

Estado civil

Ingreso
mensual
promedio

Horas de vuelo

Nominal MINI Entrevista
Neuropsiquiatric
a Internacional

Intervalar Escala de
Ansiedad de
Hamilton HAMA

De razén

Nominal

Ordinal

Nominal

Intervalar

De raz6n

Depresion
muy grave: =

Depresion
extrema: >30

23
Estado subjetivo de incomodidad,
malestar, tension, displacer y

alarma que surge como reaccion a
situaciones percibidas como
amenazantes.

Tiene 14 reactivos. Puntaje:
Normal: <6

Leve: 7-17

Moderada: 18-24

Grave: >24

Edad al momento de la aplicacion

1) Masculino

2) Femenino

1) Primaria

2) Secundaria

3) Preparatoria

4) Universidad o carrera
superior universitaria

5) Posgrado

1)Casado / Unién Libre

2) Soltero

3) Divorciado / Separado

4) Viudo

1) 85,000 + (clase rica)

2) 35,000 a 84,999 (clase media alta)

3) 11,600 a 34,999 (clase media)

4) 6,800 a 11,599 (clase media baja)

5) 2,700 a 6,799 (clase pobre)

6) 0 a 2,699 (pobreza extrema)

Horas de vuelo como piloto

técnica

a. Ctciclo umbral; 2-ACt: Dos delta Ct, es un método para calcular la expresion relativa, en
muestras independientes; RT-qPCR: Del inglés Quantitative Reverse Transcription PCR,
Reaccion en cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa.

IV.C. FLUJO DE TRABAJO
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En un periodo comprendido entre los afios 2016 al 2019 se realizé el disefio del
estudio y la captaciébn de participantes, a los cuales se aplicaron diversas escalas
clinimétricas y se tomaron muestras de sangre venosa para su posterior andlisis molecular.
Por ultimo, se llevo a cabo el andlisis de resultados, la estandarizacion del método y la
escritura de un articulo de investigacion, el cual fue aprobando para su publicacién en el
afio 2022 (155).

. , éaptacién de muestras de Captacion de muestras
Captacion de muestras de Pilotos bacientes con diagndstico de voluntariossin
| | de TDM (>18 H) | trastornos psicoafectivos |
I | -

Colectar sangre venosa Aplicacion de escalas clinimétricas:
Obtencién de PBMC MINI
Aislamiento de RNA HAMD
Sintesis de cDNA HAMA
Cuantificacion mediante IDB
RT-gPCR

Analisis de
resultados

Fig. 3. Flujo de trabajo

IV. D. CAPTACION DE PARTICIPANTES

La captacion de los participantes se realiz6 de acuerdo con los procedimientos
aprobados por el Comité de Etica y el comité de Investigacion del INPRF, asi como de la
Direccion General de Proteccion y Medicina Preventiva en el Transporte perteneciente a la

Secretaria de Comunicaciones y Transportes SCT.

Para la captacion de los pilotos aviadores se realiz6 un muestreo por conveniencia
durante el periodo de 2 afios que comprendié de enero del 2016 a diciembre del 2017 y se
llevo a cabo en las instalaciones del laboratorio de analisis clinicos de la Subdireccion de

Certificacion Aeromédica y Maritima.
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Los controles y pacientes con TDM incluidos en el analisis son parte de las muestras
que se captaron para el proyecto de depresion mayor con registro NC150048 desarrollado

en el Laboratorio de Psicoinmunologia del INPRFM.

Tabla 7. Criterios de inclusiéon

PILOTOS Pilotos aviadores que acudan a realizar el examen psicofisico integral a SCAM.
Hombres y mujeres
Edad productiva con mayoria de edad (18-64 afios)

PACIENTES Hombres y mujeres
Edad productiva con mayoria de edad (18-64 afios)
Individuos diagnosticados con depresidn mayor de acuerdo con el DSM-5.
Puntaje mayor o igual a 15 en HDRS.

CONTROLES Hombres y mujeres.
Edad productiva con mayoria de edad (18-64 afios)

Valoracion psiquiétrica sin alteraciones: Mini sin alteraciones, HAMD <8

Tabla 8. Criterios de exclusion

Que no acepten participar y no firmen el consentimiento informado.

Consumo de antiinflamatorios, hormonas esteroideas o algun otro inmunomodulador.

Examen toxicoldgico positivo.

Patologias del sistema inmunol6gico o que cursen con un estado pro-inflamatorio, como el sindrome
metabdlico o las infecciones agudas.

Enfermedades crénico degenerativas no controladas.

Obesidad.

Trastorno bipolar, trastornos psicoticos o del espectro de esquizofrenia.

Trastornos neurolégicos como demencia, crisis convulsivas, accidente cardiovascular o

antecedentes de dafio al sistema nervioso central.

IV. E. EVALUACION CLINICA
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Se realiz6 una historia clinica y exploracion fisica completa a todos los participantes,
incluyendo una entrevista psiquiatrica. En el caso de los pilotos aviadores, como parte del
examen psicofisico habitual, se les realiz6 también una encuesta que incluyé datos como

escolaridad, ingresos socioecondmicos mensuales y horas vuelo, entre otros (ver Anexo 1).

Las pruebas clinimétricas que se aplicaron durante la evaluacién

psicolégica/psiquiatrica a todos los participantes fueron las siguientes:

IV.E. 1. Escala Neuropsiquiatrica Internacional

La escala Neuropsiquidtrica Internacional MINI (del inglés International
Neuropsychiatric Interview). Es una entrevista estructurada, de breve duracién que evalta
los principales trastornos psiquiatricos del eje | del DSM-1V y el CIE-10. Esta dividida en
modulos identificados por letras; cada uno corresponde a una categoria diagndstica. Al
comienzo de cada moddulo la entrevista cuenta con una o varias preguntas filtro
correspondientes a los principales criterios diagnosticos del trastorno. Al final de cada
maodulo se presentan una o varias casillas diagndsticas que permiten al entrevistador indicar

si se cumplieron o no los criterios.

IV. E. 2. Inventario de Depresion de Beck

El inventario de Depresion de Beck (Beck depression Inventory, BDI) es uno de los
mas empleados tanto en contextos clinicos como de investigacion, fue elaborado en 1961
por Aaron Beck y sus colaboradores Ward, Mendelson, Mock y Erbauhg en su primera
version, modificada en 1979 y adaptada al castellano por Vazquez y Sanz en 1999.

Posee una adecuada validez para la deteccién de trastorno depresivo en poblacion
general. Sus indices psicométricos muestran una buena consistencia interna (alfa de
Cronbach 0.76 - 0.95), una fiabilidad alrededor de r = 0.80 y con respecto a su validez, el
Inventario de Depresion de Beck muestra una correlacion variable con otras escalas para
medir la depresion (Escala de Hamilton para la Depresion HDRS, Escala de Autoevaluacion
para la Depresion de Zung SDS, Escala de Depresién de Montgomery-Asberg MADRS,

etc.). Tiene una buena sensibilidad al cambio, similar a la del HDRS (129).
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Esta escala no evalla sintomas de ansiedad, pero contempla sintomas afectivos,

cognitivos, somaticos y vegetativos (125).

IV. E. 3. Escalade Depresién de Hamilton

Escala heteroaplicada que consta de 21 reactivos (130,131), disefiada para evaluar
cuantitativamente la gravedad de los sintomas asociados a la depresién en pacientes

diagnosticados, asi como para poder valorar sus cambios en respuesta al tratamiento (132).

Presenta rendimientos psicométricos muy cercanos y cualquiera de las versiones es
vélida para la valoracién de la gravedad sintomatica de la depresion y su respuesta al
tratamiento: validez discriminante (HDRS-Impresion Clinica Global de Gravedad, p <
0,0001), consistencia interna (alfa de Cronbach: HDRS-6 = 0,6; HDRS-17 y 21 = 0,7),
fiabilidad (CCIl: HDRS-6, 17 y 21 2 0,9) y sensibilidad al cambio (tamafo del efecto = 1,5
para la HDRS-6, 17 y 21)(132).

IV.E. 4. Escala de Ansiedad de Hamilton

La escala de ansiedad de Hamilton (Hamilton Anxiety Scale, HAM-A) es una escala
heteroaplicada, cuyo objetivo es valorar la severidad de la ansiedad de una forma global en
pacientes que reunan criterios de ansiedad o depresion y para monitorizar la respuesta al
tratamiento (125,133).

Consta de un total de 14 reactivos que evallan los aspectos psiquicos, fisicos y
conductuales de la ansiedad. Fue disefiada en 1959 por Max Hamilton y su objetivo era
valorar el grado de ansiedad en pacientes previamente diagnosticados con trastornos de
ansiedad. Inicialmente se concibi6 para valorar la “neurosis de ansiedad”, pero a lo largo
del tiempo este concepto ha evolucionado y hoy en dia se utiliza para evaluar el “desorden

de panico”, “desorden fébico” y “ansiedad generalizada”, entre otros (134).

IV.F. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
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Se realiz6 la obtencion y procesamiento de las muestras de acuerdo con el siguiente

esquema:
) Obtencién de “TRIzol Cuantificacic ‘ g Cpresion
*Sangre CEME *Fenole LS (sonasa ) génica
iférica isotiocinato de q
[l + 53| guanidina “NanoDrop *Transcriptasa *RT-gPCR
*Tubo +Ficol- «Cloroformo reversa «SERT

.. +*Gel de agarosa al
heparinizado *Isopropanol pre o
2% * 5HT
« Alzzbnt 1 0nor 1A

" " *Referencia de "
Toma de Aislamiento integridad la Wl Obtencion de P11
muestra de RNA ! .slubumdﬂdes S cDNA *18s
ribosomales 28 y \_

Fig. 4. Diagrama del procesamiento de las muestras

Histopaque
*TRIzol

IV.F.1. Tomade muestra

Tras la firma del consentimiento informado, se realiz6 punciébn venosa en el
antebrazo y se colectaron 10 mL de sangre venosa utilizando tubos Vacutainer® con
anticoagulante heparina para la separacion de células mononucleares de sangre periférica

(PBMC) y el posterior aislamiento de &cido ribonucleico (ARN).

La obtencion de las muestras de los pacientes con TDM y los sujetos control se
realizé en el Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén de la Fuente Mufiiz, mientras que la
obtencion de las muestras de los pilotos aviadores se realiz6 en la Subdireccion de

Certificacion Aeromédica y Maritima.

IV. F. 2. Obtencién de Células Mononucleares de Sangre Periférica

Se depositd la muestra sanguinea de los tubos Vacutainer® en un tubo cénico
Falcon® de 50 mL, se agregd solucién salina isotdnica (SSI) homogeneizando
lentamente (1:1, v/v). En un tubo Falcon® de 50 mL con Ficoll-Histopaque se
depositd la dilucion de sangre usando una pipeta de transferencia (1:2, v/v) para
formar un gradiente de densidad. La muestra se centrifug6 a 1600 rpm durante 30
minutos a 4°C y se aislaron las células PBMC de la interfase del gradiente con ayuda

de una pipeta de transferencia (Fig. 5).
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Fig. 5. Interfases del gradiente de densidad.

Las células mononucleares se vaciaron en tubos Falcon® de 15mL, haciendo
lavados con PBS 1X (1:1, v/v), seguidos de centrifugacion a 1600 rpm por 10 min. Se
decantaron y homogeneizaron las células para transferirse a dos tubos Ependorff® de 1.5

mL, para centrifugar a 1600 rpm x 5 min y decantar.

Finalmente se agreg6 1 mL de TRIzol® en cada tubo Eppendorf®, homogeneizando

hasta eliminar el botén de células.

Las muestras de pacientes con TDM y sujetos control procesadas en el Laboratorio
de Psicoinmunologia se resguardaron enseguida a -80°C en un ultracongelador

(Thermo Revco) para la preservacion e integridad del material genético.

Las muestras de pilotos aviadores se resguardaron en condiciones de congelacion
en el Laboratorio Clinico de la SCAM, hasta su traslado en hielo seco al Laboratorio de

Psicoinmulogia para su resguardo a -80°C.

IV.F. 3. Aislamiento de acido ribonucleico

Se homogeneizé y atemperdé la muestra en TRIzol®, se agregaron 200ul de
cloroformo, mezclando con vortex por 15 segundos. Se incubd la muestra a temperatura
ambiente por 3 minutos y se centrifugd a 12000g por 15 minutos a 4°C creando una fase
acuosa y una fase organica. Para precipitar el acido ribonucleico (ARN) se recupero la fase

acuosa en un tubo nuevo agregando 500ul de isopropanol, se incub6 10 minutos a
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temperatura ambiente y se centrifugd a 12000g por 10 minutos a 4°C. Se conservo el pellet
y se lavé con etanol al 75%, centrifugando a 12000g por 5 minutos a 4°C, se retiré el
sobrenadante y se dejé secar la muestra durante 20 minutos a temperatura ambiente,

posteriormente se resuspendio en 30ul de agua libre de RNAsas y DNAsas.

Las muestras se almacenaron a -80 °C hasta continuar con su procesamiento.

IV. F. 4. Cuantificacion e integridad de acido ribonucleico

La cantidad y calidad del ARN obtenido se determind mediante la lectura en un
espectrofotdmetro (NanoDrop®). Los valores dptimos de pureza se consideraron entre 1.8

y 2.00 en una longitud de onda de 260/280 nandmetros.

La integridad del ARN se evalu6 mediante geles de agarosa al 2%, teflidos con
intercalador de &cidos nucleicos, se utilizé6 como referencia de integridad las subunidades

ribosomales 28 y 18s.

IV.F.5. Obtencién de &cido desoxirribonucleico complementario

Se realiz6 un tratamiento con DNasa para eliminar los restos de ADN (acido
desoxirribonucleico). Para ello se utilizé el Kit Thermo Scientific DNase I, RNase-free®. En
un tubo nuevo, se agregd 1ug del ARN a purificar, 1ul de DNasal libre de RNasa, 1pl de
buffer 10x con MgCl, y agua libre de RNasas y DNasas (Gibco®) c.b.p. para 10ul. Se incubd
en un termociclador (Master cycler gradient® de Eppendorf) a 37°C durante 30 min. Se
afiadié 1ul de EDTA (50mM) y finalmente se incub6 el ARN a 65°C durante 10 minutos.

La sintesis de cDNA (DNA copia) se realiz6 a partir de 1 ug de ARN total de cada
muestra, como primer paso se agreg6 1ul de cebador que hibrida con la cola de poli (A) del
ARNmM (Oligo(dT)1s Primer® de Promega) y agua libre de RNasas y DNasas (Gibco®) c.b.p.
para 14ul. Se incubaron las muestras a 75° C durante 5 minutos en el termociclador, se
colocaron en hielo por 5 min, y se les adicionaron 7pl de una mezcla maestra que contiene
4ul de buffer de reaccién (M-MLV RT 5x Reaction Buffer® de Promega), 1ul de dNTPs
10mM (dNTPs Mix 10Mm® de KAPA) y 2ul de agua libre de RNasas y DNasas (Gibco®).

La mezcla de la reaccion se incubd en el termociclador a 42°C por 2 min, se agreg6 1ul de
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la transcriptasa reversa (M-MLV Reverse Transcriptase® de Promega) y finalmente se
incubo en el termociclador a 42°C por 50 minutos, con un ciclo final de 75°C por 10 minutos.

IV. F. 6. Reaccién en Cadena de la Polimerasa punto final

Se realiz6 amplificaciébn del cDNA obtenido de las muestras, por PCR punto final
para el gen codificante de B-actina (ACTB) con el fin de comprobar la capacidad de

amplificacion del mismo (Tabla 9).

La PCR se realizé con un volumen final de 20ul, con una mezcla que contenia:
11.2ul de agua libre de RNasas y DNasas (Gibco®), 4l de buffer (Taq HotStart Buffer 5x®
de KAPA), 0.4pl de dNTP’s 10mM (KAPA®), 1.2y de MgCl, 25mM (KAPA®), 2ul de primers
5y 3" (IDT®) (Tabla 10), 0.2ul de ADN polimerasa (Taq HotStart DNA polymerase® de
KAPA) y 1ul cDNA. Cada muestra se procesoé en el termociclador utilizando el programa de

amplificacion descrito en la Tabla 10.

Tabla 9. Secuencia de los cebadores para amplificaciéon de ACTB

Cebador Secuencia5’- 3’
Forward TGG-CAC-CAC-ACC-TTC-TAC-A
Reverse TCA-CGC-ACG-ATT-TCC-C

Tabla 10. Condiciones de amplificacién PCR punto final para ACTB

Temperatura Tiempo

1 ciclo:

95°C 3 minutos
30 ciclos:

95°C 30 segundos

50°C 30 segundos

72°C 30 segundos
1 ciclo:

72°C 7 minutos

El templado resultante del paso anterior se corrié en gel de agarosa al 2%, marcado
con un colorante fluorescente de acidos nucleicos (GelRed®) para comprobar la calidad del
c-DNA.
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IV. F. 7. Estandarizacion de la expresidon génica

Se realiz6 purificacion de amplificado en gel de SLC6A4, HTR1A, S100A10y el gen

de referencia ACTB, para usarlo en las curvas de estandarizacion.

Para ello se realizé6 PCR punto final para los 4 genes a partir del cDNA de una
muestra control. Para cada gen se colocd en un tubo eppendorf, 10 mL la mezcla de
reaccién: 5 uL de Buffer de reaccion (TagMan™ Universal Master Mix lI® de ThermoFisher),
0.5ul de la sonda del gen a analizar (SLC6A4 cat. Hs00169010_m1 ThermoFisher®, HTR1A
cat. Hs00265014 s1 ThermoFisher®, S100A10 cat. Hs00751478 s1 ThermoFisher® vy
ACTB cat. Hs01060665 g1 ThermoFisher®), 2.5 uyL de cDNA (100 ng/uL) y agua libre de
RNasas y DNasas (Gibco®). Se agreg6 un pozo de NTC (control sin DNA) por cada placa
de reaccion. Se seleccionaron las condiciones de amplificacion en el termociclador (CFX96
REAL TIME SYSTEM®) (Tabla 11).

Tabla 11. Condiciones de amplificaciéon PCR punto final para SLC6A4, HTR1A, S100A10y
ACTB

TEMPERATURA TIEMPO OBSERVACIONES
95°C 10 min 1 ciclo
95°C 15 seqg 50 ciclos
60°C 1 min

El templado resultante se corrié en gel de agarosa al 2%, marcado con un colorante
fluorescente de &cidos nucleicos (GelRed®). Se corroboré que las bandas marcadas
correspondieran al tamafio especificado por el proveedor para cada gen y con un bisturi
estéril se seccionaron, colocando cada banda de gel en un tubo eppendorf®,
posteriormente se siguid el protocolo del kit de extraccion de &cidos nucleicos a partir de
geles (QIAquick Gel Extraction Kit® de Qiagen) (Tabla 12).

Tabla 12. Protocolo de QIAquick Gel Extraction Kit®

1. Agregar 600ul de Buffer QG en 100 mg de gel (~ 100 ul)
2. Incubar a 50° C por 10 minutos y mezclar por vortex hasta que el gel se
disuelva y la solucion se torne amarilla.
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3. Agregar 100ul de isopropanol (100%)

4. Adicionar la mezcla anterior a un tubo de recoleccion con columna de
centrifugacion

5. Centrifugar a 17900xg por 1 minuto

6. Desechar el sedimento y conservar la columna

7. Agregar 750l de Buffer PE

8. Centrifugar por 1 minuto

9. Desechar el sedimento y conservar la columna

10. Centrifugar por 1 minuto >10000xg

11. Eluir ADN agregando 50ul de Buffer EB al centro de la membrana

12. Centrifugar 1 minuto a maxima velocidad

13. Anadir 30ul de Buffer EB

14. Incubar 1 minuto y centrifugar 1 minuto.

Se realizaron curvas de calibracion para SLC6A4, HTR1A, S100A10y ACTB, a partir
del purificado de ADN (aprox. 250 ng) obtenido. Al finalizar la amplificacion mediante el
software del termociclador, se calcul6 el ciclo umbral (Ct) de cada dilucién, el ajuste de
regresion entre el Ct y la dilucion del ADN vy la eficiencia global de la gPCR, a manera de

obtener una curva con valor de r2= 0.99 en 5 diluciones seriadas 1:10.

IV. F. 8. Determinacion de la expresion génica por Reaccién en Cadena de la

Polimerasa en Tiempo Real (RT- qPCR)

Posterior a la estandarizacion, se realizé la determinacién cuantitativa de SLC6A4,

5-HT1A y S100A10 para cada una de las muestras mediante PCR en tiempo real.

Cada mezcla de reaccion consistié en un volumen final de 20 uL, constituido por
12.5 uL de Buffer TagMan Universal PCR Master Mix, 1 uL de Sonda TagMan®, 5.5 uL de
agua libre de RNasas y DNasas (Gibco®) y 2uL de cDNA como templado. El programa de
amplificacion utilizado fue el mostrado en la Tabla 13, las determinaciones de cada una de
las muestras se realizaron por triplicado y se incluyé el gen constitutivo ACTB en cada
andlisis para calcular la expresion diferencial con independencia de la cantidad de RNA

molde.

Tabla 13. Condiciones de amplificacion PCR tiempo real

TEMPERATURA TIEMPO OBSERVACIONES
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95°C 10 min 1 ciclo
95°C 15 seg 40 ciclos
60°C 1 min

Mediante el software del CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System se
determind el umbral (linea umbral donde las curvas fueron paralelas) y la linea base (tres
ciclos previos al punto donde la primera curva de calibraciéon cruzé el umbral), posterior a
lo cual el software generd una curva de calibracién y realizé la regresion lineal con los

puntos de la curva, calculando los valores de Ct.

Se promediaron los valores de Ct para cada muestra y se asumio la misma eficiencia
de reaccion de 100% (138,139). Se calcul6 un cociente entre el valor promedio de Ct de
cada gen de interés sobre el valor promedio de Ct del gen de referencia ACTB que permitié
una visualizacion de la diferencia de expresién génica entre los tres grupos de estudio:

pacientes con TDM, sujetos control y pilotos aviadores.

La cuantificacién relativa expresada como FC (veces cambio) permite medir la
expresion de los genes de interés versus el gen constitutivo que actia como control,
calculandose el numero de veces que es mayor o menor el valor promedio de Ct del gen
de interés con respecto al gen constitutivo. Al asumir un valor de eficiencia de amplificacion
similar entre el gen blanco ACTB y los genes de interés HTR1A, SLC6A4 y S100A10, se
procedi6 a efectuar el ensayo de expresion génica por cuantificacion relativa (140). Primero
se compararon los resultados entre los tres grupos de estudio, por lo que se calculé la media
y desviacion estandar para cada uno de ellosy se realizo el contraste mediante el siguiente
método (141):

2-ACt - [2-(Ct de gen blanco — Ct de gen de interés)]

Para el desarrollo de dicha formula se usan los valores promedio del valor de 24

para cada grupo estudiado (141).

IV. G. ANALISIS ESTADISTICO
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Se realiz6 una prueba de distribucién de los datos obtenidos (Prueba de Shapiro-Wilk),
en el caso de detectar distribucién normal se realizaron pruebas de analisis estadistico
paramétrico (ANOVA de una via) y su respectiva prueba post hoc para detectar las
diferencias entre los grupos analizados (Bonferroni con varianzas iguales y T2 de Taub para
varianzas diferentes, esto determinado por la prueba de Levene), en caso de descartarse
una distribucién normal de los datos se realiz6 un andlisis estadistico no paramétrico
(Prueba de Kruskall Wallis). Se realizaron estadisticos descriptivos para caracterizar los

tres grupos.

IV. H. CONDICIONES ETICAS

Los datos recabados estan protegidos por la ley federal de proteccion de datos
personales, cada uno de los participantes firmo una carta de consentimiento informado que
cumple con los criterios de ética y de confidencialidad. Se asignaron claves numéricas para
la identificacion de las muestras y evitar el uso de datos personales que pudieran afectar a

los participantes.
El Proyecto se aprobé por los Comités de Etica y de Investigacion del INPRFM.

RIESGOS ASOCIADOS AL ESTUDIO: toma de muestra de sangre periférica, con
un riesgo minimo asociado a dolor leve y pasajero que ocasionalmente podria ocasionar un

hematoma.
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CAPITULO V. RESULTADOS

V. A. CAPTACION DE PARTICIPANTES Y EVALUACION CLINICA

1) Durante el periodo de 2 afios se captaron 146 muestras de pilotos aviadores, de las
cuales se excluyeron 29 pilotos, uno por tener una edad de 68 afios y veintiocho por
presentar una o0 mas razones meédicas incluidas: sindrome metabdlico (12 pilotos),
dislipidemia no controlada (4 pilotos), cardiopatias (2 pilotos), hipertensién arterial
no controlada (1 piloto), diabetes no controlada (1 piloto), hipotiroidismo (1 piloto),
dermatitis atépica (1 piloto), urolitiasis (1 piloto), hiperplasia prostatica (1 piloto),
infecciobn de vias urinarias (1 piloto), obesidad (2 pilotos) y consumo de
medicamentos (pregabalina 1 piloto, alopurinol 1 piloto, montelukast 1 piloto,
antiinflamatorios no esteroideos 3 pilotos). De las 117 muestras restantes se
descartaron durante el procesamiento, aquellas con anomalias en el
almacenamiento, transporte o extraccién de células mononucleares, asi como
aquellas con degradacion del RNA, baja concentracién del RNA extraido, ausencia
de amplificacion en la PCR para beta actina tras la sintesis de cDNA o ausencia de
amplificacion del gen de referencia o de todos los genes blanco en la PCR tiempo
real, quedando un total de 79 muestras.

En cuanto a los sujetos control, se captaron 39 muestras de las cuales se excluyeron
3 (1 por uso de redotex, 1 por asma y 1 por obesidad). De los 36 restantes se
descartaron 24 por alteraciones durante el procesamiento incluidos degradacién o
baja concentracion del RNA y ausencia de amplificacion en la PCR tiempo real,
quedado un total de 12 muestras.

En el caso de los pacientes con TDM, de las muestras que ingresaron al Laboratorio
de Psicoinmunologia como parte del proyecto con registro NC150048, se incluyeron
las muestras de 66 pacientes diagnosticados con TDM con un puntaje mayor o igual
a 15 en la escala de depresion de Hamilton. De estos se excluyeron 4 pacientes por
presentar obesidad, 3 por tener una infeccién de vias urinarias en el momento de la
captacion de muestra, 4 por infeccion de vias respiratorias altas y 2 por
gastroenteritis, adicionalmente se descartaron 14 muestras por alteraciones durante
el procesamiento incluidos degradacién o baja concentracién del RNA y ausencia

de amplificacién en PCR tiempo real, quedando un total de 39 muestras.

Se muestran a continuacion los datos clinicos de los 79 pilotos aviadores, 12 sujetos

control y 39 pacientes con TDM, cuyas muestras fueron analizadas.
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2) De la poblacién de pilotos el 97.47% fueron hombres (n= 77) y el 2.53% mujeres (n=
2), de los pacientes el 7.41% fueron hombres (n= 9) y el 77.5% mujeres (n= 31),
mientras que en el grupo control el 66.67% fueron hombres (n= 8) y el 33.33%

mujeres (n= 4) (Fig. 6).

Sexo

i/‘emeninﬂ
asculino

Recuento

controles pacientes

Grupo

Fig. 6. Gréfico descriptivo de los grupos de estudio por sexo

3) Elintervalo de edad de los pilotos aviadores fue de 18 a 61 afios, con un promedio
de 37.32 y una mediana de 36 afos. En los pacientes, el intervalo fue de 19 a 55
afios de edad, con un promedio de 35.08 y una mediana de 36 afios. Finalmente, la
edad de los controles se report6 de 21 a 35 afios, con un promedio de 29.58 y una
mediana de 30.5 afios. En términos de edad, no hubo diferencias significativas entre
los tres grupos (ANOVA, F= 2.736, glinter=2, glinra=127, p=0.069) (Fig. 7).
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Fig. 7. Gréfico descriptivo de los grupos de estudio controles, pacientes y pilotos aviadores, por edad de
los participantes al momento del estudio

4) De acuerdo con el estado civil de los pilotos aviadores, el 49.4% fueron solteros (n=
39), el 41.8% casados (n= 33), el 7.6% divorciados (n=6) y el 1.3% refiri6 estar en
unién libre (n= 1), por otro lado en el grupo de pacientes con TDM, el 53.8% fueron
solteros (n= 21), el 23.1% casados (n=9), el 10.3% estaban en union libre (n=4) y
el 12.8% se refirieron divorciados (n= 5), en tanto que en el grupo de sujetos control
el 83.3% fueron solteros (n= 10), el 8.3% fueron casados (n=1) y el 8.3 % se
encontraban en unién libre (n= 1). Con una probabilidad de error de 2.6%, la
prevalencia por estado civil es distinta en los tres grupos de estudio (X?= 14.368,
gl=6, p= 0.026) (Fig. 8).
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F.ig.l. 8. Gréfico descriptivo de los grupos de estudio Controles, Pacientes y Pilotos aviadores, por estado
CIVIl.

5) De acuerdo con sus ingresos econdémicos mensuales, el 44.30% de los pilotos
aviadores (n=35) pertenece a la clase socioeconémica media alta, el 18.99% (n=15)
pertenece a la clase media, el 10.13% a la clase rica (n=8) y en el resto no se obtuvo
informacion (n=21) (Fig. 9).

Clase rica
(>$85 000
Mmens)
Sin infarmacian
26.568%
44.30%
18.99%
Clase media alta ;
Clase media
($35,000 - ($11,600-
$84,999 mens) $34,999 mens)

Fig. 9. Gréfico descriptivo de nivel socioecondmico de acuerdo con ingresos mensuales, en pilotos
aviadores.
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6) La escolaridad méxima de los pilotos aviadores fue carrera universitaria o técnico
superior universitario (TSU) en el 74.68% (n=59), preparatoria en el 12.66% (n=10),

posgrado en el 1.27% (n=1) y en el resto no se obtuvo informacién (n=9) (Fig. 10).

Paosgrado
Sin informacian
11.39%
1.27 %
Freparatoria
12 66%
74 .68%

Universidad o carrera T.S.U.

Fig. 10. Grafico descriptivo de escolaridad en pilotos aviadores

7) En cuanto a las horas vuelo que reportaron los pilotos aviadores, se obtuvo un
intervalo de 70 a 22,500 horas vuelo, con un promedio de 6587.48 y una mediana
de 4500 (Fig. 11).

22

20.05

15.05
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Horas de vuelo

Fig. 11. Grafico descriptivo de horas de vuelo de pilotos aviadores
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V.B. EVALUACION PSICOLOGICA/ PSIQUIATRICA

A los 146 pilotos aviadores, 39 sujetos control y 66 pacientes con TDM se les realizd
valoracion psicolégica mediante una entrevista con médico psiquiatra que incluyo el uso de
pruebas clinimétricas. Sin embargo, se muestran Unicamente los datos de los participantes

que cumplieron con los criterios de inclusion (Figs. 12, 13y 14).

Puntaje de HDRS

45

40
35
30
25
20
15
10 °
5 [*]
0 T — —3—

I PACIENTES [ CONTROLES [ PILOTOS

Fig. 12. Puntaje de HDRS en pacientes con TDM, sujetos control y pilotos aviadores
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Fig. 13. Puntaje de BDI en pacientes con TDM, sujetos control y pilotos aviadores
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Fig. 14. Puntaje de HAMA en pacientes con TDM, sujetos control y pilotos aviadores

8)

9)

Ningun piloto aviador fue diagnosticado con TDM, trastorno de ansiedad ni alguna
otra alteracion mental, de acuerdo con la evaluacién por el médico psiquiatra 'y a la
Entrevista Neuropsiquiatrica Internacional MINI, obteniéndose el puntaje minimo en
las escalas de severidad HDRS, BDI y HAMA.

Lo mismo ocurri6 en el grupo control, con la salvedad de que la escala de severidad
para depresiéon HDRS arroj6 un puntaje de 10 en un individuo correspondiente a
Depresion leve y un puntaje de 8 en HAMA correspondiente a ansiedad leve, se
descart6 el diagnéstico de trastorno depresivo mayor y trastorno de ansiedad

generalizada en la evaluacion psiquiatrica.

10) En cuanto a los pacientes con TDM, de acuerdo con la HDRS (Fig. 15), el 43.59%

tenia depresion muy grave, el 35.90% tenia depresion grave y el 20.51%
manifestaba depresion moderada. Mediante BDI (Fig. 16), resulté también ser mas
frecuente la depresion mas severa, el 58.97% padecia depresion extrema, 15.38%
manifestaba depresién grave, mientras que el 17.95% obtuvo puntajes de depresion

moderada y solo el 5.13% tenia depresion leve y el 2.56% depresion minima.
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Fig. 15. Severidad de TDM por puntaje de HDRS en pacientes
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Fig. 16. Severidad de TDM por puntaje de BDI en pacientes
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11) La ansiedad fue una caracteristica importante en los pacientes con TDM. Acorde a
la correlacion no paramétrica Tau b de Kendall, hubo una correlacién positiva entre
la severidad del TDM determinada por HDRS y la gravedad de la ansiedad
determinada por HAMA (Coeficiente de correlacion 0.426, p = 0.004) (Fig. 17).

100.0% Severidad
' ansiedad HAMA
5 M Mormal
90.0% Ansiedad lave
[ Ansiedad moderada

B0 0% M Ansiedad grave
L 7o0%
i)
E
5 60 .0%
[+
o
o 50.0%
i)
=
I
O 400%—
o
o

30.0%

20.0%

2
10.0%
0 0
0.0% T T
Marmal Depresian Depresion Depresion Depresian
leve moderaca grave muy grave

severidad HDRS

Fig. 17. Frecuencia de los diferentes grados de ansiedad (determinada por HAMA) en pacientes
con TDM, contrastado por gravedad del trastorno depresivo (de acuerdo a puntaje de HDRS)
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V. C. ANALISIS MOLECULAR DE LAS MUESTRAS

EXTRACCION DE RNA

12) Tras realizar el proceso de extraccion de células mononucleares de sangre
periférica por el proceso descrito en metodologia (128), se procedi6 a la extraccion
de RNA, la cual se llevé a cabo por el método estandarizado de Trizol® (154),
usando la centrifugacion por gradiente de densidad descrito anteriormente.
Posteriormente se determind la concentracion de RNA y la absorbancia a 260 y
280nm en un espectrofotdmetro NanoDrop®, para descartar la contaminacién con
fenol, proteinas, fenol y demas sustancias con absorbancia préxima a 280 nm,
obteniéndose un valor promedio en la relacion A260/280nm de 1.8794 (valores

6ptimos 1.8 a 2.0).

13) En promedio se obtuvo una concentracion de RNA de 592.11 pg/ml en controles
(DS 271.45, 1C95% 419.64 - 764.58), 535.25 pg/ml en pacientes (DS 398.63, IC95%
406.03 — 664.47) y 349.17 pg/ml en pilotos aviadores (DS 152.92, IC95% 383.08 -
480.81). Se realiz6 prueba de homogeneidad de varianzas con estadistico de
Levene descartando la homocedasticidad [F(2,125)=6.752, p<0.002], la ANOVA de
un factor mostré diferencias significativas de la concentracion de RNA entre los
grupos analizados (F=8.984, gline=2, glina=125, p< 0.05). Las comparaciones
multiples post hoc no paramétricas mostraron diferencia en la concentracién de RNA
entre los pilotos aviadores y los controles (T2 de Tamhane p = 0.032), asi como
entre pilotos aviadores y pacientes con TDM (T2 de Tamhane p= 0.023). No hubo

diferencia entre los controles y los pacientes (p= 0.925) (Fig. 18).
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Fig. 18. Concentraciéon promedio de RNA por grupos

14) Se realiz6 electroforesis en geles de agarosa al 2% tefiidos con intercalador de
acidos nucleicos, mostrando la integridad del RNA extraido en todas las muestras,
se utilizé como referencia de integridad la subunidades ribosomales 28s y 18s (Fig.
19).

1024 1025 1023 1026

Fig. 19. Gel de integridad de RNA.
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RETROTRANSCRIPCION ACOPLADA A PCR (RT-PCR)

15) Se verifico la sintesis de cDNA a partir de 1 ug de RNA total por RT-PCR (PCR
reverso o retrotranscripcion acoplada a PCR), mediante la amplificacién de un
fragmento del gen codificante de p-actina (ACTB) por PCR punto final y posterior
electroforesis en gel de agarosa al 2%, marcado con un colorante fluorescente de
acidos nucleicos (GelRed®) (Fig. 20).

c/DNAsa s/DNAsa—--—-—-—-—-
E1l 1028* 1028 1024 1032/E E1 1028* 1028,1024,1032 (+) (-)

Fig. 20. Gel de agarosa para verificar la amplificacion de ACTB. La flecha sefiala el tamafio de
las bandas generadas, de 399 pb. Las muestras del lado izquierdo fueron sometidas a tratamiento
con DNAsa, las muestras del lado derecho no, sin embargo, no se apreciaron diferencias entre
ambos métodos.

PCR TIEMPO REAL (qPCR)

16) Las curvas estandar de concentracion de ADN, reportaron el valor de intercept que
refleja sensibilidad de la prueba y corresponde al valor de Ct para una Unica copia
fue el esperado (cercano a 40). El valor de R? que se utiliza para evaluar el ajuste
de la curva estandar a los puntos de datos trazados fue muy cercano a 1 reflejando
un buen ajuste. El valor de Slope se us6 para el calculo de la eficiencia del sistema
de andlisis E = 10(-1/slope) —1 x 100, obteniendo una eficiencia alrededor de 100%
(Entr1a = 97-07, Esiceas= 96.96, Esiooar0= 97.05 y Eacte= 97.23) (Fig. 21).
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Fig. 21. A. Grafico de amplificacion para HTR1A. B. Curva de estandarizacion por PCR tiempo real del gen HTR1A en una
dilucién 1:1000. C. Grafico de amplificacién para SLC6A4. D. Curva de estandarizacion por PCR tiempo real del gen
SLC6A4 en una dilucién 1:100. E. Grafico de amplificacion para S100A10. F. Curva de estandarizacion por PCR tiempo
real del gen S100A10 en una dilucién 1:100. E. Grafico de amplificacion para ACTB. F. Curva de estandarizacion por PCR
tiempo real del gen ACTB en una dilucién 1:100.

Pagina | 60




17) Se efectu6 analisis de PCR tiempo real para los 3 genes de interés y el constitutivo
por triplicado para cada una de las muestras. Al analizar los datos se encontrd
ausencia de amplificacién para el gen HTR1A en todos los ensayos, por lo que se

analizaron Unicamente los datos para SLC6A4 y S100A10.

ANALISIS DE EXPRESION RELATIVA DE LOS GENES DE INTERES

18) Se analizo el cociente Ctscreas/ Ctacts €n 10 sujetos control cuyo valor promedio fue
1.62 (DS 0.096, IC95% 1.548 - 1.685), 32 pacientes con TDM con valor promedio
de 1.32 (DS 0.164, 1C95% 1.262 — 1.381) y 76 pilotos aviadores con valor promedio
de 1.31 (DS 0.205, 1C95% 1.265 — 1.359). Se realiz6 una prueba de distribucion de
los datos obtenidos Shapiro-Wilk, descartando una distribucién normal en el grupo
de pacientes (W= 0.924, gl= 32, p= 0.027) y pilotos aviadores (W= 0.963, gl= 76, p=
0.025). Al realizar la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis se encontraron
diferencias en el cociente de expresion relativa entre los sujetos control y los
pacientes con TDM (H= 51.344, p<0.05), asi como entre los sujetos control y los
pilotos aviadores (H= 49.026, p<0.05), mientras que no hubo diferencias

significativas entre los pilotos aviadores y los pacientes (H=-2.317, p= 0.748) (Fig.

22).
SLC6A4
2.5
m | *%k* |
5 | Fokk |
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Fig. 22. Cociente Ctscieas/ Ctacts por grupos
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19) Se analiz6 el cociente Ctsiooato/ Ctacte €n 12 sujetos control, cuyo valor promedio
fue 1.0 (DS 0.059, 1IC95% 0.99 - 1.1), 39 pacientes con TDM con valor promedio de
0.91 (DS 0.087, 1C95% 0.88 - 0.94) y 79 pilotos aviadores con valor promedio de
0.87 (DS 0.12, 1C95% 0.84 — 0.89). Se realiz6 una prueba de distribucion de los
datos obtenidos Shapiro-Wilk, que describié una distribucién normal en los 3 grupos
(pacientes W= 0.965, gl= 39, p=0.260), pilotos aviadores W= 0.981, gl= 79, p=0.277
y controles W=0.949, gl= 12, p= 0.620). Se realiz6 prueba de homogeneidad de
varianzas con estadistico de Levene descartando la homocedasticidad [F(2,127)=
3.986, p= 0.021], la ANOVA de un factor mostrd diferencias significativas en el
cociente de expresion relativa entre los grupos analizados (F=12.290, gliner=2,
glinra=127, p<0.05), especificamente entre los pilotos aviadores y los controles (T2
de Tamhane p< 0.05), asi como entre controles y pacientes con TDM (T2 de
Tamhane p< 0.05). No hubo diferencia entre los pilotos aviadores y los pacientes
con TDM (T2 de Tamhane p= 0.131) (Fig. 23).
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Fig. 23. Cociente Ctsiooa1o/ Ctacts por grupos
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Al asumir un valor de eficiencia de amplificacion similar entre el gen blanco ACTB y

los genes de interés HTR1A, SLC6A4 y S100A10, se procedid a efectuar el ensayo de

expresion génica por cuantificacion relativa mediante el método (141):

2-ACt - [2-(Ct de gen blanco — Ct de gen de interés)]

20) La expresion de SLC6A4 se encontré aumentada con respecto al gen constitutivo

ACTB en pacientes y controles (77.41 veces aumentada en pacientes y 4725 veces

aumentada en controles), mientras que la expresion de S100A10 con respecto al

gen constitutivo ACTB se encontré 32.07 veces disminuida en pacientes y 1.08

veces aumentada en controles (Tabla 14).

Tabla 14. Cuantificacion relativa de SLC6A4 y S100A10 por grupos

GRUPO

Pacientes

Pacientes

Pilotos

Pilotos

Controles

Controles

GEN

SLC6A4

S100A10

SLC6A4

S100A10

SLC6A4

S100A10

27-dT

0.01291815

32.07183751

1.78813242

3420.20087301

0.00021164

0.92518072

IC 95% (min —
max)

0.00538108 -
0.02045522

5.43777819 -
58.70589683

-0.53968338 -
4.11594822

-580.89715568 -
7421.29890170

0.00006230 -
0.00036098

0.45845325 -
1.39190818

FC (veces

cambio)

-77.41046672

32.07183751

1.78813242

3420.20087301

-4724.998544

-1.080869914

Expresion
génica

77.41 veces
aumentada*

32.07 veces
reducida*

1.79 veces
reducida

3420.20 veces
reducida

4725 veces
aumentada*

1.08 veces
aumentada*

*diferencia significativa

21) Al realizar la comparacion de las medias de 2 entre los 3 grupos, se encontré que

los niveles de expresion génica de SCL6A4 fueron 8448.93 veces mayores en

pilotos aviadores en comparacion con los sujetos control y 61.04 veces mayores en

pacientes con TDM en relacién con los sujetos control. Mientras que los niveles de

expresion de S100A10 fueron 3696.79 veces mayores en pilotos aviadores con

respecto a los sujetos control y 34.67 veces mayores en pacientes con TDM en

comparacion con los sujetos control.
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Por otro lado, no hubo diferencias significativas en la expresion de los genes
SCL6A4 y S100A10 entre pilotos aviadores y sujetos control (Tabla 15).

Tabla 15. Comparacién de expresion relativa de SCL6A4 y S100A10 por grupos

Contraste Gen Comparacion de  Estadistico Valor de
medias Kruskall Wallis p
Pilotos vs Controles SCL6A4 8448.93413 -48.100 <0.05
Pacientes vs Controles SCL6A4 61.0383198 -50.225 <0.05
Pilotos vs Pacientes SCL6A4 138.420162 2.125 0.768
Pilotos vs Controles S100A10 3696.7922 -53.064 <0.05
Pacientes vs Controles S100A10 34.6654841 -44.455 <0.05
Pilotos vs Pacientes S100A10 106.641875 -8.609 0.243
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CAPITULO VI. DISCUSION

Esta investigacion tuvo como proposito comparar los perfiles de expresion relativa
de genes involucrados en la via serotoninérgica en una muestra de pilotos aviadores,
pacientes diagnosticados con trastorno depresivo mayor y sujetos control, ademas del
objetivo secundario de conocer la frecuencia del trastorno depresivo mayor (TDM) y otras
psicopatologias en una muestra de pilotos aviadores, mediante la entrevista psiquiatrica y
la aplicacibn de escalas clinimétricas. A continuacion, se discutirdn los principales

hallazgos.

A pesar de tener una cantidad considerable de participantes durante el periodo de
Captacion (146 pilotos, 66 pacientes y 39 controles), se descart6 el 50% de la muestra (67
pilotos, 27 pacientes y 27 controles), la mitad de ellos por presentar enfermedades
sefialadas en los criterios de exclusion, de las que llama la atencién la prevalencia alta de
obesidad y sindrome metabdlico; la otra mitad se descarté durante el procesamiento de las
muestras, lo que confirma la dificultad técnica de trabajar con RNA. Se podria objetar que
el tamafio de la muestra, sobre todo los controles sanos, podria limitar la interpretacion de
los hallazgos, sin embargo, los estudios previos de expresion de genes asociados al TDM

generalmente incluyen muestras pequefas (103,145,147,148,152,153).

De manera semejante al punto anterior, podria objetarse la diferencia en la
distribucion por sexo entre los 3 grupos estudiados, al respecto cabe sefialar, que la
diferencia es mas marcada entre los pacientes con TDM con una mayoria de mujeres y los
pilotos aviadores con una mayoria de hombres y sin embargo, son estos grupos los que
muestran un perfil de expresion genética similar, ademas, en estudios previos, ni pacientes
con TDM ni controles muestran diferencias significativas en los niveles de expresion del
MRNA de SERT por sexo (14).

Pese a que los criterios de inclusion contemplaron edades desde los 18 hasta los
64 afios, en términos de edad, no hubo diferencias significativas entre los tres grupos, que
pudieran influir sobre los valores de expresién génica, debido a las alteraciones en los

mecanismos epigenéticos que son evidentes durante el envejecimiento (156).
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Se observl que la prevalencia por estado civil fue distinta en los tres grupos de
estudio, esto es importante, ya que estudios previos han relacionado el estado civil con el
estado de bienestar, siendo las personas casadas las que cuentan con un mejor estado de
salud, mientras que las personas divorciadas generalmente presentan mas problemas
psicolégicos (157), por otro lado, hay que tener en cuenta que esas diferencias no estan
dadas exclusivamente por el estado civil, sino por la interaccibn de una persona con la

contraparte (158).

Otro factor socioecondmico de riesgo para el desarrollo de sintomas depresivos son
los ingresos bajos, ya que incrementan la ansiedad, ademéas de que es menos probable
que puedan acceder a los servicios de salud necesarios para mantener su salud fisica y
mental (157), en este sentido, no se encontraron pilotos que tuvieran un nivel
socioecondmico bajo, una debilidad del trabajo es que no se obtuvo la informacion en los

otros grupos de estudio, para realizar un andlisis de correlacion.

Otra informacion adicional que se obtuvo del grupo de pilotos aviadores fue la
escolaridad y el nimero de horas de vuelo, llama la atencion el alto nivel educativo que es
inversamente proporcional al riesgo de tener depresién (157), sin embargo un 12.66% curso
hasta nivel preparatoria y reporta menos de 2000 horas de vuelo, esa cifra representa a los
estudiantes para pilotos aéreos, que fueron incluidos en el estudio, los cuales, si bien ain
no tienen el estrés propio de los pilotos ya experimentados, también se encuentran

sometidos a varias fuentes de estrés (44), por lo que se consider6 incluirlos en el estudio.

Se propuso conocer la frecuencia del trastorno depresivo mayor (TDM) y otras
psicopatologias en una muestra de pilotos aviadores, al respecto, ninguno de ellos fue
diagnosticado con TDM ni con otro trastorno mental durante la evaluacion psicolégica
auxiliada con el uso de pruebas clinimétricas, se resalta esta observacion, debido a que la
captacion de los participantes fue al azar durante dos afios y si la prevalencia del trastorno
depresivo en México para un periodo de 12 meses se estima en 5.8% en hombres y 9.5%
en mujeres (34), se esperaria haber detectado al menos 8 casos de los 146 pilotos
aviadores captados en el presente estudio, esto nos puede indicar que el TDM esta
subdiagnosticado en los pilotos aviadores por los métodos actuales de deteccion, debido
en gran parte, por el estigma y las consecuencias laborales para el personal. Incluso en el
grupo control se encontré un participante con un puntaje de 8 en HAMA (ansiedad leve) y
de 10 en HDRS (depresion leve), el cual fue evaluado mediante entrevista psiquiatrica tras

la que se descartaron los diagnésticos de TDM y ansiedad generalizada. Por otro lado, hay
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que recalcar que en el grupo de pacientes con TDM la mayoria tenia depresion muy grave,
seguida de grave y moderada acorde a los puntajes del HDRS, a pesar de esta diferencia
en el puntaje de las escalas clinimétricas entre pacientes y pilotos, el perfil de expresién
génica es mas similar entre estos dos grupos, lo que reafirma la hipétesis de que los pilotos
aviadores podrian estar subdiagnosticados. La ansiedad fue una caracteristica importante
en los pacientes con TDM. Acorde a la correlacién no paramétrica Tau b de Kendall, hubo
una correlacion positiva entre la severidad del TDM determinada por HDRS y la gravedad

de la ansiedad determinada por HAMA

Por lo que se refiere a la conveniencia del uso de PBMC en este estudio, hay que
recalcar que ademas de la facilidad de extraccion y manejo en comparacion de otras células
como las neuronas, las células sanguineas comparten mas del 80% del transcriptoma con
otros tejidos, incluido el cerebro, con quien comparte genes codificantes para receptores o
transportadores de neurotransmisores, mediadores de estrés, citocinas, factores de
crecimiento, etc. (18), lo que las hace un modelo ideal para el estudio de desérdenes
psiquiatricos. Se ha descrito que las variaciones en el nimero y composicion de las células
sanguineas pueden afectar los niveles de expresion génica (147), se ha atribuido la mayor
parte de este ruido a los reticulocitos, que a pesar de no tener nucleo, contribuyen con el
70% del mRNA de la sangre total y aunado a ello, el mRNA de la globina atenia las sefiales
de otros transcritos influyendo sobre el resultado final (153), sin embargo, en este estudio
se realiz6 un proceso para remover los reticulocitos, lo que redujo de forma considerable la
interferencia, ademas de excluir del estudio a los participantes con trastornos de tipo
inmunolégico o con algun estado proinflamatorio como los procesos infecciosos, el
sindrome metabdlico, la obesidad y otras enfermedades crénico degenerativas no

controladas, incrementando el poder de la investigacion.

Un reto enfrentado en esta investigacion, fue la obtencién, almacenamiento y
transporte de las PBMC en diferentes condiciones: las del Laboratorio Clinico de SCAM y
las del Laboratorio de Psicoinmunologia en el INPRFM, se observé ciertamente una menor
concentracion de RNA extraido de las muestras de pilotos aviadores (RNA 592.11 pug/ml en
controles, 535.25 pg/ml en pacientes y 349.17 pg/ml en pilotos aviadores), sin diferencias
entre los controles y los pacientes (p= 0.925), que podria coincidir con el hecho de que
dichas muestras fueron obtenidas y procesadas en el Laboratorio de Psicoinmunologia. A

pesar de estos hallazgos, la concentracion de RNA no afectd en los resultados finales, ya
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que se realiz6 una cuantificacion relativa de cada muestra con respecto al gen de referencia

de la misma muestra.

En cuanto a analisis molecular, cabe recalcar que este proyecto se enfocé en los
genes que en la literatura se han reportado con variaciones en el RNA mensajero o en la

concentracion del producto proteinico asociados al trastorno depresivo mayor.

Es importante mencionar que se determiné el cociente de expresion de los genes
SLC6A4 y S100A10 con respecto al gen ACTB, en pacientes con TDM, pilotos aviadores y
sujetos control, éste calculo no se reporta frecuentemente en la literatura (139), hay algunos
trabajos en los cuales se calcula un cociente de expresion del gen blanco sobre un gen
constitutivo, a través de la medicion de la intensidad de las bandas en un gel de
electroforesis, tras realizar RT-PCR, con un software que lo traduce a densidad 6ptica (142).
El calculo de cocientes de expresion nos permitié observar graficamente la relacion entre
los valores de Ct de los genes blanco con respecto a los valores de Ct del gen endégeno
(139), recordando que el valor de Ct es inversamente proporcional a la cantidad de cDNA
y por lo tanto, de RNA presente en la muestra analizada (146), se deduce que a mayor

cociente hay una menor expresion del gen blanco.

En el presente estudio, los cocientes de expresion SLC6A4/ACTB y S100A10/ACTB,
fueron significativamente mayores en sujetos control, con respecto a los pacientes con
TDM, lo que significa que la expresion de los genes SLC6A4 y S100A10 se encontrd
incrementada en los pacientes con respecto a los sujetos control. Dicha observacién fue
confirmada al comparar las medias del valor de 2t (141), confirmando la expresion relativa
mayor de SCL6A4 y S100A10 en pacientes con TDM en comparacion con los sujetos
control. En la literatura se ha reportado una expresion incrementada de SLC6A4 en
pacientes con TDM con respecto a los controles (14,147), mientras que la expresion de
S100A10 en pacientes con TDM con respecto a controles ha sido reportada como

incrementada por unos estudios (103,148) y como regulada a la baja por otros (97,149).

En la hipotesis de trabajo, se plante6 que en el grupo de pilotos aviadores se
encontrarian algunas muestras con un perfil de expresion similar al observado en los
pacientes, lo que se encontr6 fue que el grupo de pilotos aviadores se comporto
significativamente diferente al grupo de sujetos control, mostrando mas semejanza con el
grupo de pacientes con TDM. Los cocientes de expresion Ctscieas/Ctacts Y Ctsiooa10/CtacTs

fueron mayores en el grupo de controles sanos con respecto a pacientes con TDM y pilotos
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aviadores, en consonancia con el hallazgo anterior, la cuantificacion relativa, determinada
como 22, mostr6 una expresion de SCL6A4 y S100A10 mayor en pacientes y pilotos con

respecto a los controles sanos.

Se ha hipotetizado que los niveles incrementados de mRNA de SERT (codificado
por SLC6A4) pueden estar asociados al aumento de degradacion o internalizaciéon de los
receptores de serotonina, lo que se confirma por los estudios de PET en cerebro realizados
en pacientes con TDM (14). Por otro lado, la proteina P11 (codificada por S100A10),
miembro de la familia S-100, esta relacionada con BDNF (factor neurotréfico derivado del
cerebro) y participa en la regulacion del ciclo celular, por lo que las diferencias en su
expresion son un reflejo de la alteracion en la neuroplasticidad asociada al TDM (18), los
resultados contradictorios acerca de la expresion de S100A10 podrian explicarse por la
presencia de estrés, estudios que han abarcado pacientes con estrés postraumatico y
pacientes con TDM, han encontrado una expresion disminuida en los primeros e
incrementada en los segundos, esto debido a que las hormonas del estrés regulan a la baja
la expresion del mRNA de P11, mientras que la sobreexpresion de S100A10 incrementa el
namero de receptores de serotonina 5-HT1B en la superficie celular y potencia su funcion
(148,149). Esta modulacion de los receptores de serotonina por parte de P11 podrian ser
la razon por la que se ha asociado la expresion del mRNA de P11 con el riesgo de suicidio,
incluso considerandose un potencial biomarcador para identificar dicho riesgo en pacientes

con TDM y otros desérdenes mentales (103).

No se puede asegurar que la mayoria de los pilotos aviadores padecia TDM por lo
observado en su perfil de expresién génica, sin embargo, valdria la pena escudrifiar los
factores en comun entre pacientes con TDM y pilotos aviadores, seria conveniente valorar
la reactividad al estrés por medio de la aplicacién de la Escala de Estrés Percibido (EEP)
gue mide la respuesta psicolégica ante eventos estresantes (150), asi como un test de
estrés laboral, como el elaborado por el IMSS adaptado del Cuestionario de Problemas
Psicosométicos (CPP) (151).

Un resultado negativo fue la ausencia de amplificacion del gen HTR1A, si bien, hay
estudios previos que reportan una expresion disminuida del receptor 5-HTR1a en linfocitos
de sangre periférica en pacientes con TDM, sobre todo en las CD4+CD25+ (142) y otros
ensayos en modelos animales de depresion donde confirman cambios en la expresion de
Htrla (143), existe también el precedente de la ausencia de amplificacion de HTR1A en

células T humanas en reposo, ya que el receptor solo se expresa en linfocitos T activados
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y en células de Jurkat que son una linea celular inmortalizada de linfocitos T, que, por lo
tanto, se encuentran en mitosis (144), del mismo modo, se ha encontrado que los
antagonistas del receptor 5HT1 inhiben la proliferacion de las células T elevando los niveles
intracelulares de AMP ciclico (145). En este estudio, un criterio de exclusion para los tres
grupos analizados fueron los procesos proinflamatorios, lo que podria explicar la ausencia
de expresion de HTR1A.
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CONCLUSIONES

El presente estudio confirma que la expresién génica periférica, obtenida en PBMC,
es relevante en la busqueda de un biomarcador diagndéstico de TDM en poblaciones en
riesgo, como los pilotos aviadores. Sin embargo, existen adn varias limitaciones para hacer

uso de éste de forma rutinaria.

Los niveles de expresion de SLC6A4 y S100A10 fueron significativamente mayores
en pacientes con TDM vy pilotos aviadores con respecto a los sujetos control. Los perfiles
de expresion de dichos genes asociados al TDM, fueron similares entre el grupo de pilotos
aviadores y el grupo de pacientes con TDM, superando lo esperado en la hipotesis del
estudio, por lo que habria que analizar los factores comunes en ambos grupos, si bien, el
trastorno depresivo mayor es un desorden clinica, biolégica y genéticamente heterogéneo,

valdria la pena profundizar en el estrés.

Ningun piloto aviador fue diagnosticado con trastorno depresivo, trastorno de ansiedad
ni algtn otro desorden psiquiatrico en la valoracién psicolégica, lo que puede indicar que es
un grupo de riesgo subdiagnosticado, que es necesario robustecer los métodos de
deteccién de dichas patologias en la DGPMPT, o bien, podria indicar una alteracion a nivel
molecular que precede a la manifestacion clinica y nos reafirma la necesidad de continuar

investigando los potenciales biomarcadores para el TDM.

Dadas las limitaciones tanto del presente estudio, como en los previos de expresion
génica en TDM, aun no pueden ser considerados como biomarcadores diagndsticos, se

requieren mas estudios y la validacion del método para reducir los sesgos.
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Anexo l.a.

ANEXO 1. Pruebas clinimétricas

Escala Neuropsiquiatrica Internacional

La escala Neuropsiquiatrica Internacional MINI es una entrevista diagndstica

estructurada de breve duracién que explora los principales trastornos psiquiatricos del Eje
| del DSM-IV y la CIE-10.
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realizado estudios de validez y de confiabilidad comparando la MINI con el

SCID-P para el DSM-IlI-R y el CIDI (una entrevista estructurada desarrollada por la

Organizacion Mundial de la Salud para entrevistadores no clinicos para la CIE-10). Los

resultados de estos estudios demuestran que la MINI tiene una puntuacion de validez y

confiabilidad aceptablemente alta, pero puede ser administrada en un periodo de tiempo

mucho mas breve (promedio de 18,7 + 11,6 minutos, media 15 minutos) que los

instrumentos mencionados. Puede ser utilizada por clinicos o entrevistadores no clinicos

tras un entrenamiento mas intenso.

Pagina | 73



Anexo 1.b. Inventario de Depresion de Beck

El inventario de Depresion de Beck (Beck Depression Inventory, BDI) cubre los

sintomas incluidos por la Asociacion Americana de Psiquiatria como criterios para

diagnosticar un trastorno depresivo (124). Es un instrumento autoaplicado que evalua la

intensidad de la depresion a través de 21 reactivos, cada uno de los cuales presenta cuatro

afirmaciones, graduadas segun su intensidad de 0 (ausencia de sintomas) al 3 (sintomas

severos) (125,126). La puntuacion de los reactivos varia de 0 a 63 donde se considera una

puntuacion entre 0 y 9 dentro de la normalidad (127), 10 - 14 depresion leve; 15 - 24

depresiéon moderada; 25 - 29 depresion grave; y >30 depresion extrema (128).

Invemtario de Depresien de Beck (EDI-I)
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Anexo 1.c. Escala de Depresion de Hamilton

Escala heteroaplicada que consta de 21 reactivos (130,131), disefiada para evaluar
cuantitativamente la gravedad de los sintomas asociados a la depresion en pacientes
diagnosticados, asi como para poder valorar sus cambios en respuesta al tratamiento (132).

Su version original consta de 21 reactivos, aunque existen versiones de 17 y 6 reactivos
debido al tiempo requerido para su correcta aplicacion en la practica clinica (30 min. aprox.
la version de 21 reactivos). El puntaje de la escala incluye principalmente los primeros 17
reactivos; de los cuales ocho se punttian del 0 (ausente) al 4 (severo) y nueve se puntian
del 0 al 2. Los cuatro ultimos reactivos miden factores que pueden estar relacionados a la
depresion pero que no determinan gravedad, tales como paranoia y sintomas obsesivos y
compulsivos (127). La puntuacion total de la escala oscila entre 0 puntos (ausencia de
sintomas depresivos) y 66 (sintomas depresivos graves) para la HDRS-21; de 0 a 54 para
la HDRS-17, y de 0 a 22 para la HDRS-6 (132).

6.1.1. Escala de Hamilton para la Depresion
{Hamilton Depression Rating Scale, HDRS)
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Anexo 1.d. Escala de Ansiedad de Hamilton

La escala de ansiedad de Hamilton (HAMA) consta de un total de 14 reactivos que
evallan los aspectos psiquicos, fisicos y conductuales de la ansiedad. Proporciona una
medida global de ansiedad que se obtiene sumando la puntuacién obtenida en cada uno
de los reactivos, el cual puede ir de 0 (ausente) a 4 (grave), con una puntuacién total de 0
a 56 (125,133).

En la practica clinica es comun la dificultad para distinguir entre ansiedad y depresion,
ya que algunos sintomas se superponen y muchos estados depresivos cursan con ansiedad
y en general la ansiedad siempre predice peores resultados para el TDM, por ejemplo,

episodios mas largos, mayor tasa de recurrencia y funcion social deteriorada (135).

La HAM-A consta de un total de 14 reactivos, de los que 13 de ellos evaltan los
aspectos psiquicos, fisicos y conductuales de la ansiedad y el Ultimo valora el
comportamiento del paciente durante la entrevista. Proporciona una medida global de
ansiedad gue se obtiene sumando la puntuacion obtenida en cada uno de los reactivos, el

cual puede ir de 0 (ausente) a 4 (grave), con una puntuacion total de 0 a 56 (134).

El puntaje para determinar el grado de ansiedad es: normal (<6), leve (7—17), moderado
(18-24) y grave (>24)(136). La escala de HAM-A muestra una buena consistencia interna
(alfa de Cronbach de 0,79 a 0,86), una elevada validez concurrente con otras escalas que
valoran ansiedad, como el Inventario de Ansiedad de Beck20 (r = 0,56), distingue
adecuadamente entre pacientes con ansiedad y controles sanos (puntuaciones medias
respectivas de 18,9y 2,4) y posee un alto grado de correlacion con la Escala de Depresion
de Hamilton (r = 0,62 — 0,73) (134,137).
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SINTOMAS DE LOS ESTADOS DE ANSIEDAD

1. Estado de animo ansioso.
Preocupaciones, anficipacion de lo peor, aprension| o0 1 2 4
(anficipacion temerosa), irmitabilidad
2. Tension.
Sensacion de tensidn, imposibilidad de relajarse, 0 1 2 4
reacciones con sobresalto, llanto facil, temblores,
sensacion de inguietud.
3. Temores.
A la oscuridad, a los desconocidos, a2 quedarse solo, alos| 0 1 2 4
animales grandes, al trafico, a las multitudes.
4. Insomnio.
Dificultad para dormirse, suefio interrumpido, suefio| 0 1 2 4
insatisfactorio y cansancio al despertar.
5. Intelectual (cognitivo) 0 112 4
Dificultad para concentrarse, mala memoria.
6. Esrado de animo deprimido.
Pérdida de interés, insatisfaccion en las diversiones, 0 il2 4
depresion, despertar prematuro, cambios de humor
durante el dia.
7. Sintomas somaricos generales (musculares)
Dolores y molestias musculares, rigidez muscular,
contracciones musculares, sacudidas clonicas, crujir de 0 1 2 4
dientes, voz temblorosa.
8. Sintomas somaricos generales (sensoriales)
Zumbidos de oidos, vision bomrosa, sofocos y escalofrios, 0 il2 4
sensacion de debilidad, sensacion de hormigueo.
9. Sintomas cardiovasculares.
Taquicardia, palpitaciones, dolor en el pecho, latidos 0 112 4
vasculares, sensacion de desmayo, extrasistole.
10.Sintomas respiratorios.
Opresion o constriccion en el pecho, sensacion de ahogo, | 0 1| 2 4
suspiros, disnea.
11. Sintomas gastrointestinales.
Dificutad para tragar, gases, dispepsia: dolor antes vy
despugs de comer, sensacion de ardor, sensacion de 0 il2 4
estomago lleno, vomitos acuosos, vomitos, sensacidn de
estomago vacio, digestion lenta, bhorborigmos (ruido
intestinal), diarrea, pérdida de peso, estrefiimiento.
12. Sintomas genitourinarios.
Miccion  frecuente, miccidn  urgente, amenorrea, 0 ila 4
menorragia, aparicion de la frigidez, eyaculacion precoz,
ausencia de ereccion, impotencia.
13. Sintomas autonomos.
Boca seca, rubor, palidez, tendencia a sudar, vértigos,
v=Cl g -, 1] 1] 2 4
cefaleas de tension, piloereccion (pelos de punta)
14. Comportamiento en la entrevisia (general y
fisiologico)
Tenso, no relajado, agitacion nerviosa: manos, dedos
cogidos, apretados, tics, enrollar un panuelo; inquistud;
pasearse de un lado a ofro, temblor de manos, cefio
fruncido, cara firante, aumento del tono muscular, 0 1 2 4
suspiros, palidez facial.
Tragar saliva, eructar, taquicardia de reposo, frecuencia
respiratoria por encima de 20 res/min, sacudidas
enérgicas de tendones, temblor, pupilas dilatadas,
exoftalmos (proyeccion anormal del globo del ojo), sudar,
tics en los parpados.
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ANEXO 2. Sondas para los ensayos de PCR en tiempo real.

Anexo 2.a. Caracteristicas de la sonda usada para el analisis de ACTB

Clave: Hs01060665 gl Gen Blanco: actin beta

Especie: | Humano Simbolo del gen: ACTB

Tipo: Sonda Tagman Localizacion Chr.7: 5527148 - 5530601
cromosomica on Build GRCh38

Secuencia de referencia del NM_001101.3
blanco (Ref Seq)

Proteina traducida NP_001092.1
Sitio de unién de la sonda Exoén 2-3
Localizacion inter ensayo 298

Tamafio del amplicén 63 pb

Genomic Map

Build 38.2 Human Chr.7: Hs01060665_g1

N\ ACTE

NM_00110

e R e e

5.527.00
1]

2.028. 00
o 5.520.00
D

223000
0

Fuente:

https://www.thermofisher.com/tagman-gene-
expression/product/Hs01060665 gl1?CID=&ICID=&subtype=
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Anexo 2.b. Caracteristicas de la sonda usada para el analisis de S100A10.

Clave: Hs00751478_s1 Gen Blanco: S100 calcium binding protein
A10

Especie: | Humano Simbolo del gen: S100A10

Tipo: Sonda Tagman Localizacion Chr.1: 151982910 -

cromosomica 151994238

on Build GRCh38

Secuencia de referencia del NM_002966.2

blanco (Ref Seq)

Proteina traducida NP _002957.1

Sitio de unién de la sonda Exén 3

Localizacion inter ensayo 951

Tamafio del amplicén 113

Genomic Map

Build 38.2 Human Chr.1: Hs00751478_s1

S\ 5100410
@CQG&

= ATREZ

ToT.8E3. ToT.885.
ga2 000 151.084 000

151.985.
000 000

T TOT. 030 TOT.8eT TOT.883.
000 151.088. 000 151.900 000 151.002 000
000 ooo ooo

Fuente: https://www.thermofisher.com/tagman-gene-

expression/product/Hs00751478 s1?CID=&ICID=&subtype=
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Anexo 2.c. Caracteristicas de la sonda usada para el andlisis de HTR1A

Clave: Hs00265014 s1 | Gen Blanco: 5-hydroxytryptamine receptor
1A

Especie: | Humano Simbolo del gen: HTR1A

Tipo: Sonda Tagman Localizacion Chr.5: 63960048 — 63962292
cromosomica on Build GRCh38

Secuencia de referencia del NM_000524.3

blanco (Ref Seq)

Proteina traducida NP _000515.2

Sitio de unién de la sonda: Exon 1

Localizacion inter ensayo 733

Tamafio del amplicén 75 pb

Genomic Map

Build 38.2 Human Chr.5: Hs00265014_s1

N HTRiA

NM_00052

3. B890.0
00

63.061.0
00

638520
00

Fuente:

https://www.thermofisher.com/tagman-gene-

expression/product/Hs00265014 s1?CID=&ICID=&subtype=
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Anexo 2.d. Caracteristicas de la sonda usada para el andlisis de SLC6A4

Clave: Hs00169010_m1 Gen Blanco: solute carrier family 6
member 4

Especie: | Humano Simbolo del gen: SLC6A4

Tipo: Sonda Tagman Localizacion Chr.17: 30194319 - 30235968
cromosomica; on Build GRCh38

Secuencia de referencia del NM_001045.5

blanco (Ref Seq):

Proteina traducida: NP_001036.1

Sitio de union de la sonda:

Ex6n 8-exon 9

Localizacion inter ensayo:

1652

Tamafio del amplicén:

99 pb

Build 38.2 Human Chr.17: Hs00169010_m1

N\ SLCBA4

JUZ000
.0 00

20.210.0
00

J0.Z200

20.230.0
00

Fuente:

https://www.thermofisher.com/tagman-gene-

expression/product/Hs00169010 m1?CID=&ICID=&subtype=
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ANEXO 3. PARAMETROS DEL METODO DE PCR EN TIEMPO REAL (gqPCR)

Antes de llevar a cabo la gPCR, se realizaron ensayos para seleccionar el gen de
referencia utilizado para el analisis, se seleccion6 ACTB entre otros genes constitutivos
probados, en funcién de su proximidad en la expresion en comparacion con cada gen

candidato.

Se amplificaron por PCR punto final los genes SLC6A4, HTR1A, y S100A10y el gen
de referencia ACTB a partir del cDNA de una muestra control. Los templados fueron
separados por gel de agarosa al 2%, marcado con un colorante fluorescente de acidos
nucleicos (GelRed®) y se seccionaron cuidadosamente las bandas para obtener el
purificado, aprox. 250ng, para realizar las curvas de calibracion para SLC6A4, HTR1A,
S100A10y ACTB.

La reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) se basa en la
deteccién de fluorescencia, permitiendo la cuantificacion del producto en cada ciclo de PCR
midiendo la intensidad de la sefial fluorescente. Se usaron sondas de hidrélisis (Tagman®)
marcadas con dos fluoréforos (reportero y apagador), que emiten la sefial fluorescente
cuando se unen a la secuencia blanco y se someten a hidrélisis por la ADN polimerasa.
Habitualmente se determina el Ct, Cq o ciclo umbral, que es el ciclo durante el cual la
emision de la fluorescencia del reportero se distingue del ruido basal (alcanza el umbral), el
Ct nos permite conocer la concentracién de ADN blanco inicial, ya que es el logaritmo
negativo de la concentracién de la secuencia diana, es decir, a mayor concentracion de

ADN inicial, se requerirdn menos ciclos para alcanzar el umbral (146).
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Al finalizar la amplificacion se calculé el ciclo umbral (Ct) de cada dilucion, el ajuste
de regresion entre el Cty la dilucién del ADN vy la eficiencia global de la gPCR, a manera

de obtener una curva con valor de R?= 0.99 en 5 diluciones seriadas 1:10.
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Airfira pilots ars fregquently exposad to numerous fights par week, changes in ther
circadian rhythms, and extended pericds away from home. All these stressors maks
pilats suscaptible to developing pesychiaine disordars. Recently, amphasis has been
placed on the nead for molecular tests that help in the diagnosis of dapression. Tha
ganes SLCEAY and STO0ATO encode serotanin transporter [SERT) and pl1 protan,
respeciivaly. Their exprassion has been frequantly associated with stress and dapression.
I this work, wa quantifisd, by quantitatve PCR, the exprassion of SERT and p11 in
peripheral monanuclear calls of arlina plots compared o patients with depression and
heaaltfy volunteers. Morsaver, by mass spectrometry, we guantified tha sarurm serobanin
lewels in tha same three groups. We found that SERT and p11 weara oversxprassad
in the manonucaar calls of airine plots and depréssad patiants comparnad to haaltkny
wvoluntears. Although sarurm serotonm was not different betwean baalthy valuntesrs and
airling pilots, a decraasing trand was obssrved in the latier. As expectad, senum serobanin
in tha patients was significantty lowar. Alterations n SBEAT and p11 in arfine pilots could
be ralated ta professional stress, a condiban that could patertzlly affect their long-temm
rmantal haalth.

Eaywords: stess, depression, aifine plots, serotonin irmnsportes, pid

INTRODUCTION

Depression is a mood disorder characterized by the presence of symptoms such as deep sadness,
boss of mterest, difficulty experiencing pleasure, and feelings of guilt or low self-esteem. Other
seep and appetite disorders as well as feelings of fatigue and changes in body weight may
abso oceur. Depression has a high prevalence, is the leading cause of disability, and contributes
significamtly to the global burden of disease. Additicnally, it affects people of all ages (1-3) and
the mest serious cases can result in suidide. The etickogy of depression is complex, involving
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several genetic, biodogical, and psychosocial factons. Among
the biokgical factors are moncamine deficiency, neurotrophic
disturbances, dysfunctional HFA activity, and inflammatory
alterations. Since the eticlogy of depression is mubtifactorial,
much remains to be dudied about the molecular mechanisms
underlying the pathophysiokegy of this disorder (4, 5).

In recent years, airplane accidents have rased concerns about
aviation security and the mental health of airline pilots. In 2015,
Flight ©,525 crashed in a mountzinous region of France through
a suicidal act of the pilot, who was suffering from depression
(6). As a consequence, the European Aviation Safety Agency
(EASA) recommended increasing aviation safety and improving
the diaﬁ,unﬂ:'u: methads for psycl'l.iatri: disorders (7). Aidine
pilots live with high levels of stress due to their occupation
{8); however, other factors, such as their social life and family

, also contribute to their stressful bife (9, 10). Several
authors have sated that all of these factors make pilots susceptible
o dl.—r\r_.'anunﬁ Fl:lr\r_]'ldnlr.i.: disarders such aa saern o L)
The prevalence of depression in airline pilots is 1.9-12.6% (11}
compared to 7.2-12.9% reported in the general population (12).
The discrepancy in the prevalence of depression between aidine
pilots and the general population suggests that this diserder
could be underdiagnosed in pilots. Currently, the diagnosis
of depression is performed by a psychiatrist, according to the
Daagnostic and Statistical Manual 5th edition (DSM-5), using
structured interviews and rating scales, such as Mini-Mental
State Examination (MM3ZE), Beck depression inventory (BDI),
and Hamilton Depression Rating Scale (HDRS). In the past 50
years, several research projects have focused their efforts on
searching for potential biomarkers of depression (13), such as
serum biomarkers (14}, catecholamine metabolites (15), among
athers (1, 2. From the development of the real-time quantitative
FCR analysis (KT-gPCR), quamtitative gene expression anakysis
hai become an importent ool in the dcarch lor biomarkers (14,
1b— 1K) Both serotonm tansporter (3EHT) and plL are profemns
closely related 1o stress and depression (19-21). In lymphocytes
of depressed patients, the increased gene expression of SERT (16,
18, 27) has been reparted; meanwhile, pl 1 has been identified asa
regubator of depressive-like behavior in animal models, showing a
depressant (23] or anii-depressant {24) activity. depending on the
brain region in which it is expressed. Moreover, the brain regions
of subjects whe have :I:I:ﬂ'n'FIn:l suicide have shown reductions in
pll mBRNA bevels (24), and the protein has been proposed asa
bigmarker of post-traumatic stress disorder (FTSI3) (20}

In this briefl research report, we analyzed the gene expression
alf BEE L a.nd.FlJ mmlﬁlmlhhﬂdmmmu:hﬂr:zﬂs [PEMLS)
and measured the serum kevels of serotonin in airline pilot
compared o depressed patients and healthy volunteess. We
found an increase in the gene expression of SERT and pll in
the PEMCs of airline pilots, as well as a decreasing trend in their
serum serotonin levels.

MATERIALS AND METHODS

Participant Recrultment
Airline pilots (AP), healthy volunteers (HV), and patients with
depression (MDD} were recruited from 2015 to 2017 according

to the protocol NCI6044.0. All the participants agreed to
participate in this study and signed the informed consent forms.
They were evaluated by a certified psychiatrist applying the
MMSE (Mini-Mental State Examination), BDI (Beck Depression
Inventory), and HDRS (Hamilton Depression Rating S<ale).
The protocel NC16044.0 was approved by the corresponding
research and ethics committees of the Instituio Nacional de
Psiquiatria Ramon de b Fuente Mufiz (INPRFM), according
to the international guidelines. The AP were recruited at the
Secretaria de Comunicaciones y Transportes (SCT), Mexico,
while HY and MDD were recruited at the INPRFM and
Hospital Psiguidtrico Fray Bernardino Alvarez, Mexico. The
inclusion and exclusion criteria are described in the fow d.'nu;nm
of Figure 1.

PBMCs and RMA Isolation

We collected peripheral blood samples (10ml) in tubes
with  sosdisag |J:|.lalil|. {Deciun  Diakinsam "«"nll.lll.n.l.i“:l?.
USA) by venepuncture. We isolated PEMCs using Facoll-
Histopagque  (Hustopaque-1077,  Sigma-Aldrich)  according
to the manufacturers nstructions. PEMOC  isolation was
performed within 2 h after blood sample collection. lmmediately,
the PBMC-containing pellet was homogenized in 1ml
TRIzol® and ENA Bolation was performed according to the
manufacturer’s instructions. Samples were then stored at —80°C
until c[¥WA synthesis

Quantitative PCR of Serotonin Transporter
and p11

The cDNA was synthesized from 1 g total BENA pre-treated
with 1 pL (1 U} DNage [ {Iavitrogen). Reverse transcription was
performed using 1 pl (200U of MMLY reverse transcriptase
(PROIMFEA) :rrrm'linﬁ tav the mannfartonrers ingroctinng All
gqPCR reactions performed wsed 50 ng <DMNA as template.
The probes we used were Hu00169010_ml (SLOSAL: gene
mame of seroionin Iramitl:r:rrr, Ha751478_sl (S100ATO: gene
name of pii), and He01060665 gl (ACTE: geme mame of d-
actin), as well as T:qMa.n'E' Master Mix [ ThermaFisher™ ). All
assays were made in duplicate using CFX96™ REAL TIME
STATEMT (BIORAD). We evalumed the system subabilicy for
each qPCR assay by the RB* (0.99) and PCR efficiency (90-110%)
parameters. The quarhialnve analysis was 'pu'fm'rn:r! with the
2450 mpthid (25), wing the ACt mean of healthy volunteers
as a calibrator ta calculate the A ACKL

Serum Serotonin Quantification by Liquid
Chromatography Coupled to Mass
Spectrometry

We measured serum levels of serotonin by reversed-phase
Ultra High Performance Liguid Chromatography Ebectrospray-
lonization High Resolution Mass Specirometry (UPLC-ESI-
HEMS). Because not all serum were available, anly 18
depressed patients, 14 airline pikots, and 7 bealthy volunteers
were included in this analyss Firaly, we processed serum
samples (1mL} by adding 1ml of a solution containing 5%
citric acid, 2.5mM L-lysine, and 2.5 mM EDTA. Then, proteins
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were precipitated with 200 pL 2.4 M perchloric acid at —20°C
for 20 min. We obtained the supernatant contzining serotomin
by centrifugation at 14,000 x g at 4 °C for 15min. After thas,
the sexvtonin was trapped and cleaned by solid phase extraction
(SPE) using €y cartridges (ThermoFisher™) and eluted with
250 pL acetomitrile. The serotonin exiracts were vacuum dried
and stored at —80°C until UPLC-ESI-HREMS analyss. Secondly,
we resuspended serotonin extracts with 125 pl 0.1% (wiv)
agueous formic ackd and Altered them through 022 pm PTFE
membrane. We carried out the determination of serobonin
(5-HT) by reversed-phase UPLC-ESI-HRMS according te the
previous report (26) with modifications. In brief, we performed
the analysis in an Acquity UPLC I-Class System (Waters} coupled
to a2 Syoapt G2-5 HDMS Q-TOF mass spectrometer (Waters)
fitted with an ESI source. The LC-MS system and data were

manipulated by Masslynx 4.1 software (Waters). The sample
(5 pL) was injected onto a Luna Omega 16pum CIB (21 =
150 mm, Phenomenex) using an isocratic separation with mobile
phase composed of 4% (wv) methanol in 0.1% agueous formic
acid delivered at a flow rate of 020 mL/min maintained at
40°C. The analysis time was B min and the column was cleaned
between injections with 80% (v/v) methanal in 0.1% aquecus
formic acid for 2min. lomization was performed in positive
mode under the following conditions: capillary veltage, 3,000 ¥;
capillary temperature, 120°C; sampling cone, 30V; desolvation
temperature, 300°C; and desolvation gas, 800 Lih. Full-scan mass
spectra were acquired from 50 to 1,200 Da with acquisition data
rate of 0.4 5 and were corrected using leucine enkephalin as lock
mass. For 5-HT quantification, the malecular ion [M-+H-NH;|*
with exact mass 1600762 was monilored.
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Statistical Analysis

We performed a normality test using the Koelmogorov-Smirmeoy
test for all data. The results of peychiatric tests, qPCR, HPLC-
mass spectrometry, 2and demographic data were analyzed by the
non-parametric Krugkal-Wallis and Dunn’s multiple comparisen
tests. Correlation analysis were done following Spearman’s
correlation. All the statistical analyses were performed using
GraphPad Prism version 8.000 for Windows (GraphPad Sofiware,

San Diego, California USA, www.graphpad.com). Significance
was stablished when p < 0.05.

RESULTS

Participants and Demographic Data

We recruited a tofal of 146 airplane pilots from 2015 o
2007; however, 67 were excluded since they did not meet
the inclusion crteria, and the final number of airline pilot
was 79 Moreover, we recruited 11 healthy volunteers and 3%
patients with diagnosis of major depressive disorder (MDD}
that met the incheion criteria (Figure 1). Table 1 shows the
demographic data from healthy volunteers, airline pilots, and
MM patients.

Psychiatric Tests
No airline pibst or healthy volunteer was diagnosed with
sion, or any sther psychiatrc disorder, according to the
resubts of MMSE, BDL and HDRS tests. As expected, depressed
patients had significantly higher scores in BDI {p < 0.001) and
HDES (p = 0.001) as compared to airline pilots and healthy
welunteers (Table 1) We found no significant correlation (B =
0.E) between paychiatric scores of HDRS and BDM and the 2-54C
values of pll or SERT.

Elevated mRNA Levels of SERT and pi1 in
PBMCs of Airline Pilots and Depressed
Patients

The RT-gPCR analysis showed that the expression of SERT
was significantly higher in depressed patients (p < 0.001) and
aicline pikots (p < 0.001) as compared 1o healthy volunteers,
with mean (standard error of mean) 2 240 yglues of 1001.3
(29,0}, 13,986 (9,129), and 1.65(0L51), respectively (Figure ZA).
The expression of pl1 was also significantly higher in depressed
patients (p < 0.01} and airline pilots {p < 0001} compared 1o
healthy volunteers, with mean 37%% yalues of 4452 (18.29),
4,740 (2.785), and 1.34 {0.31), respectively (Figure 28).

Serum Levels of Serotonin by
UPLC-ESI-HRMS

We identified the full scan ESI-HEMS spectrum for serotonin,
and it is shown in the Supplementary Figare 1. We found, as
expectsd, that serum serotonin levels were significantly bower
in depressed patients compared to airine pilots (p < 0.001)
and healthy volumteers (p < 0.001), with mean valuees (standard
error of mean) of 1105 (2.54), 3848 (6.27), and 58.42 ngfmL
(17.75), respectively (Figure 3). Furthermore, we noted that the
serum serotonin levels of airdine pilts had a decreasing trend,

although they were not statistically different or as low as those of
depressed patients.

DISCUSSION

Simce 1972, there have been 14 Gial events worldwide caused
by the suskide of pilots while in fight, resulting in 562 deaths
(27). Hence, airline pilots” mental health becomes particularly
relevant in terms of aviation security. Factors such as the heavy
workload and the frequent exposure to jet kg could contribute to
a high level of stress and affect pikots’ emotional stability. Stress
and depression have such a chose and strong relationship that the
animal models used to study depressive disorders are based on
stress models (28). Because ol the stressiul life of pikas (9), we
decided to study their gene expression of SERT and pl1 and their
serum serotonin levels and compare them to those of depressed
patients and healthy volunteers,

Our results showed that, as expected, HDES and BDI
scores were significantly higher in depressed patients than
healthy volunteers and airline pibsts. We mus i
that HDRS @5 a clinician-rated test, whereas BDI is a sell-
rated test. Thus, in HDRS, interpreting the psychiatrist
is critical, while in BDI, the patients perception of their
symptoms i the meost important. Moreover, many ilems
of the HDRS scale focus on somatic symptems of major
depression, while BDI detects subjective/cognitive Factors
scarcely represented in HDRS (29, 30). The interpretive
value required by clinical scales has motivated many authors
to sarch for molecular parameters that may be useful in
clinical diagnosis in conjunction with the psychiatric scales
currently used.

In this sense, we found that airkine pilots and depressed
patients showed elevated mBMNA levels of S5ERT and pll,
compared to healthy volunteers. SERT and pll have been
stroagly asociated with stress and depression. [ncreased mBENA
levels of SERT have been reported in lymphocytes of depressed
patients (146, 18, 2I); in contrast, other studies have reported
reduced levels of the protein (21). Depressed patients have also
been reported o show signiicantly reduced protein levels of
SERT in brain & such as the amygdala, striztum, and
brainstemn (31). Until now, the reason for the discrepancy
between reduced protein levels and increased mBNA levels
that have been reported in different works has not been fully
clarified. For its part, pll plays a role as a pharmacological
mediater of antidepressants and regulator of serolonin receplor
signaling and neurogenesis (190 Moreover, pll has been
proposed as a biomarker of post-traumatic stress (200 Recent
studies using models of chronic ung ictable stress in mice
have demonstrated the important role of pll and epigenetic
changes in its promoter in the development of depressive-
like behavior (32} There is evidence that pll interacts with
5-HTjp and 5-HT; serotonin receptors and modulates their
function (33-35) besides :II'I.d.l.I.CI.nE the EXPressaon of 5-HT4,
but there is no evidence of the direct interaction between pll
and SERT.
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To our know . this iz the Brst work to report high
mENA levels of SERT and pll in PBMC from  aidine
pilots. Both genes are related o depression (16, 19) and
play key roles in the functioning and regulation of the
serotonergic system (35, 36). A dysfunctional serotonergic
system leads 1o abnormal  newrotransmission  and  the
development of psychiatric dsorders. Although our study
was perdformed on peripheral blood cells, some authors
have proposed that alterations in PBMC could be a
reflection of alterations in the central nervous system
(CMS) {37-39).

On the other hand, al the serotonin levels in airine
pilots were not statistically different from those in healthy
volunteers, we want to highlight that itz decreasing trend
is concerning. Serolonin i an imporiant neurolransoitter
with many physiclogical effects, and its proper functioning is
necessary for mental health {40-42). Interestingly, depressive and
suicide attempt patients have been reported o show bow serum
serotonin bevels (13). Postmortem studies have revealed that
20% of pikots whe died in fatal accidents had psychopathology
or used selective serotonin reuptake inhibitors (S5R1s), but
this was not reported in their latest medical examinations

{44, 45). However, it has been shown that pilsts who spend
many hours flying per week and are frequently exposed to
jet lag or alterations in their circadian chythm are more
likely 1o experience depressive or anxious symptoms (16, 47
In fact, piots themselves have associated their fatigue with
sleep deprivation and a heavy workload (48). Addine pilots
are likely to deny their depressive symptoms or the uwse of
antidepressants for fear of being suspended from work, posing
a great risk te aviation. This triggers alarms in terms of
aviation security and points out the importance of paying
greater attention to the health of the aviation guild and the
improvement of their working conditions. In addition, some
reports have highlighted the lack of social support as a factor
contributing o the deterioration of the pilots’ mental health
{9, 11).

Although our growps are unbalanced and heterogensous, the
sample size effect in our study s small when comparing MDD
vi. AP. There are more women in the MDD group, but they
are a minority in airline piks and healthy volunteers. This is
mainly due 1o the nature of the growps: Depression is higher in
femabes than males, while most airline pilots are male. We are
aware further studies are required in a lrger and more diverse
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cohort; however, we cannot change the gender proportions of
the groups, since this is 2 naural phenomenon. The fssoe of
I'I: IJ.:H’:IEIJLLI] I:llﬁ:ldlllll.:r l.n:lml s alul wones Lo d:v:‘ul.l
mmnud  digrrders hag heen addreceed |'|'|.l Kemadler #t al (493
Kendler et al reported that males are prone to suffer from
introjective depression and females from anaclitic depression.
Men are maore likely 1o be emotionally invested in job and
financial success; thus, the stress due 1o occupational activities
(45, as in the case of airline pilots, could seriously affect their
mental health.

In conclusion, in this bref research t, we show that
airline pilots amd depressed patients have similar alterations
in their SERT and pll profiles, distinguishing them from
healthy volunteers. These alterations in airine pikots could be
related to prodessional sress Notably, this is the first SERT
and pll screening in this guild, and this work’s prospects are
to explore their potential as biomarkers in a larger and maore

diverse cohorl.

LIMITATIONS OF THE STUDY

Future studies should consider the effect of sample size. Motably,
there are more women in the group of patients with 5100 while
they aré o munardy m aarlose Fl]:lh and healthy volunteers, Thas
is mainly due to the nature of the groups. We only use one
housekeeping gene: f-actin. Due to their small size, platelets are a
potential contaminant of PEMC. 5till, the content of mENA in
platelets is considerably less than that of keukocytes; therefore,

this greatly reduces contamination by genetic material.
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