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1.- Introduccién a la Genética Psiquiatrica.

La Genética Psiquiatrica se auxilia en métodos de la Biologia Molecular para estudiar
enfermedades psiquiatricas. El estudio de estas enfermedades es una de las mas grandes
areas en expansion dentro del campo de la investigacion neurocientifica. Al igual que muchas
aproximaciones genéticas, la Genética Psiquiatrica ofrece una ruta competente y atractiva para
la investigacion de etiologias psiquiatricas, cuya patogénesis sea aun desconocida. Sin
embargo, el prospecto de que los genes estén involucrados en las conductas, tanto normales
como anormales, no ha dejado de generar controversia.

La idea de que haya un componente hereditario que intervenga en las enfermedades
mentales es antigua y coloquial, no obstante, no se habia refrendado sino hasta que la
Genética Psiquiatrica quedo establecida como ciencia. Una de las suposiciones fundamentales
de estudiar la Genética Conductual es que se presente la agregacion familiar (estudio basado
en familia); esto significa que el rasgo (o la conducta misma) en estudio posee un componente
de origen genético.

Se ha sugerido que la etiologia de los trastornos de la conducta puede explicarse
parcialmente a partir de la presencia de genes y su interaccion con el ambiente. En este caso
se sugiere que la carga genética del individuo es uno de los diversos factores de riesgo que
pueden desencadenar la enfermedad, es decir, la interaccion de dicha carga genética con el
medio ambiente hace posible que la enfermedad se establezca (Lépez, 2002).

Otros autores del area de la Genética Psiquiatrica divulgan que muchas enfermedades
psiquiatricas y neuroldgicas se manifiestan por un componente genético. La elaboracion del
historial familiar de sintomas neuropsiquiatricos puede resultar muy util para establecer el
diagndstico diferencial, asi como su tratamiento. Se conoce que el desarrollo de enfermedades
como la demencia, la ansiedad, la depresion y la esquizofrenia se ve incrementado en
parentescos de primer grado al afectado, es decir, hermanos, padres e hijos (Dilip, 2006).

Para desenvolverse, la Genética Psiquiatrica se auxilia de distintos paradigmas, cada
uno con distintas fortalezas y debilidades. En la siguiente tabla 1 se muestran brevemente

estos cuatro paradigmas.



Tabla 1: Paradigmas utilizados en el estudio de la Genética Psiquiatrica.

Los 4 mayores paradigmas de la Genética Psiquiatrica

Paradigma Muestras estudiadas Método de muestreo Finalidad cientifica
Genética Estudios en familia, Estadistico Cuantificar el grado de
. s 2 gemelos y estudios de agregacion familiar y/o
ERlSTIRbaical adopcion heredabilidad
Genética Estudios en familia, Estadistico Explorar la naturaleza y
Epidemiolégica gemelos y es_t,udlos de la influencia (_je los
adopcion factores de riesgo
Avanzada genéticos
Busqueda de genes Alta densidad de familias, Estadistico Determinar la localizacion
candidatos trios y muestras de caso- gendmica y la identidad
control de genes de
susceptibilidad
Genética Molecular Individuos Biologico Identificar variantes de

ADN criticos y rastrear la
ruta biolégica desde el
ADN hasta el trastorno

Adaptado de Kendler, 2005

Como su puede apreciar, una de las metodologias mas comunes en la busqueda de genes
candidatos son los estudios de casos y controles. Al utilizarse alguno de los paradigmas
biolégicos, se debe tomar en cuenta que estan limitados en el aspecto que ellos no consideran
factores de riesgo genéticos. La existencia de éstos es inferida por patrones, es decir, a partir
de la semejanza en la transmision de una enfermedad entre clases particulares de familiares.
Tal es el caso, por ejemplo, de gemelos monocigotos y dicigotos, o también de padres
biolégicos y adoptivos con los hijos (Kendler, 2005). Para realizar este estudio hemos seguido
el paradigma de busqueda de genes, pues resulta el mas adecuado a nuestro propésito.

En la literatura sobre genética conductual se manifiesta una marcada preocupacién por
diferenciar los origenes ambientales y genéticos de la conducta, para comprender mejor las
diferencias especificas entre individuos. Esta disciplina complementa armoniosamente la labor
de la investigacion genética psiquiatrica, pues aporta un método muy apto para estudiar los
trastornos mentales, y su disefio permite identificar facilmente la etiologia de estas
enfermedades, asi como la etiologia del desarrollo normal del humano.

Los genetistas conductuales parten del hecho que tanto los genes como el ambiente
afectan al comportamiento, esta vision es comunmente aceptada en la literatura psicoldgica.

Hay copiosos estudios en torno a esta teoria, que demuestran claramente la influencia tanto del



genotipo como del ambiente interactuando en diversos fenotipos psicolégicos cuantificables
(DiLalla, 2004).

El campo de la genética conductual ofrece una perspectiva novedosa y rica de los
fendmenos psicologicos, tal que, cuestiona y esclarece a la sabiduria convencional. Por
ejemplo, desmiente el prejuicio del desempefio académico de los hijos basado en el de los
padres, cuando en realidad s6lo un ambiente familiar y una genética adecuados resultan en un
optimo desempefio en los estudios.

Una importante meta de la Genética Conductual y la Genética Psiquiatrica es entender
la forma en que los genes y el ambiente interactuan para determinar la conducta del individuo.

La Genética Conductual utiliza en el humano diversas metodologias para estudiar el
origen de las diferencias conductuales. El problema que enfrentan estos métodos es distinguir
claramente la influencia genética de la ambiental en las conductas estudiadas. Es imposible
realizar un experimento que separe perfectamente esta interaccién (la ética humana
simplemente no lo permite), sin embargo, encontramos estructuras familiares especificas en
nuestra sociedad que permiten al investigador distinguir con mayor claridad estos dos rasgos, y
asi registrar, finalmente, la relacion entre ambos.

Los estudios en que se basa la genética conductual son: los estudios en gemelos,
estudios de adopciéon (ambos, bajo la guia de la epidemiologia genética) y la identificacion de

un gen especifico mediante un analisis de ligamiento (estudios de asociacién) (DiLalla, 2004).



2.- El Trastorno Obsesivo Compulsivo (TOC).

2.1.- Definicion del Trastorno Obsesivo Compulsivo (TOC).

El Trastorno Obsesivo Compulsivo (TOC) es una enfermedad psiquiatrica que se diagnostica
mediante criterios fijos establecidos en manuales, como el de diagndstico y estadistico de los
trastornos mentales DSM-IV (version norteamericana) y el manual de descripcion clinica y
guias de diagndsticos ICD-10 o CIE-10 en espafiol (respaldado por la Organizacién Mundial de

la Salud). En la figura 1 se ilustra un ejemplo del TOC.

Figura 1: Ejemplo ilustrado de una conducta obsesivo-compulsiva de aseo.

!IF \ dnﬂ‘{‘ ‘:E’Ep Cj{noming)
Somethivg tervible will
happen..  f| hear cestegen

r

You want me 4o
obsess over frocks?!

El DSM-IV cataloga a este padecimiento dentro del apartado de trastornos de ansiedad,
caracterizado tanto por la manifestacion de una obsesién (que pueda ocasionar ansiedad o un
malestar significativo y persistente), y la compulsion resultante (cuyo propdsito es neutralizar
dicha ansiedad). Finalmente, la compulsion es la resolucién a la obsesion (DSM-1V, 1995). El
ICD-10 cataloga al TOC como un conjunto de padecimientos neurdticos relacionados con el
estrés y trastornos somatoformos (ICD-10, 2007).

Nicolini define este trastorno como la «manifestacion de ideas persistentes, o bien,
pensamientos, imagenes o impulsos intrusivos». Asi pues, estas ideas son ajenas a la voluntad

de la persona y provocan sufrimiento al individuo que las experimenta. Estos pensamientos
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obsesivos se manifiestan recurrente y prolongadamente, llegando incluso a incapacitar al
sujeto en sus casos mas severos.

Las obsesiones pueden desarrollar conductas que se ejecutan de manera repetitiva,
estereotipada y que son percibidas como innecesarias (inicialmente); dichas conductas son las
compulsiones. Este comportamiento compulsivo consume una gran cantidad de tiempo y es
una respuesta a una obsesion, pues busca disminuir la ansiedad. Esto no produce alivio, por
contra, favorece a mediano plazo que se mantenga e intensifique la conducta compulsiva. El
TOC ocasiona incapacidad y sufrimiento debido a la presencia simultdnea de la obsesiény la
compulsién (Nicolini, 2002).

2.2.- Generalidades.

Al TOC se le considera epidemiolégicamente como el cuarto trastorno mental mas comun, sélo
superado por fobias, abusos de substancias y la depresion. Es tan comun como la diabetes
mellitus y el asma. Tipicamente aparece como un padecimiento cronico fluctuante, esto es, que
posee periodos mas intensos y otros mas laxos.

Se ha sugerido, inclusive, que el desarrollo del TOC esté relacionado con la educacion
y, especialmente, con la formacion religiosa rigurosa de algunos individuos. Es manifiesta esta
influencia en la aparicién del TOC en el caso, por ejemplo, de Egipto, pais que tiene el TOC en
el 2.6% de su poblacion. Se cree que la opresidon religiosa favorece el desarrollo de
compulsiones rituales para contrarrestar los canones religiosos (Maj, 2002).

Para realizar un diagnéstico efectivo del TOC, se debe distinguir de otros padecimientos
como: el trastorno de comportamiento, el de ansiedad, de impulsividad y alucinégeno; debe
ademas considerar el espectro en que se manifiesta el TOC (de acuerdo a la severidad). Se
emplean diversas escalas en este diagnostico que se mencionaran mas adelante.

La identificacion de subtipos homogéneos en padecimientos psiquiatricos es importante
porque posiblemente ayudaria a identificar mas facilmente a las etiologias del mismo.
Desafortunadamente, el progreso para identificar los subtipos de TOC ha sido lento e
infructuoso. Recientemente, muchos estudios preliminares sugieren acercamientos posibles
para reconocer subtipos significativos de TOC. Entre las variables sugeridas para la
identificacion de éstos se incluyen: relacion genealdgica, la presencia de tics, la asociacion con

ciertas comorbilidades de padecimientos psiquiatricos (por €j., depresion).



En el estudio de la genética del TOC se han sugerido clasificaciones, a partir de un
consenso en que el TOC no es una condicidn homogénea, ya sea en su presentacion clinica o
en sus mecanismos fisiopatologicos. Estas categorias son resultado de un esfuerzo por
disminuir la heterogeneidad, precisar el diagndstico y, en general, mejorar el asesoramiento
clinico, las estrategias para su tratamiento y prognosis. Estos subtipos se identificaron en
funcion de género, edad de inicio o asociado a trastornos neuroldgicos.

En la investigaciéon del TOC en América Latina, se sabe que la prevalencia del TOC en
México es de 2.8%, mientras que en Argentina es de 3%, Brasil 2.8%, Puerto Rico 3.2% y en
mexicanos estadounidenses es de 2.5%. Este dato nos es util al notarse que en
Hispanoamérica se ven prevalencias similares al tener estas poblaciones ascendencia de la
peninsula Ibérica.

La prevalencia por género es 1:1, sin embargo se ha reportado que los varones llegan a
presentar este trastorno con mayor severidad y a una edad de inicio mas temprana, comparada

con la de las mujeres (Maj, 2002).

2.2.1.- Sintomatologia del TOC.

El trastorno obsesivo, en su manifestacion clinica, produce un malestar significativo, pues
suponen una pérdida de tiempo notable (debido a que ocupa mas de una hora al dia). Interfiere
con la vida normal del individuo, su rendimiento laboral y sus relaciones sociales. Las
obsesiones reemplazan comportamientos productivos y gratificantes, merman el desempefio
global del individuo y suelen ocasionar una disminucion notable del rendimiento personal en las
actividades o tareas cognoscitivas que requieren concentracién, como son la lectura o el
calculo mental. Ademas, muchos individuos eluden objetos o situaciones que suelen provocar
en él la manifestacion de obsesiones o compulsiones. Este comportamiento puede
generalizarse y limitar severamente la actividad del individuo (Nicolini, 2002).

La obsesion se define como una cualidad intrusa e inapropiada. La experiencia que
produce la sensacion que tiene el individuo de que el contenido de la obsesién es ajeno a su
control, no encaja en el tipo de pensamientos que él esperaria tener. El individuo, sin embargo,
es capaz de reconocer que estas obsesiones son reflejo de sus propias elucubraciones
mentales, pues no son impuestas desde el exterior. El obsesivo intenta con frecuencia evadir
estos pensamientos y emociones, o bien neutralizarlos mediante otras ideas o actividades
compulsivas (DSM-1V, 1995).



Las compulsiones mas frecuentes, entre la poblacion son las tareas de lavado y
limpieza, comprobaciones y peticiones de certeza, actos de caracter repetitivo, y colocar o
acomodar constantemente los objetos del entorno en orden. Un ejemplo de ello es la figura 2
(DSM-1V, 1995).

Figura 2: Ejemplo de conducta obsesiva-compulsiva que ilustra la obsesion de revisar diversas tareas varias
veces.
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2.2.2.- Etiologia del TOC.
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Hasta la fecha se desconoce cual sea con absoluta precision la causa etiolégica del TOC; sin
embargo, estudios clinicos ya han demostrado cierta eficacia en la respuesta al tratamiento
farmacoldgico a partir de la prescripcidon de inhibidores selectivos que obstaculizan la recaptura

de serotonina. Estudios en familias realizados en Gran Bretafia apoyan la teoria una de
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presencia significativa de factores genéticos involucrados en el desarrollo de este trastorno
(Dilip, 2006).

Los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina son medicamentos que permiten
regular la recaptura hacia el interior de las neuronas terminales presinapticas. El Bloqueo de
esta ruta favorece el incremento en la concentracion de monoaminas en el espacio sinaptico,
provocando un efecto terapéutico de los sintomas obsesivo-compulsivos (Mycek, 2000).

La eficacia de los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS) en el TOC
oscila alrededor del cuarenta y el sesenta por ciento (Nicolini, 2002). Estos farmacos -
clorimipramina, fluoxetina, fluvoxamina, sertralina, paroxetina y el citalopram, los mas
comunes- son utilizados para tratar varios padecimientos psiquiatricos —a pesar de la diferencia
en la expresion de la conducta que presentan-, desde el trastorno explosivo intermitente, el
TOC, el Trastorno Depresivo Mayor, hasta ataques de panico (Roth, 2006). Lo importante para
la terapia es evaluar la gravedad de los sintomas del TOC para adecuar el tratamiento
farmacologico con ISRS (Maj, 2002).

La investigacion genético-psiquiatrica, asi pues, ha conducido a la hipdtesis de que el
TOC presenta una disfuncién en el sistema serotoninérgico. Los genes a investigar para el
estudio del TOC, por tanto, seran aquellos relacionados con la neurotransmision
serotoninérgica. Para la finalidad de esta tesis se estudian tres genes.

En primer lugar tenemos al gen transportador de serotonina (que se tratara a detalle en
el capitulo 3). En segundo lugar tenemos al gen del receptor de serotonina vy, finalmente,
tenemos al gen de la triptéfano hidroxilasa.

El gen del receptor de serotonina presenta varios subtipos, el 5-HT2A en particular ha
resultado decisivo en la etiologia y el tratamiento del TOC. La activacion de los receptores
postsinapticos 5-HT2A y 5-HT2C pueden ser la clave en la mejora de los sintomas del TOC
después de un tratamiento con ISRS (Kim, 2006).

Para corroborar la importancia del receptor 5-HT2A en el TOC, estudios en pacientes
han mostrado poco efecto terapéutico al administrar prolactina y cortisol, que son agonistas de
5-HT2. Algunos investigadores han encontrado que la activacion de 5-HT2C induce el
comportamiento de autoacicalamiento compulsivo en ratas. Este hallazgo respalda la hipotesis
que la estimulacién selectiva de receptores 5-HT2C centrales exacerba sintomas obsesivo-
compulsivos.

El receptor 5-HT1Dg parece ser particularmente importante en la patofisiologia del TOC.

Este es un autoreceptor terminal involucrado en la regulacién de la sintesis y liberacion de
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serotonina. Se ha localizado en la regién limbica y en el estriado -dentro del nucleo basal-
(Kim, 2006).

Un estudio reporta que el sumatriptan (agonista ISRS para 5-HT1D[3) causaba sintomas
de TOC exacerbados. En algunos estudios se ha encontrado asociacion entre el gen (alelo
G861, especificamente) de este receptor 5-HT1DB con TOC (Camarena, 2004), mientras que
en otros no se ha reportado esta asociacion.

Ahora bien, el gen de la triptéfano hidroxilasa (gen TPH) codifica la proteina que lleva su
nombre y es la enzima que limita la sintesis endogena de serotonina en el sistema nervioso
central, pues se ha encontrado que este neurotransmisor no traspasa la barrera
hematoencefalica. Asi, consideramos que una variante de TPH puede también influir en la
disminucion de serotonina y prevenir el desarrollo del TOC. Se encontré una relacion entre los
genes TPH1 y TPH2 con el TOC en tres estudios (Firsch et al., 2000; Walitza et al., 2004;
Mossner et al., 2006). Los analisis del gen TPH2 (Mossner et al., 2006) reportan una
transmisién preferencial del haplotipo G-C en pacientes TOC y se ha encontrado ademas una
tendencia de transmisién preferencial del alelo C del SNP rs4565946 en pacientes TOC con
una edad de inicio temprana (Kim, 2006).

El estudio mas importante hasta el momento es el de Barr et al. (1994) que reporta los
efectos a corto plazo de la disminucion del triptéfano (precursor metabdlico de la serotonina) en
pacientes TOC. Este muestra claramente una disminucién de los sintomas obsesivo-
compulsivos en pacientes al administrarles ISRS. Una dieta baja en triptéfano no provocé un
cambio significativo en el promedio de obsesiones y compulsiones; sin embargo, la tasa de
depresién se incrementd significativamente con la disminucién de la ingesta de triptéfano, en
contraste con los controles -pacientes consumiendo suplementos de triptéfano- (Sidransky,
2002).

2.3.- Estudios de Epidemiologia Genética Basica.
La Epidemiologia Genética Basica estudia la prevalencia de una enfermedad en una poblacién.

En la siguiente tabla se muestra los diferentes tipos de estudio epidemiolégico utilizados en la

Genética Psiquiatrica.



Tabla 2: Tipos de estudios que se utilizan en la Genética Psiquiatrica.

Estudios de Epidemiologia Estudios de Asociacion (Estudios
Genética Moleculares)

Estudios de familias Casos y controles

Estudios de gemelos Estudios basados en familia:

TDT, FBAT, HRR
Estudios de adopcion

2.3.1.- Estudios en familias.

Los estudios en familia proporcionan el estimulo inicial en la busqueda de factores genéticos
especificos fundamentales en la transmision del trastorno. El objetivo de estas metodologias es
la estimacion de la prevalencia y frecuencia de la enfermedad en los miembros de familias
afectadas. En el caso que dichas estimaciones sean mayores a las tasas reportadas en la
poblacion general, indicaran la presencia de factores genéticos involucrados en el desarrollo
del trastorno (Smoller, 2008).

Los hallazgos de cinco estudios en familias apoyan la idea de que hay un componente
importante en la expresion de este trastorno. Tres estudios incluyeron familias con nifios
afectados con TOC (Lenane et al., 1990; Riddle et al., 1990; Leonard et al., 1992), los otros
dos estudios investigaron familias con pacientes adultos (Bellodi et al., 1992; Black et al.,
1992).

La investigacion de Lenane et al. (1990) menciona tres estudios utilizando este tipo de
metodologia, realizada en cuarenta y cinco parientes de primer grado de cuarenta y seis nifios
y adolescentes con TOC severo. Los parientes fueron evaluados personalmente con
entrevistas psiquiatricas estructuradas y se encontré que el 25% de los padres y el 9% de las
madres padecian también TOC.

En otro estudio (Riddle et al., 1990), los padres de veintiun nifios y adolescentes con
TOC fueron entrevistados encontrando que quince (35.7%) de los cuarenta y dos padres
recibieron diagndstico clinico o subclinico de TOC.

Finalmente, un tercer estudio (Lewis, 1935) examind a ciento setenta familiares de
primer grado de cincuenta y cuatro probandos con una edad de inicio temprana del TOC (en la
nifiez), reportando que el 13% de los padres reunian los criterios de diagnostico del TOC.

Bellodi et al. (1992) publicaron un estudio en noventa y dos pacientes adultos con TOC.
La prevalencia registrada de este trastorno fue del 3.4%. Interesantemente, al analizar estos

resultados se encuentra que la edad de inicio del TOC fue temprana y las tasas fueron mas
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elevadas indicando que esta caracteristica clinica pudiera identificar a un subtipo particular del
trastorno. El riesgo de padecer TOC entre parientes de los probandos con una edad de inicio
temprano fue del 8.8%, comparado al 3.4% observado entre los parientes con edad de inicio
tardio (Bellodi, 1992).

Cuatro de estos estudios presentaron una limitacion seria, que fue la falta de grupos de
comparacion, por lo que no se puede determinar si las tasas de TOC o de TOC subclinico
observadas entre los miembros de la familia sean significativamente mas elevadas que lo
reportado en familias control (Lenane et al., 1990; Riddle et al., 1990; Lewis et al., 1935;
Bellodi, 1992). En cambio, Black et al. (1992) reportaron un estudio en familias de treinta y dos
probandos TOC junto con treinta y tres individuos normales, comprobando, asi pues, que este
trastorno presenta agregacién familiar.

Ademas, otro hallazgo reportado a partir de los estudios en familia de probandos con
TOC, es la alta prevalencia de trastornos que presentan tics, apoyando la hipotesis de que hay
una relacion etiolégica entre el TOC vy el trastorno Gilles de la Tourette (Leonard et al. 1992).

Los estudios mencionados proporcionan evidencia puntual que sugiere la presencia de

un componente genético en la manifestacion del padecimiento (Pauls, 1995).

2.3.2.- Estudios en gemelos.

Los estudios en gemelos han sido de gran importancia histérica en el desarrollo de la Genética
Epidemiologica; esto se debe principalmente a que estos estudios proporcionan un
experimento natural que aloja un resultado directo para diferenciar causas debidas a un
componente genético y a las producidas por factores ambientales (Kim, 2006).

El disefio de un estudio en gemelos se considera a los gemelos idénticos
(monocigodticos, MZ) o gemelos fraternos (dicigéticos, DZ). Esta metodologia analiza la
concordancia entre ambos, tal que cuando los dos comparten el rasgo de interés se dice que
son concordantes; y cuando solo un miembro es afectado por la enfermedad, se dice que son
discordantes para el rasgo en estudio. Los gemelos monocigéticos comparten el 100% del
contenido genético y los gemelos dicigéticos, al crearse por fertilizacion separada, comparten el
50% del bagaje genético. Al ser la concordancia al trastorno mayor en MZ que en DZ, se
demuestra una gran contribucion genética en el trastorno (Kim, 2006; Smoller, 2008).

En 1986, Rasmussen y Tsuang en una revision de los estudios en gemelos TOC

publicados hasta esa fecha muestran que treinta y dos de cincuenta y un gemelos (no
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confirmados para cigocidad) y trece de veinte gemelos monocigotos confirmados, eran
concordantes para TOC. Sin embargo, no se puede establecer la medida en que contribuyen
los factores genéticos en este trastorno al no ser posible la comparacién de la correspondencia
entre gemelos monocigotos y dicigotos. Estudios subsecuentes muestran tasas de diferencia
en la concordancia de hasta 40% entre MZ y DZ, indicando nuevamente que hay un
componente genético involucrado en el TOC (Andrews, 1990).

En un estudio de revision mas reciente, los autores reportan que los sintomas TOC son
heredables, con una influencia genética entre 45 y 65% en nifos, y en adultos del 27 al 47%
(van Grootheest et al. 2005).

En general, los estudios con gemelos reportan tasas de concordancia del 53 al 87%
para gemelos monocigotos y del 22 al 47% en gemelos dicigotos, evidenciando de esta manera

la existencia de factores genéticos para el desarrollo del TOC (Pauls, 1995).

2.3.3.- Estudios en adopcion.

Otro medio para diferenciar la contribucion genética y la del ambiente en el desarrollo de un
trastorno son los estudios en adopcion. El método consiste en establecer las concordancias
diagnésticas entre los probandos adoptados y sus padres, tanto biolégicos como adoptivos.

Los estudios en adopcion se valen del analisis de nifios adoptados en edad temprana,
por lo que comparten una relacion genética con los padres bioldgicos y factores ambientales
con los padres adoptivos. A través de ellos, se puede determinar la relacion bioloégica y
ambiental en el desarrollo de un trastorno. Es decir, si los genes contribuyen en el riesgo a
desarrollar la enfermedad, el hijo adoptado presentara la enfermedad; y si los factores
ambientales son importantes en la susceptibilidad de la enfermedad, la enfermedad se
manifestara en el hijo adoptivo y, quiza, en los padres no biolégicos (Smoller, 2008).

Este tipo de metodologia aporta informacion importante sobre las causas genéticas vy
ambientales en la gestion de una enfermedad; sin embargo no existen estudios de adopcion

reportados hasta la fecha en pacientes con TOC.

2.4.- Estudios de segregacion.

Una vez que la agregacion familiar fue establecida mediante estudios epidemiolégicos (en

familia y gemelos, en este caso), lo siguiente es determinar si los patrones de segregacion
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dentro de las familias son consistentes con modelos genéticos. El andlisis de segregacion
monitorea la transmision de la enfermedad de una generacion a otra, confirmando la presencia
de factores genéticos e indicando el modo de herencia (Kim, 2006).

Nicolini et al. reportaron en 1991 un analisis de segregacién en los datos recolectados de
veinticuatro familias TOC para examinar si los patrones de transmision son consistentes con un
modelo de herencia Mendeliano. En sus resultados, no obstante, no pudieron distinguir si los
modelos eran autosémico dominante o recesivo. El modelo dominante fue estadisticamente
compatible con la presencia de un gen de efecto principal.

Nestadt et al. en el afio 2000 reportaron en su articulo que encontraron tres grandes
hallazgos. Primero, que el TOC es familiar; en familiares de primer grado de probandos TOC se
manifiesta cerca de cinco veces mayor prevalencia a lo largo de su vida. Segundo, que las
obsesiones son mas afines al aspecto familiar del trastorno, que las compulsiones. Tercero,
que la edad temprana de desarrollo del TOC apuntala un subgrupo familiar. La relacion entre
edades tempranas de desarrollo y familiaridad de las condiciones médicas esta bien
documentada y ya ha sido reportada en otros estudios de TOC. Esta asociacion fue
especialmente significativa en este estudio, pues encontraron una mayor segregacion en
familiares de probando con edad de inicio temprano. Se concluye que esta condicién posee un
origen genético (Nestadt et al., 2000).

Aunque estos estudios sugieren un posible modelo dominante, el modo de transmision
es complejo. Esto quiza se deba al hecho de que el TOC es una condicién etiolégicamente y
clinicamente heterogénea; diversos genes pueden estar involucrados en el desarrollo del TOC.
Un modelo de herencia complejo parece describir el modo de transmision del TOC (Kim,
2006).

Pauls (2008) menciona que estos estudios confirman la transmision del TOC en familias.
Esto sugiere que el modelo es complejo, dada la heterogeneidad observada y la variabilidad de
las caracteristicas clinicas observadas en las familias. Los estudios a la fecha sugieren que hay

algunos genes de efecto principal, importantes para la manifestacion del TOC (Pauls, 2008).

2.5.- Analisis de ligamiento.

Estos estudios se enfocan en la busqueda de regiones dentro de los cromosomas que se
encuentran asociados con la enfermedad. Se han reportado cuatro estudios de ligamiento en el
TOC (Hanna et al. 2002; Shugart et al. 2006; Willour et al. 2004; Zhang et al. 2002). Hanna
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y sus colegas en el 2002 reportan en un tamizaje amplio del genoma de cincuenta y seis
individuos provenientes de siete familias, la presencia de ligamiento genético con marcadores
en los cromosomas 9p y 19q. Willour et al. (2004) replicaron los resultados de Hanna y
comparfiia con respecto al cromosoma 9p24. Zhang et al. (2002) encontrando, asi, ligamiento
en tres cromosomas (4q, 5q, 17q). Finalmente, un estudio mas reciente (Shugart et al., 2006)
sugiere como loci susceptibles los cromosomas: 1q, 3q, 6q, 7q y 15q. De tal manera, todas
estas regiones que han mostrado presencia de ligamiento son candidatas para buscar los

genes de susceptibilidad al TOC, mediante los estudios de asociacion.

2.6.- Estudios de asociacion genética.

Los estudios de asociacion genética identifican un alelo determinado de un marcador, un
genotipo especifico, o un haplotipo que esta estadisticamente asociado con individuos
afectados, e comparacién con los controles. Dos estrategias son empleadas para los estudios
de asociacion: estudio en poblacion de caso-control y estudios basados en familia.
Actualmente, la mejor aproximacion usada para identificar genes de susceptibilidad al
TOC es comparar la distribucion de genotipos o alelos de genes implicados en la

neurofisiologia del TOC, utilizando estos dos tipos de estudio (Kim, 2006).

2.6.1.- Estudios de asociacion de caso-control.

En estos estudios se comparan dos grupos de personas: aquellas que presenten la
enfermedad o la condicion que se quiere estudiar (casos) y el otro grupo compuesto por
individuos que no padecen la enfermedad en estudio (controles). De tal manera, al analizar un
gen candidato, lo que se espera es que el grupo de casos presente una mayor frecuencia del
alelo de riesgo comparado con el grupo control, demostrando que el gen en estudio participa
en el desarrollo de la enfermedad.

Una equiparacion inapropiada de casos y controles ocasiona un sesgo de seleccion si la
frecuencia alélica difiere entre los grupos de casos y el de controles. Esto viene a ser la
estratificacion poblacional, que ocurre cuando la poblacion de estudio consiste en una mezcla
de sub-poblaciones discretas que difieren en la frecuencia alélica. Se debe evitar que el
muestreo de casos-controles reclute muestras de sub-poblaciones heterogéneas, pues provoca

diferencias en la frecuencia del gen entre casos y controles y causa resultados falsos.
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La seleccion de sujetos control debe cumplir los principales requisitos para obtener una
inferencia significativa en los estudios epidemiolégicos de casos y controles, en este caso, el
grupo control son los sujetos dentro de la familia que no presenta la enfermedad en estudio
(Balding, 2007).

2.6.2.- Estudios de asociacion basados en familias.

Estos estudios son una util herramienta para el estudio de enfermedades complejas como el
TOC ya que evita problemas de estratificacion poblacional, entre otros factores. Buscan
asociacion entre marcadores genéticos y enfermedades, siendo las familias la unidad de
muestreo y consisten en los padres y el sujeto afectado (trios). Otro atractivo de los estudios de
asociacion basados en familia se debe a que detectan la presencia del ligamiento, es decir
identifica marcadores que se transmiten con la enfermedad, apoyando que el fenotipo es
heredado y, por tanto, detectable en familias. Estos estudios consisten en el andlisis de la
transmisién de alelos de los padres al sujeto afectado y son comparados con aquellos no
heredados, por lo que los controles definidos a partir de la misma familia (alelos no
transmitidos), evita el problema de la estratificacion poblacional.

Existen dos métodos de asociacion basados en familias: el TDT y el HRR. La prueba de
desequilibrio de ligamiento (TDT) es el método mas utilizado, porque es una prueba de
ligamiento y asociacion (Balding, 2007). Esta prueba reporta cuando existe un ligamiento entre
el marcador genético y la enfermedad. Las dos metodologias proponen como hipotesis la
presencia de un alelo de riesgo para el desarrollo de la enfermedad, por lo que se cuantifica las
veces que es transmitido el alelo de riesgo de los padres al hijo afectado. En el método de
TDT, solo considera a los padres heterocigotos siendo de esta forma una metodologia mas
informativa que el método de riesgo relativo por haplotipo (HRR), en el cual se incluye tanto a
los padres homocigotos como a los heterocigotos (Smoller, 2008).

La principal desventaja de los estudios basados en familias viene de lo impractico que
resulta el reclutamiento de los familiares y su costo. Familiares adecuados para el estudio
pueden no estar disponibles, en particular en enfermedades con una edad de inicio tardia
(muertos, desparecidos, etc.). Los controles familiares provocan mayores costos de

genotipificacion comparado a controles no relacionados (Balding, 2007).
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2.6.3.- Estudios genéticos del TOC.

Mas de 60 estudios de genes candidatos han sido reportados en la ultima década. Muchos de
estos estudios han examinado genes de los sistemas serotoninérgico y dopaminérgico como
potenciales marcadores candidatos involucrados en la manifestacion del TOC.

Los resultados han sido diversos, con algunos estudios sugiriendo una asociacion
genética entre el TOC y genes de estos dos sistemas y otros estudios han fallado en replicar
dichos hallazgos. Los genes candidato para estudios de asociacion se han enfocado en estos
sistemas, principalmente basado en el conocimiento de la fisiopatologia y farmacologia del
TOC (Pauls, 2008).

Los sistemas opioide, neuropeptidico y varios sistemas de neurotransmisores como
dopaminérgico, serotoninérgico y glutamatérgico y sus enzimas asociadas han sido implicados
en la fisiopatologia del TOC. De particular interés resulta el serotoninérgico debido a la eficacia
de los ISRS contra este trastorno, considerandose a los genes de este sistema como
marcadores candidatos en su estudio. Pruebas de asociacion con polimorfismos localizados en
el gen del transportar de serotonina (SLC6A4), y genes que codifican a los receptores 5-HT2A,
5-HT2B, 5-HT2C, y 5-HT1B han reportado resultados positivos con el TOC; sin embargo otros
han sido negativos.

Hay estudios recientes que buscan clarificar el papel del sistema serotoninérgico en una
muestra de pacientes TOC, controles de pacientes psiquiatricos sin TOC y controles
saludables, todos de origen espafol caucasico. En este estudio se analizaron variantes
genéticas del SLC6A4 (STin2, VNTR y 5-HTTLPR) y del HTR2A A-1438G, (rs: 6311) y T102C
(rs: 6313), asociadas con la susceptibilidad para padecer TOC.

Sus resultados replican los hallazgos previos y proporcionan evidencia de la asociacion
entre el polimorfismo STin2 VNTR (polimorfismo de repeticiones en tdndem del intron 2 del
transportador de serotonina SLC6A4) y TOC. Dada la funcionalidad de dicho polimorfismo y a
su asociacion con el TOC, puede ser una variante de susceptibilidad para TOC. Por otro lado,
no hay datos analizando el desequilibrio de ligamiento entre el STin2 VNTR y el polimorfismo
trialélico 5-HTTLPR. Sin embargo, la existencia de desequilibrio de ligamiento entre STin2
VNTR vy el bialélico 5-HTTLPR, hace posible creer que el STin2 VNTR esté en desequilibrio de
ligamiento con el 5-HTTLPR trialélico, ocasionando la asociacién entre STin2 VNTR y TOC. Sin
embargo, la verdadera relevancia de esta asociacion requiere mayor investigacion,

aumentando el tamafio de la muestra para obtener un mayor poder estadistico, incluyendo su
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posible asociacion con los severidad de los sintomas del TOC (Saiz, 2008). Este estudio deja
en claro la necesidad de continuar nuestra investigacién de varios polimorfismos con muestras
grandes y rasgos clinicos mas homogéneos.

Los genes del sistema dopaminérgico mas estudiados en el TOC son los del
transportador de dopamina DAT1, y de los receptores DRD2, DRD3 y DRD4. Los genes de
enzimas relacionadas al sistema dopaminérgico que se han estudiado en el TOC son dos: el
gen de la catecol-o-metiltranferasa (COMT) y de la monoamino oxidasa A (MAO-A). El alelo de
baja actividad de la MAO-A fue asociado con los pacientes TOC femeninos (Camarena et al.,
1998; 2001). Asimismo, se reportd que el alelo de la MAO-A de alta actividad y el de baja
actividad de la COMT fueron asociados al TOC en pacientes varones (Karayiorgou et al.,
1999). Los genes relacionados a glutamato que se estudian en el TOC son GRIK, GRIN2B y
SLC1A1. Otros genes relacionados al TOC que se han estudiado son los genes relacionados a
la materia blanca OLIG2 y MOG.

Se ha propuesto un modelo murino para el estudio del TOC. Este modelo se crea al
inactivar al gen SAPAP3 (DLGAP3), involucrado en la transduccion de la sefal de glutamato
dentro del ganglio basal. Al inactivar dicho gen, los ratones presentaban el rasgo obsesivo-
compulsivo de acicalamiento y una mayor ansiedad; estas conductas se ven revertidas al
administrar un ISRS. Esta reversion también se presenta mediante la expresion selectiva del
gen SAPAPS3 en el estriado (Smoller, 2008).

Dada la complejidad del fenotipo del TOC, es probable que varios genes tengan un
efecto fundamental en la manifestacion del trastorno. Los agentes terapéuticos actuales
parecen tener una mayor influencia en los sistemas dopaminérgicos y serotoninérgicos, pues
estos genes son importantes para que en un futuro se puedan desarrollar tratamientos
efectivos, y que implicaria que los genes pudieran estar involucrado en la etiologia del TOC
(Pauls, 2008; Smoller, 2008).

14



3.- El sistema serotoninérgico.

El L-triptéfano es un aminoacido esencial debido a que no es sintetizado por los mamiferos o
que no se sintetiza en cantidades suficientes para satisfacer la demanda fisioldgica (pero se
encuentra en muchas proteinas), que se debe proporcionar en la dieta (Kaplan, 2003). A la
serotonina se le considera como una de las hormonas pineales, ya que la produce la glandula
pineal, junto con la melatonina (Ganong, 2004).

Se hace mencidén en diversos estudios que se requiere una dieta adecuada (factor
ambiental) para un funcionamiento 6ptimo del sistema serotoninérgico (Kaplan, 2003). A

continuacion en la figura 3 se muestra la estructura del triptéfano.

Figura 3: La estructura quimica del triptéfano.
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(Lehninger, 2004)

La cantidad de triptéfano consumido por el cerebro no sélo depende de la cantidad de
triptéfano en la sangre, sino también en la cantidad de aminoacidos que compiten con el
triptéfano para su recaptura en el SNC (Dykstra, 1992).

La serotonina es un alcaloide simple que se relaciona quimica y estructuralmente con el
L- triptéfano (Paquette, 2004). Fisiologicamente, la serotonina (neurotransmisor monoaminico)
es de los muchos productos naturales conocidos en animales y plantas que contienen un anillo
de indol como parte de su estructura (Ganong, 2004). La serotonina es producto de la
transformacion metabdlica del triptéfano. Desempena un papel importante en los procesos
mentales humanos. Cuando se alteran los niveles de concentracion de la serotonina en el
cerebro, ya sea quimica o fisicamente, se observan perturbaciones mentales como, por

ejemplo, el TOC (Mycek, 2000). En la figura 4 se muestra la estructura de la serotonina.



Figura 4: La estructura quimica de la serotonina.
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Serotonina (5-Hidroxitriptamina)

La Psicofarmacologia reporta que la serotonina esta distribuida a lo largo de todo el cuerpo
humano y so6lo una pequefia porcion del total existente en el cuerpo se encuentra en el cerebro
(Dykstra, 1992; Champe, 2004). La serotonina es sintetizada y almacenada en varios sitios del
cuerpo (plaquetas, tubo digestivo, etc.). La mayor concentracion almacenada de serotonina se
encuentra en la mucosa intestinal. Cantidades menores se almacenan en las plaquetas y en el
sistema nervioso central. Este neurotransmisor tiene el efecto de hacer perceptible el dolor,
provocando la percepcion de algun dafio en el tracto digestivo (Champe, 2004). Otros textos
dicen que la serotonina alcanza su mayor concentracion en las plaquetas y en el tubo digestivo,
donde se encuentra en las células enterocromafines y en el plexo mientérico (Baez, 1978).
Existen menores cantidades en el cerebro y la retina. Se atribuye que la serotonina regula del
suefo, al igual que a los trastornos afectivos (Champe, 2004).

La serotonina contiene numerosas clases y subclases de receptores acoplados a
proteina G. Esta es de tipo rhodapsina A, el cual se piensa que estad conformado por siete
hélices transmembranales: tres asas intracelulares, tres asas extracelulares, seguido por una
hélice amino terminal extracelular y una hélice carbonilo terminal intracelular. Funcionalmente,
las regiones transmembranales extracelulares sirven para unirse al ligando (serotonina) y para
desencadenar la cascada de sefializacion en las regiones transmembranales intracelulares. El
numero de receptores para serotonina clonados y caracterizados aumenta con rapidez. En la
actualidad se conocen siete receptores serotoninérgicos, 5-HT.7. Dentro del grupo 5-HT4 se
encuentran los subtipos A, B, D, E y F. En el grupo 5-HT, estan los tipos A, B y C (antes
llamado 5-HTc).

Existen dos subtipos de 5-HTs, A y B. La mayoria de estos receptores se une con las
proteinas G e influye en la adenilciclasa o en la fosfolipasa C. Los receptores 5-HT3; son
canales ionicos. Algunos receptores para serotonina son presinapticos y otros postsinapticos.

Los receptores 5-HT,a median la agregacién plaquetaria y la contracciéon del musculo

liso. Los receptores 5-HT4, 5-HTg, y 5-HT7 son cerebrales y se distribuyen en todo el sistema
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limbico y los receptores 5-HTg tienen una gran afinidad por los farmacos antidepresivos
(Ganong, 2004).

En el sistema serotoninérgico existen diversas rutas a lo largo del sistema nervioso
central. Estas se originan en el nicleo de Raphe, en la regién media del pons y de la regién
superior de tallo cerebral (cerca de la linea media y la region de Raphe del pons Varolio y tallo
cerebral superior). Células neuronales del 5-HT han sido agrupadas y clasificadas como B1 al
B9. Los grupos que yacen mas cercanamente al tallo cerebral (B4-B9) inervan los altos centros
(cerebelo, neocortex, talamo y el sistema limbico). Los nucleos serotoninérgicos mas
caudalosos estan colocados a lo largo de los centros bajos del sistema nervioso central, la
médula y la columna vertebral (Greenstein, 2000; Dykstra, 1992). Existen nucleos de
serotonina localizados en el cerebro que se proyectan desde la parte posterior hasta la porcién
inferior del tallo cerebral. En esta zona, la accion primaria de la serotonina es inhibitoria,

causada por un incremento en la conductancia del ién K* (Dykstra, 1992).

3.1.- Metabolismo de la serotonina.

El metabolismo de la serotonina consta de dos pasos: el triptofano se convierte a 5-
hidroxitriptéfano por accion de la triptéfano hidroxilasa y posteriormente una descarboxilacion
dependiente de PLP (piridoxal fosfato, coenzima de la vitamina B6, necesaria para que
funcione la descarboxilasa de aminoacido aromatico) produce la serotonina (ver figura 5). El
PLP es el grupo prostético de las aminotransferasas y su papel fundamental es el metabolismo

de moléculas con grupos funcionales amino (Lehninger, 2004).



Figura 5: Ruta metabdlica para la sintesis de serotonina a partir del triptéfano.
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Adaptada de Lehninger, 2004

En el cuerpo (salvo el cerebro), la serotonina se forma por la hidroxilacion vy
descarboxilacion del aminoacido esencial triptéfano. En condiciones normales, la hidroxilasa no
se satura; la ingesta mas abundante de triptéfano en la dieta puede aumentar el contenido
cerebral de serotonina. Debido a que la serotonina no puede pasar la barrera hemato-

encefdlica, esta se sintetiza de-novo dentro del sistema nervioso central (SNC) (Dykstra,

1992).



Todos los aminoacidos pueden entrar al cerebro, pero el transporte se regula de tal
forma que ingresa primero la tirosina (precursor de la dopamina y norepinefrina) y luego el
triptéfano.

Para internar el tript6fano al cerebro, se requiere glucosa, pues la secrecion de la
insulina pancreatica permite la circulacién de los aminoacidos, para que, asi, el triptéfano
pueda internarse en el cerebro y favorecer la produccién de serotonina (Rinzler, 2006). Ya
dentro de este érgano, el triptéfano es convertido a 5-hidroxitriptéfano.

Las enzimas tirosina cinasa (enzima precursora de la dopamina y norepinefrina) y la
triptéfano hidroxilasa son enzimas que limitan la velocidad de la reaccion de los
neurotransmisores, su inhibicidn puede influenciar drasticamente los niveles de dopamina,
norepinefrina y serotonina en el cerebro. Un farmaco que inhibe la triptéfano hidroxilasa es el p-
clorofenilalalina (PCPA) y dicha inhibicion es de efecto duradero, por lo que requiere un nuevo
abastecimiento de aminoacidos para sintetizar nuevamente a la enzima. A los animales que se
les administra PCPA no duermen, indicando también la importancia del sistema serotoninérgico
en procesos del sueio y en trastornos del suefio (Dykstra, 1992).

Para la eliminacion de la serotonina se cuenta con la enzima monoamino oxidasa (MAO)
que se encuentra en tejidos neuronal y hepatico, entre otros. En la neurona, esta enzima
funciona como una “valvula de seguridad” para desaminar (oxidando e inactivando) cualquier
exceso de moléculas neurotransmisoras que se puedan fugar de las vesiculas sinapticas
cuando la neurona esta en descanso.

Posterior a la liberaciéon de serotonina de las neuronas serotoninérgicas, gran parte se
recupera por un mecanismo de recaptacion activa, mediante la proteina transportadora de
serotonina. La funcion de esta ultima es la de transportar la serotonina del espacio sinaptico al
interior de la neurona presinaptica. Esta proteina finiquita su efecto en el espacio extracelular
de la serotonina y la almacena en el interior de la neurona sinaptica. Interesantemente, esta
misma proteina es el blanco de los ISRS.

La enzima MAO desactiva la serotonina para formar el acido hidroxi-indolacético (AHIA).
Esta sustancia es el principal metabolito urinario de la serotonina y su cantidad en orina se
utiliza como indice del ritmo metabdlico de la serotonina en el cuerpo. En la glandula pineal, la

serotonina se convierte en melatonina (Ganong, 2004).



3.2.- El sistema serotoninérgico y las enfermedades mentales.

Ciertos antidepresivos bloquean la recaptura de serotonina, asi pues, este mecanismo se
relaciona ademas con la terapia de este padecimiento. Lo llamativo es que los antidepresivos
tienen un efecto terapéutico hasta después de varias semanas (Dykstra, 1992).

Los ISRS pueden tratar muchos padecimientos, debido a varias posibilidades. Una es
que hay varios subtipos de receptores de serotonina (15 subtipos a la fecha) que regulan
selectivamente los circuitos neuronales que se asocian a un comportamiento particular. En la

Tabla 3, se ejemplifican los diversos fenotipos que ocurren al realizar un “knockout” a los

receptores.
Tabla 3: Fenotipos asociados a “knockout” a los receptores de serotonina en raton.

Receptores de serotonina y el circuito neural de la conducta.

Receptor inhabilitado Fenotipo conductual Circuito neural propuesto
debido al fenotipo
Receptor 5-HT1A Incremento en la conducta Pérdida de receptor 5-
ansiosa HT1A en el hipocampo

durante el desarrollo
Pérdida de autoreceptores

5-HT1A y liberacion
desmedida de serotonina

Receptor 5-HT1B Disminucién en el Pérdida de autoreceptor
movimiento en hembras terminales 5-HT1B y
liberacion desmedida de
serotonina
Receptor 5-HT2C Aumento en el consumo Alteracion en el circuito
de alimento alimentario del hipotalamo

Desinhibicion de rutas
centrales de dopamina

Receptor 5-HT3A Condicionamiento Pérdida de receptor
aumentado para el miedo inhibitorio 5-HT3A
gabaérgico en la amigdala
lateral

Adaptado de Roth, 2006

De acuerdo a esta tabla, alteraciones en la actividad de diferentes receptores de
serotonina, o alteraciones en la actividad de subpoblaciones de cualquier receptor, pueden
perturbar distintos circuitos neuronales y, por tanto, contribuir a la manifestacion de

comportamientos caracteristicos de una enfermedad psiquiatrica especifica (Roth, 2006).



3.3.- El gen del transportador de serotonina SLC6AA4.

El gen humano que codifica a la proteina transportadora de serotonina (ver figura 6) se le
denomina SLC6A4. También es conocido como el gen 5-HTT y SERT. El gen SLC6A4 se
encuentra localizado en el cromosoma 17g11.2 y contiene 14 exones. El promotor de dicho gen
(ver figura 7) se define como una caja TATA con varios sitios de union para factores de
transcripcion (AP1, AP2 y SP1). La regidon del promotor contiene una secuencia rica en GC, en
donde se localiza una region VNTR que consta de un fragmento de 20-23 pb -que van de los
repetidos | al XVI- (ver figura 8) (Heils et al., 1996). Los repetidos son secuencias de pares de
bases que difieren ligeramente en la secuencia de sus pares de bases. El sitio de unién de los
factores de transcripcion AP1, SP1 y AP2 (ver figura 10) estan localizados en la region
promotora del gen y su funcién es la activacion o represion de la expresidon genética. El factor
de transcripcidon AP2 modula la activacion genética en presencia de AMPc y ante ésteres de
forbol (Latchman, 2004).

Figura 6: Se muestra una ilustracion de la proteina transportadora de serotonina.

El transportador de serotonina
humano.

(http://www.bio.davidson.edu/courses/GENOMICS/2004/Cobain/angergene.html)
Se han descrito diversos polimorfismos contenidos en este gen, pero el mas estudiado

es el localizado en la regidon promotora y al que se le denomina 5-HTTLPR (5-hydroxy-
triptamine transporter linked polymorphic region). Este es un polimorfismo del tipo
insercion/delecion de 44 pb, situada entre los repetidos VI y VIII (ver figura 8) (Heils et al.,
1996). El polimorfismo se caracteriza por ser un sistema dialélico, en el que la insercidén es
denominada como la variante larga (Large, L) y la delecion como corta (Short, S). Utilizando los
oligonucledtidos descritos por Heils et al. (1996) es posible identificar el alelo largo con un

tamano de 528 pb, y el corto con un tamaro de 484 pb.



Figura 7: Gen SLC6A4 desglosando al polimorfismo 5-HTTLPR.

SECUENCIA DE LA REGION PROMOTORA DEL GEN DEL
TRANSPORTADOR DE SEROTONINA

Cligonucledtido

1 tclecegeet [EgCgiigecy cteigaatpe) cageacciaa ceectaalgt cectactgea
61 gecteeccage atcecccetg caaccteeca geaacteect gtacecectee taggateget corte

121  cetgeatcee ceattatece ceccticace cetegeggea teceeectge acceecagea Mspl
181  teecccetge agecccceca geatcteece tgeacceeca geateeceee tgeageectt
241  ccagcatcce cetgeaccee cageateece cctgeagece ceccageate teceetgeac
301  ccecageate ceecctgeag cecttccage atcecccetge accteteeea ggateteced

361  tgeaacccce attatceecce ctgeaccecet cgeagtatee ceectgeace ceccageate
421  cceecatgea cececggeat coeecetgoa ceectecage attetectig cacectacea
481  gtattcceee geatecegge etecaagect ceegeccace ttgeggteee cgeectggoy
541  tctaggtgge accagaalee cgegeggact ccaceegelg ggagelgecee tegettgeee
601 cagicc ctgjtagacgc tcag

Cligonucledtido

PRIMERS ’
INSERCION/DELECION (44pb)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=2130993)

Los oligonucledtidos enmarcados en los dos recuadros es la secuencia descrita por Heils et al.,

y son usados para la genotipificacion.



Figura 8: Esquema de la localizacion del polimorfismo 5-HTTLPR.
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Adaptado de Hiels, 1996

A la variante del alelo S se le asocia con una baja expresion y funcionalidad del transportador
de serotonina (5-HTT), mientras que la variante L se reporté con un incremento de los niveles
de la expresion de hasta tres veces respecto al estado basal. Estos resultados fueron
realizados mediante estudios de transfeccidn en las que se introducen construcciones con los
alelos Sy L, en los que se mide la actividad transcripcional del gen (Smeraldi et al., 2006).

Un equipo de investigadores secuenciaron esta region y encontraron que los repetidos
eran imperfectos, es decir, que variaban en la secuencia de las bases, simbolizandolas con
letras del alfabeto griego y cuyas combinaciones definian 10 diferentes haplotipos. El repetido
14 lo podemos encontrar con sus variantes A al D, siendo el mas frecuente el 14A que
corresponde al alelo S. Por ejemplo, las variantes 14A y 14 D difieren en el sexto repetido y el
14B difiere de la 14D en el repetido 7 (ver figura 8). Los alelos de 16 repetidos (A - F) difieren
el uno del otro en el sexto, séptimo y octavo repetido, siendo el 16A la variante mas frecuente
(Nakamura et al., 2000).



Figura 9: Nomenclatura de Nakamura para el polimorfismo 5-HTTLPR.
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(Nakamura et al., 2000)

En el inciso a) de la figura 9 se muestra la diversidad del alelo S y en el inciso b) se muestra la
diversidad del alelo L, todos ordenados acorde al alfabeto griego en orden de frecuencia.

Recientemente, fue identificado un polimorfismo definido por el cambio de
Guanina/Adenina localizado dentro del alelo L (sexto repetido del 5-HTTLPR), estableciéndolo
como un sistema trialélico definiendo a los alelos La, Lcy S (Smeraldi et al., 2006).

Estudios de transfeccion en lineas celulares han reportado que el alelo La se asocia con
altos niveles de expresion de 5-HTT in vitro y al Lg se le asocia a bajos niveles de expresion de
5-HTT, similar al alelo S. Lo anterior es debido a que la presencia de G crea un sitio de union
del factor de transcripcidon AP2, actuando como un represor de la expresion genética. Mientras
que la presencia de una A (alelo La) evita la union de AP2 y por lo tanto no se relaciona con la
represion de la expresion genética, caracteristica también observada con el alelo S (Hu, 2006).

Al trabajar con polimorfismos de un solo nucledtido (SNP por sus siglas en inglés), se les
codifica con un numero de referencia que se llama rs (referent SNP ID), de tal manera que
dicho polimorfismo es denominado como rs25531, definiendo al sistema trialélico (ver figura 10)
(Praschak-Rieder, 2007).
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Figura 10: Esquema de los alelos de la sustitucion A->G polimorfismo rs25551.
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Adaptado de Hu, 2006
El método utilizado para identificar este polimorfismo, es mediante el uso de la enzima de
restriccion Mspl, que digiere al alelo L definiendo a los alelos en fragmentos de acuerdo a la

tabla 4:

Tabla 4: Patron de bandas del polimorfismo 5-HTTLPR utilizando la enzima Mspl.

LALA LALG LGLG

Variables 339 pb 339 pb
174 pb 174 pb
165 pb 165 pb
Constantes 128 pb 128 pb 128 pb
62 pb 62 pb 62 pb

Comunicaciéon personal Praschak-Rieder, 2007

La enzima Mspl corta la secuencia de pares de bases 5 C/CGG 3'. Al realizar la digestion con
dicha enzima, el tamario de los fragmentos de los oligonucledtidos varia debido a que reconoce
y corta diversos fragmentos que varian dentro del amplicén. Los cortes (tabla 4) definen
secuencias de bases que son variables y que definen a los diferentes genotipos y otras

constantes y presentes en todos los genotipos (Praschak-Rieder, 2007).
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3.4.- Estudios de 5-HTTLPR en TOC.

Camarena et al. estudiaron el sistema dialélico del 5-HTTLPR en poblacion mexicana, pero no
se encontré una asociacion entre dicho polimorfismo y el TOC. Sus resultados no mostraron
una asociacion positiva, tal vez a causa de la estratificacion de poblacion, pues ya se sabe que
la frecuencia alélica puede variar entre distintas poblaciones. Este estudio se analizé con el
método de TDT (métodos para estudios basados en familia) que evita problemas de
estratificacion poblacional. Se analiz6 una muestra de 43 trios para buscar una asociacion
entre dicho gene y el TOC. EI TDT confirmé la presencia de no asociacion entre el polimorfismo
del TOC y 5-HTTLPR. El analisis de desequilibrio de ligamiento (TDT) no mostré una
preferencia en la transmision del alelo L.

En este estudio, se le relaciona mas el alelo L que el S con el TOC debido a que una
mayor frecuencia de pacientes eran portadores del alelo L, al igual que en otros dos estudios,
aunque no fue verdaderamente significativo dicho hallazgo (Camarena et al., 2001).

Se ha reportado una variante rara, el polimorfismo denominado lle425Val, y la
reportaron asociada al TOC (Ozaki et. al., 2003). Otros estudios se han enfocado en el 5-
HTTLPR en la region promotora SLC6A4. Un estudio en familia encontr6 asociacion
significativa con TOC, pero otros estudios basados en familia no reportaron los mismos
hallazgos. Un estudio reciente muestra una asociacion significativa del TOC con el sistema
trialélico. Es importante mencionar que este estudio también replica la asociaciéon de la variante
larga del 5-HTTLPR asociada al TOC (Dickel, 2007).

Se reportd un meta-analisis (Lin, 2007) recopilando los estudios individuales reportados
entre el polimorfismo del gene transportador de serotonina y el TOC. En este caso, este tipo de
metodologia nos sirve como una analitica poderosa para analizar datos acumulativos de
estudios individuales con un tamano de muestra pequefia y con bajo poder estadistico. Este
autor comenta en su meta-analisis que la estratificacién de la poblacion es un importante sesgo
en estudios de asociacion, especialmente en los estudios realizados usando disefos basados
en poblacién y esto debe ser evitado en futuros estudios.

Se concluye en este estudio que existe una asociacion significativa entre el alelo S del
polimorfismo 5-HTTLPR y el TOC. Esta conclusion, sin embargo, resulta aun prematura debido
a la heterogeneidad en la metodologia utilizada por los diferentes estudios. Ademas, el

polimorfismo puede jugar un papel mas preponderante en algunos rasgos clinicos o en
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subgrupos con TOC. Las nuevas variantes emergentes en el sistema trialélico del 5-HTTLPR
necesitan ser analizadas en subsecuentes estudios de asociacion (Lin, 2007).

En otro estudio del 2006, se sugiere que el genotipo homocigoto SS no es
necesariamente la causa unica en el desarrollo del TOC, pero puede ser uno de varios genes
que contribuyan al TOC, debido a que el alelo corto no es causa suficiente para desarrollar este
padecimiento al encontrarse individuos con este genotipo que no presentan TOC, aunque sean
una minoria. Este efecto contributario puede ocurrir dentro de un modelo multigénico que
conlleve a padecer TOC (Pérez, 2006).
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4.- Disefio Experimental.

4.1.- Planteamiento.

Hasta ahora existe mucha controversia respecto al papel del gen SLC6A4 en el desarrollo del

TOC. De tal manera, resulta interesante analizarlo en una poblacién mexicana utilizando un

método de asociacion basado en familias tipo trios.

4.2.- Hipdtesis.

Ha: El alelo de riesgo S del polimorfismo 5-HTTLPR se transmite con mayor frecuencia en

familias con el TOC.

Ho: No se demuestra un modelo genético preferencial de transmision en familias con el TOC.

4.3.- Objetivos generales y especificos.

1.

Analizar el polimorfismo 5-HTTLPR del gen SLC6A4 en familias con TOC.

2. Conocer la frecuencia de los alelos S y L en poblacién mexicana.

4.4.- Metodologia.

4.4.1.- Descripcion de la muestra.

Criterios de inclusion:

Que el paciente cumpliera los criterios del Manual de Diagndstico DSM-IV respecto al
diagnostico del TOC.

Que el paciente fuese mexicano y/o de origen mexicano, donde los padres y los abuelos
del mismo, debiesen ser de nacionalidad mexicana.

Un consentimiento informado por escrito en el que el paciente (probando) y sus
familiares (preferentemente cercanos como padres y hermanos) consientan participar en
el estudio mediante la extraccion de sangre periférica de las venas (aproximadamente 5

ml de sangre).



e Se incluyeron familias tipo trios (probando, padre y madre).
e Un grupo adicional de probandos que cumplieran los criterios diagnésticos del DSM-IV
para el TOC.

e Un grupo de sujetos control, es decir individuos que no presentaban la enfermedad.

Extraccion del ADN.

Todo el material utilizado para la extraccion de ADN fue esterilizado con vapor humedo en el
autoclave (121°C, 15-20 psi, 20 min) para asegurar que no existan trazas de enzimas
indeseadas como las ARNasas o ADNasas. Las soluciones utilizadas fueron filtradas por un
sistema de vacio con ayuda de membrana Millipore de 0.20 ym &6 de 0.45 ym. Finalmente, las
soluciones son esterilizadas en la mismas condiciones. Toda el agua utilizada para hacer las
soluciones fue desionizada mediante el sistema MilliQ de Millipore. En el capitulo 9.2 viene
descrito como se preparan las soluciones utilizadas en el laboratorio.

Una vez extraida del paciente y de los familiares, la sangre fue colocada en tubos con
EDTA como anticoagulante (tubos Vacutainer de tapén morado), donde se agitaron
ligeramente en un agitador de sangre. Mas adelante se referira la razon por la que se utilizo
este anticoagulante en especifico.

El método de extraccién de ADN de la sangre periférica se realizdé acorde al método de
Lahiri y Nurnberger modificado con cloroformo/fenol (Lahiri et al., 1991). Las soluciones
utilizadas se mencionan en el capitulo 9.2 anexo a esta tesis. Se requiere que la muestra de
sangre esté a temperatura ambiente para la extraccién del ADN. De los tubos Vacutainer con

EDTA, la sangre se transfirio a los tubos de centrifuga Falcon de 50 mL y se rotul6 dicho tubo.

4.4.2.- Extraccion del ADN a partir de sangre periférica.

El protocolo utilizado es una modificacion realizada en este laboratorio al método propuesto por
Lahiri y Nurnberger en 1991 para la extraccién de ADN de la sangre periférica.

La modificacion consistié en utilizar los tres disolventes organicos descritos (fenol,
cloroformo, alcohol isoamilico). Con esta metodologia, Lahiri reporta que se extrae entre 130-
160 ug de ADN por cada 5 mL de sangre entera. Dicho método se divide en dos fases.

Para comenzar la primera fase de este método, se colocé 5 mL de la sangre a

temperatura ambiente contenida en un tubo Falcon para centrifuga y se esperé que se
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descongelara la muestra sanguinea. Luego, se aforé a 20 mL el Tubo Falcdn con la solucién
TKM-1, la cual es una solucion de lisis con Tris, potasio y magnesio requerida para lisar a los
glébulos rojos (eritrocitos), siendo los glébulos blancos (leucocitos) los que resistan a dicha
solucion. Luego, se adicion6 5 puL de Nonidet-P40, que es un detergente (tensoactivo) no idnico
destinado a disminuir la tension superficial de la solucion y que permite que se hidrate mejor la
solucion. Se centrifugaron las muestras a 1100 rpm por 15 minutos en una centrifuga.

Una vez centrifugadas, con una pipeta de transferencia se descartd el sobrenadante a
un recipiente de residuos peligrosos bioinfecciosos (recipiente rojo para RPBI), cuidando no
transferir el sedimento color marrén obscuro. Luego, se aforé el tubo con la soluciéon TKM-1 a
20 mL. y se resuspendié el sedimento. Después, se centrifugd la muestra a 900 rpm por 10
minutos.

Nuevamente, con una pipeta de transferencia se descarté el sobrenadante a un
recipiente de residuos peligrosos bioinfecciosos (recipiente rojo para RPBI).

A los tubos Falcon conteniendo el sedimento color marrén claro se le adiciond 10 uL de
proteinasa K (5 ug/pL) previamente descongelada, inmediatamente después, se adiciond 25uL
de SDS al 20 % y se agrego 800 pL de la solucion TKM-2 (solucién que contiene EDTA para
activar a la proteinasa K). El TKM-2 es la solucién acuosa adecuada para realizar la digestion.

Finalmente, se incubaron los tubos Falcon a 37°C en bano Maria entre 20-24 horas. Al
término de esta incubacion concluye la fase 1.

La segunda fase comenz6 al dia siguiente. Primero, se sacaron los tubos Falcon de la
incubadora y se transfirio 1 mL del producto digerido a dos tubos Eppendorf de 2 mL,
previamente esterilizados y rotulados. Después, se afiadié a cada tubo 1 mL de fenol
equilibrado, se agitdé la muestra y se centrifugd el tubo a 12500 rpm por 2 minutos en la
microcentrifuga (Gross, 1973).

El sobrenadante se transfirié con una pipeta de transferencia a otro tubo Eppendorf de 2
mL y se descart6 el tubo previo que contiene al fenol. El fenol sirvi6 para disolver y remover las
proteinas de la fase acuosa. Después, a dicho sobrenadante se le afiadié 500 yL de fenol y
500 uL de la mezcla cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), para disolver los acidos grasos de la
fase acuosa. Se agitd el tubo y se volvio a centrifugar el tubo a 12500 rpm por 2 minutos en la
microcentrifuga.

El sobrenadante se transfirid con una pipeta de transferencia a otro tubo Eppendorf de 2
mL y se le afadiéo 1 mL de la mezcla cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). Se homogenizé y se

volvio a centrifugar a 12500 rpm por 2 minutos en la microcentrifuga. Notese que este
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procesamiento con disolventes organicos fue para remover proteinas y acidos grasos de la
muestra.

Se transfirio el sobrenadante de ambos tubos Eppendorf a un tubo de cultivo. Ya
recolectados los sobrenadantes en el tubo, se le anadi®6 2 mL de etanol absoluto (para
precipitar al ADN) a -20°C. El etanol disminuye el coeficiente dieléctrico y permite que se
precipite el ADN.

La cantidad de la hebra de ADN gendmico precipitado fue calificado mediante cruces

siguiendo el siguiente esquema:

XXXXK--=---- a la muestra que tenga mucho mas de cuatro hebras de ADN
XXX =mmmmem- a la muestra que tenga de dos hasta tres hebras de ADN

XX =mmmmmme- a la muestra que tenga una hebra de ADN

Xemmmmmmmm e a la muestra que no se le distinga una hebra de ADN

Una vez registrado, se transfirié la cantidad de ADN de la muestra a un tubo de
almacenaje decantando al etanol absoluto y se centrifugd a 12500 rpm por 2 minutos en la
microcentrifuga. Se descarto el resto de la fase acuosa del tubo de cultivo. A las muestras que
no se les distinguidé alguna hebra de ADN, se centrifugo toda la fase acuosa.

Ya precipitado el ADN, se le adiciono al tubo de almacenaje 1 mL de etanol al 70% a
-20°C y se resuspendi6 el sedimento. Esto se hizo para lavar la muestra. Se volvié a centrifugar
a 12500 rpm por 2 minutos en la microcentrifuga y se descarto el sobrenadante de etanol al 70
% y con una micropipeta se quitd todo el etanol sin despegar el sedimento. El sedimento de
ADN se le centrifugdé al vacio por aproximadamente 10 minutos hasta secar el sedimento
(liofilizado). En estado liofiizado el ADN se conserva mejor que estando en solucion. Ya

liofilizado el ADN, se tapo el tubo y se guardo en el refrigerador.
4.4.3.- Cuantificacion de ADN.
De acuerdo a la cantidad de ADN obtenida, se le agregaron diferentes volimenes de una

soluciéon TE (Tris HClI 10 mM con 1 mM EDTA ambos a pH 8.0) de acuerdo a la siguiente

escala:



OO S Cu— 100 pl de TE

)0 ¢ CommE— 75 pl de TE
XX 50 ulde TE
X 30 ulde TE

Se desprendio el ADN sedimentado agregando el volumen correspondiente de TE al tubo de
cultivo, se disolvid la muestra y se obtuvo una solucion homogénea empleando el vortex. Una
vez homogenizada, la muestra de ADN se transfiri6 a tubos Eppendorf de 0.6 mL donde se
colocaron 4 pL de la muestra y 96 uL de TE dando un volumen final de 100 pL. Esto se hizo
por duplicado para cada muestra para asegurar que el valor sea repetible.

Se agitaron las muestras 5 segundos en el vortex y se centrifugaron las muestras para
concentrar su volumen. Se calibré el espectrofotometro adecuadamente, colocando la opcién
dsDNA (ADN de doble hebra) y configurando el factor de dilucion en la pantalla
correspondiente.

Se hizo lectura al blanco (previamente colocando en la celda limpia 100uL de TE
cuidando que la celda estuviera limpia, que no tuviera burbujas y se colocé dicha celda de la
forma adecuada para que el haz la atraviese correctamente).

Se revis6 que el aparato marcara cero de absorbancia y se hizo la lectura de las
muestras cambiando la punta de la micropipeta por cada muestra.

Se anotd para cada muestra los valores de absorbancia a 260 nm. de longitud de onda,
ya que a esta longitud absorbe el ADN, también se registr6 para la absorbancia a 280 nm.,
longitud de onda en que absorben las proteinas, se saco la relacion A260/A280 (que debe ser
alrededor 1.8 para asegurar una buena calidad en la extraccion de ADN) y se anoto la

concentracion que exhibié la pantalla del espectrofotometro en pg/mL.

Factor programado en el espectro 1 Axsp= 50.0 ug ADN/mL

Para calcular la cantidad de ADN vy, asi, ajustar el volumen final de dilucién, se realizé lo

siguiente:

- Se le saco el promedio a las dos repeticiones de la muestra [ug/mL], esto para que el valor
sea representativo y corrobora, a su vez, que no varie mucho la lectura.

- Se transformé dicho valor a [ug/uL] (se divide entre 1000 en el analisis dimensional).



- Se multiplicé el valor de ug/pL por el valor de TE (Vi) en que se dejé la muestra en la

extraccion del ADN. Esto nos da un valor de ug de ADN total final.

Si el valor de pg/pL fue 0.5 o mayor, se multiplicd la cantidad de ADN total por el factor de
conversion 2, lo cual nos da un volumen final (Vf) en uL. El volumen inicial es con el que se

partié la cuantificacién.

Restar Vf - Vi = Volumen a agregar en uL a la muestra para ajustar la muestra a la

concentracion de [0.5 ug/uL].

Dicha concentracion de 0.5 ug/uL se utiliza para guardar el stock cuantificado de la muestra.
Ya para trabajar la muestra, se utilizé a una concentracion de 50 ng/uL. Una vez cuantificada la
muestra de ADN a la concentracién final de 50 ng/uL, se realiz6 el genotipo del sistema
bialélico mediante la técnica de PCR normal y una electroforesis revelada con bromuro de
etidio (para el sistema bialélico). La otra variacién es una PCR para amplificar, luego realizar
una digestion con enzimas de restriccion a las muestras correspondientes con alelo L (para el
caso del sistema trialélico) acoplado a una electroforesis con gel de agarosa revelado con
bromuro de etidio.

Otro procedimiento similar de la Biologia Molecular para realizar la genotipificacion del

sistema bialélico y el trialélico es mediante la técnica de RT-PCR ( PCRen tiempo real).

4.4.4.- Andlisis del 5-HTTLPR.

Para realizar el analisis, se realizé una PCR y una electroforesis con gel de agarosa y una
tincion con bromuro de etidio revelado con un transiluminador de rayos U.V. La técnica de
PCR, se estandariz6 el procedimiento en el laboratorio de la siguiente forma:

“Protocolo 5-HTTLPR”.

Oligonucledtidos sentido 5 GGC GTT GCC GCT CTG AAT GC 3’ (20pb) 10mM
Antisentido 5 GAG GGA CTG AGC TGG ACA ACA C 3' (22pb) 10mM

Preparacion de los dNTPs con 7-deaza-2’-deoxi-guanosina-5’-trifosfato.



dATP 10 mM 30 uL (Concentracion final 2 mM)
dCTP 10 mM 30 pL (Concentracion final 2 mM)
dTTP 10 mM 30 uL (Concentracion final 2 mM)
dGTP 10 mM 15 uL (Concentracion final 1 mM)
7 deaza dGTP 10 mM 15 pL (Concentracion final 1 mM)
H,O PCR 30 pL

Volumen total = 150 uL

Al poderse comprar diversas marcas de Taq polimerasas, se proponen dos protocolos
validados en el laboratorio para la enzima de “TaqGold” (de Roche que requiere activacion) y
para la “DryTaq” (de GeneChoice que no requiere activacion) utilizando los mismos

oligonucledtidos descritos por Heils (Heils et al., 1996).
Preparacion de la mezcla maestra con enzima TagGold.

Buffer PCR (10x) 1.5 uL concentracion final 1x

MgCl, 25 mM 0.9uL concentracién final 1.5 uM
dNTPs con 7 deaza dGTP 1.5 uL concentracion final 200 uM
Oligonucledtido sentido 0.375uL concentracion final 0.25 yM

Oligonucledtido antisentido 0.375uL concentracion final 0.25 yM
Thermus aquaticus polimerasa Gold Roche (5U/uL) 0.2 pL concentracién final 1 unidad
H,O PCR 8.15 pL
Volumen total para cada muestra = 13 pL
ADN (50 ng/ulL) = 2uL

Volumen final = 15 uL
Preparacion de la mezcla maestra utilizando la enzima Gene choice Dry Taq

Buffer PCR estandar (10x) 1.5 uL concentracion final 1x
dNTPs con 7 deaza dGTP 1.5 uL concentracion final 200 uM



Oligonucledtido sentido 0.375uL concentracion final 0.25 uM
Oligonucledtido antisentido 0.375uL concentracion final 0.25 yM
Thermus aquaticus polimerasa Genechoice (5U/uL) 0.2 yL concentracién final 1 unidad
H,O PCR 9.05 pL
Volumen total para cada muestra = 13 pL
ADN (50 ng/ulL) = 2uL

Volumen final = 15 uL

Nota: El buffer ya contenia el cloruro de magnesio en el caso de la enzima Gene Choice. Hasta
al final se le afiade la Taq polimerasa a la mezcla.

La 7 deaza dGTP, sirvid6 para que se acoplen mejor los oligonucleétidos. Favorece que se
separen mejor los 3 puentes de hidrégeno caracteristicos de la unién G-C. Estos protocolos no
requieren el uso del DMSO (que sirve de astringente para darle mayor especificidad a la
enzima y pueda realizar la PCR).

La PCR se realiz6 con la Taq polimerasa marca Dry Taq en un termociclador con el
siguiente protocolo: 2 minutos de desnaturalizacion a 95 °C, 40 ciclos de calentado a 95°C/30
seg, enfriando a 62°C/30 seg y calentando a 72°C/1 min, seguida por el paso final para realizar
la extension (elongacion) a 72°C/5 min y la muestra se queda refrigerada en el termociclador a
4°C.

Los alelos que se buscaron en el genotipo son dos: el S y el L en el gel de agarosa
grado biotecnologia high melt / small fragment marca: “Biological Molecular Reagents”, el cual
es una mezcla de agarosa ultra pura, con una 6ptima resolucién de 10-1000 pb. El rango de
dicho gel es de 34-38 °C y un rango de fusién de 85-89°C.

El gel de agarosa se prepar6 a una concentracion de 1.5% con la solucion TBE 1x (ver
apéndice, capitulo 9.2) y se corrid la muestra a 90 voltios entre 1.5 a 2 horas. La camara de
electroforesis se llené con TBE 1x a la marca de aforo provista en la misma.

De la muestra recién amplificada se tomaron 7 uL y se mezclé con 3 uL del tinte para
electroforesis. Para preparar la escalera molecular, se tomaron 4 pL de la escalera Step Ladder
de 50 pb de Sigma, se mezcl6 con 3 pL del tinte para electroforesis y se anadié 3 yL de agua
PCR. Finalmente, se cargaron todas las muestras a los pozos del gel.

El gel se visualiz6 al UV mediante una tincion con bromuro de etidio, donde se dej6

reposar en la solucién (0.5 yg/mL) por 10-15 minutos (segun se haya tefido) (Figura 11).



Figura 11: Patron de bandas para el sistema bialélico.
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4.4.5.- Analisis estadistico.

Para el analisis estadistico de los resultados, se utilizé la ecuacién de Hardy-Weinberg y el
programa estadistico F-BAT. La ley de Hardy-Weinberg (H-W) establece que en una poblacion
grande, azarosa y que esta en constante reproduccion, se espera que la frecuencia de alelos y
genotipos no cambien estabilizandose después de una generacion. El principio de Hardy-
Weinberg aplica a cualquier tipo de alelo que es heredado acorde a las leyes Mendelianas
(Russell, 2006).

Una poblacion donde la frecuencia alélica para un locus determinado es predecible, se
dice que esta en equilibrio con la Ley de Hardy-Weinberg. En un sistema bialélico, la
proporcion relativa de las 3 combinaciones son: p? (dos alelos a), 2pq (un alelo a y uno b), g°

(dos alelos b). Al ser estos los tres genotipos posibles, se establece que:

p?+2pq +q° = 1.

La resolucién de la ecuacion nos dara la frecuencia de alelos esperados en la poblacion
estudiada (p y q). La forma estadistica de establecer la presencia del equilibrio de Hardy-
Weinberg es mediante la prueba de Chi cuadrada, mediante tablas de contingencia de 2 x 3 en
donde se analiza el numero de individuos que presentan las tres combinaciones (alelos
observados) con los alelos esperados. El valor estadistico con una p < 0.05 nos dice que la
poblacion se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg.

La frecuencia alélica puede ser calculada de la siguiente manera: Se cuentan el niumero
de alelos de cada cromosoma y se divide por el numero total de cromosomas analizados. A

este se le conoce como “frecuencias alélicas”. Su formula matematica es:



Frecuencia de alelo = # de copias de un alelo dado / sumatoria de la cuenta de todos los alelos
en la poblacion (Russell, 2006).

Para el calculo del equilibrio de Hardy-Weinberg se utilizd6 un programa llamado HWE,
de J. Ott (1988).

La frecuencia de genotipos se calcula en un sistema bialélico, mediante el conteo de
individuos portadores de las tres posibles combinaciones (homocigotos al alelo a, heterocigotos
ab y homocigotos al b). El total de cada combinacion se divide entre el numero de individuos
analizados en la poblacién. La sumatoria del total de las tres debera ser el numero de la

muestra analizada, expresandose este valor en porcentajes.

4.4.6.- Analisis de casos y controles.

En un estudio de asociacion de casos y controles, el numero de cada tipo de alelos de un gen
en un grupo de sujetos afectados (casos) son contabilizados y comparados con la distribucién
alélica (frecuencia alélica) del grupo control (sujetos saludables). De tal manera que si la
frecuencia de uno de los alelos es mayor a la observada en los controles, se dice que existe
una asociacion genética asociada a la enfermedad (Smoller, 2008).

Se requiere que los casos y controles no sean emparentados pero si que formen parte
de la misma poblacién de estudio. Una prueba estadistica simple es utilizada para determinar si
la distribucion alélica observada en el grupo de casos es distinta a la distribucion observada en
el grupo control. Una diferencia en la distribucion es evidencia para establecer una asociacion
genética con el trastorno, donde el alelo sobre-expresado en el grupo de casos es considerado
como un alelo de riesgo. En la figura 12 se observa que el alelo b es el alelo de riesgo
(Smoller, 2008). Aunque varios meétodos tienen la desventaja de producir un sesgo en la
seleccion y la falta de marcos de muestreo adecuados para los controles la ventaja de aparear
casos con controles es que es mas sencillo asegurar que los casos y controles seleccionados

dentro de un estrato son representativos de la muestra en estudio (Balding, 2007).
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Figura 12: Representacion de un estudio de asociacion de casos y controles.
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(Smoller, 2008)
4.4.7.- Analisis por FBAT.

La prueba de desequilibrio de la transmision es una metodologia muy utilizada para analizar la
asociacion genética en familias, con el propésito de identificar alelos de riesgo para el
desarrollo de la enfermedad en estudio.

El TDT (Transmission Disequilibrium Test), en su forma original, considera la transmision
de la variante alélica de un marcador bialélico de padres heterocigotos al hijo afectado. EI TDT
trata al alelo no transmitido como un marcador control al alelo transmitido, de tal manera que
solo los padres heterocigotos son informativos. La hipdtesis nula es que los padres
heterocigotos pueden transmitir los dos alelos con la misma probabilidad. EI FBAT (Family
Based Association Tests) acorde a la literatura es una variante de la prueba de desequilibrio de
la transmisién o TDT (Balding, 2007).

Lo atractivo de esta metodologia yace en su simplicidad y cercana relacién a pruebas
estadisticas comunes, asi como una absoluta proteccion a la estratificacién poblacional. Al TDT
se le considera como una prueba de asociacion y una prueba de ligamento. Por estos atributos,
el TDT se ha convertido en un método muy popular que ha dado luz a diversas y nuevas

extensiones de la misma.
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Figura: 13: Representacion de un estudio de asociacion basados en familia.
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(Smoller, 2008)

La figura 13 muestra la forma en que se lleva a cabo el analisis de la transmision de alelos.
Como podemos observar, solo en el caso de los padres heterocigotos se puede establecer
claramente la forma del alelo que es transmitido al probando afectado. Este procedimiento es
aplicado a cada una de las familias incluidas en el estudio, de tal manera que si al final
encontramos una mayor transmisién de una variante alélica, concluiremos que el gen en
estudio se encuentra asociado con la enfermedad en estudio.

Aunque el TDT es utilizado frecuentemente como una prueba de asociacion, primero fue
propuesta como una prueba de ligamiento. Esto se vio motivado por estudios del gen de la
insulina en diabetes miellitus tipo 1, que habia mostrado asociacién poblacional en estudios de
genes candidatos, pero con poca evidencia para ligamiento en parejas de hermanos. Por lo
tanto, la presencia de la asociacion fue establecida y el TDT fue capaz de demostrar que la
asociacion coincidia con el ligamiento, en lugar de deberse a estratificacion poblacional. Esta
aplicacion se ha mantenido util para estudios de genes candidatos (Balding, 2007).

En la pagina del Departamento de Bioestadistica de Harvard, se puede descargar el
programa FBAT, al igual que una resefa y un instructivo. Del programa estadistico FBAT se
menciona que consiste en una serie de pruebas ajustadas a poblaciones heterogéneas. Este

programa tiene muchas virtudes como son:
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- Ofrece asociaciones bi y multialélicas, usando los modelos genéticos habituales (aditivo,
dominante y recesivo).

- Usa datos de familias nucleares, siblings (hermanos), trios o cualquier combinacion.

- Provee pruebas sin sesgos, con o sin el genotipo fundador.

- Estima frecuencias alélicas; corrobora que haya consistencia Mendeliana.

(http://biosuni.harvard.edu/~fbat/fbat.htm)
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5.- Resultados.

Se analizaron cincuenta y siete familias nucleares para el estudio del polimorfismo bialélico 5-
HTTLPR mediante la metodologia de asociacion basada en familias. Ademas, se llevo a cabo
un analisis adicional en el que se comparo las frecuencias alélicas de probandos y sujetos
controles (96 probandos y 151 controles).

El numero final de muestras genotipificadas en este estudio consistié en 247 personas.
El numero final del estudio de familias consistié en 236 personas, con 88 familias agrupadas en
57 familias nucleares. La figura 14 muestra una foto de la genotipificacion del sistema bialélico
del 5-HTTLPR.

Las frecuencias de los genotipos del 5-HTTLPR fueron distribuidas acorde al equilibrio
de Hardy-Weinberg (X?= 0.019, gl=1, p=0.8913).

Figura 14: Fotografia del gel mostrando el sistema bialélico revelado en bromuro de etidio mediante rayos U.V.
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Los resultados del analisis de casos y controles reporta que no existe asociacion en la muestra

estudiada entre los casos (pacientes TOC) respecto a los controles (pacientes sanos). Esta



ausencia de asociacion en el analisis se aplica también analizando la muestra de casos vs
padres y padres vs controles (Tabla 5).

Tabla 5: Frecuencias alélicas de las muestra estudiada.

Genotipos Alelos (%)
n= (%) SS SL LL S L

Padres 148 47 (0.32) 74 (0.5) 27 (0.18) 168 (0.57) 128 (0.43)

Probandos 96 33 (0.34) 44 (0.46) 19 (0.2) 110 (0.57) 82 (0.43)

Controles 151 48 (0.32) 75 (0.50) 28 (0.19) 171 (0.57) 131 (0.43)
Probandos vs. Controles:  X°=0.3471, gl=2, p=0.3741 X°=0.0214, gl=1, p=0.8784
Probandos vs. Padres: X?=0.4048, gl=2, p=0.8188 X?=0.0136, gl=1, p=0.9031
Padres vs. Controles: X?=0.005, gl=2, p=0.9974 X?=0.0011, gl=1, p=0.9722

Finalmente, el analisis mediante FBAT de las familias genotipadas no mostro la transmision de
un alelo de riesgo asociada al TOC (Tabla 6).

Tabla 6: Andlisis de la transmision de alelos por FBAT del polimorfismo 5-HTTLPR.

Marcador Alelo . Familias S-E(S) Var (S)
5-HTTLPR S 0.531 45 3.500 15.750 0.882 0.377822
5-HTTLPR L 0.469 45 -3.500 15.750 -0.882 0.377822




6.- Discusion.

En el estudio de las enfermedades complejas, existen dificultades en cuanto a la
reproducibilidad de los hallazgos, ya que por ejemplo, se han hecho estudios preliminares
acerca del TOC asociado al polimorfismo del 5-HTTLPR y dichos estudios discrepan en que
unos mencionan una asociacion del TOC con el genotipo SS, otros lo asocian al genotipo LS y
no reconocen vinculo alguno con el genotipo LL. Cuando se hicieron estos estudios se
desconocia que hubiera un sistema trialélico, s6lo era vigente el sistema bialélico. Lo
interesante es que el alelo S se asocia al TOC acorde a un meta-analisis realizado
recientemente (Lin, 2007).

El presente estudio del gen del transportador de serotonina y el TOC en poblacién
mexicana no encuentra asociacion estadisticamente significativa al analizarlo mediante las dos
metodologias de asociacion, esto es, casos-controles y basados en familias. Estos resultados
replican los hallazgos reportados por otros grupos de investigacion en poblacion caucasica,
asiatica y latinoamericana.

Podria pensarse en ampliar la muestra de las familias, para tener un mayor poder
estadistico, sin embargo esto requeriria muchos afos ya que los pacientes no se pueden
identificar sino hasta que llegue a consulta al Instituto Nacional de Psiquiatria. Esta dificultad
operativa complica notoriamente la ampliacion de la muestra. Ademas, el programa estadistico
FBAT descarta el estudio de las familias con padres homocigotos en la muestra de estudio,
pues no sirve para el analisis de transmisién del alelo.

Ademas, la estratificacion poblacional es un sesgo importante en estos estudios de
asociacion, principalmente en aquellos que se realizaron utilizando disefios basados en
poblacion. Aunque nuestro estudio implicé un método que evita este tipo de problematica,
como lo es los estudios basados en familias, se requieren estudios disefiados con un tamafo
de muestra mayor para validar los resultados del meta-analisis (Lin, 2007).

Se sugiere en el ambito internacional que este tipo de estudios se realicen en el futuro
por haplotipos o por el andlisis de interaccion con otros genes y de otras regiones de un gen.
Como por ejemplo, el estudio realizado por Saiz et al. (2008) quienes encontraron asociacion
entre el polimorfismo VNTR STin2 del gen SLC6A4 y el TOC. Ademas, este grupo reporta que
existe un desequilibrio de enlace entre el polimorfismo VNTR STin2 y el sistema trialélico del 5-

HTTLPR, reportando que si existe asociacion con el TOC (Saiz, 2008).



Todos los estudios de asociacion reportados del TOC respecto al 5-HTTLPR hay
diferencias en criterios de inclusion para su estudio y, dado que la naturaleza del TOC es
heterogénea en su presentacion clinica, curso clinico y en su respuesta al tratamiento, se
requiere que en un futuro esto sea tomado en consideracion.

Todos los aspectos mencionados en esta discusion pueden ser areas de oportunidades
en su conjunto como criterios de inclusion para futuros estudios genético del TOC. Lo que se
puede buscar son otros fenotipos o subtipos del TOC definidos en base a caracteristicas
clinicas, que den una mayor homogeneidad a la muestra en estudio y obtener, asi, estudios
mas reproducibles y confiables.

Ademas, se propone que lo mas adecuado para realizar nuevos estudios del TOC sea
mediante analisis de interaccion con otros genes, considerando los nuevos polimorfismos
presentes en el 5-HTTLPR, o la interaccion con las variantes genéticas del SLC6A4 (STin2,
VNTR vy rs: 25530), HTR2A (A-1438G, (rs: 6311) T102C (rs: 6313) y considerar otros genes
candidatos.

En su nivel mas basico, el progreso en la investigacion gendmica debe llevar a un
mejoramiento importante en la comprensién de la neurobiologia de las enfermedades
psiquiatricas, lo que pavimentara el camino para un cambio en el énfasis desde la estructura
del genoma hasta la protedmica funcional (esto es, el estudio de las proteinas en su nivel
funcional).

Los avances de la Genética Psiquiatrica traeran consigo importantes implicaciones para
la farmacoterapia. Es probable que identificando los genes involucrados en la patogénesis de
un trastorno psiquiatrico; se descubriran nuevos objetivos, lo cual dara lugar a farmacos
“hechos a la medida” que sean relevantes en el desarrollo tanto del efecto terapéutico, como de
los efectos secundarios (DiLalla, 2004).

Los investigadores del estudio genético del TOC han identificado que se presentan
limitaciones que deberan superarse. Primero, el TOC no es una condicion homogénea, por lo
que pueden existir varios mecanismos etiologicos. Por lo tanto, la habilidad de definir
genéticamente subgrupos validos de TOC es crucial para estudios genéticos del TOC (Kim,

2006). Estas estrategias pueden ser:

1. Aproximaciones categoricas (fenotipo del TOC de edad de inicio temprano), es decir,

considerar diversos mecanismos etioldégicos como criterio de inclusion.



2. La aproximacion de la dimensidn (de los sintomas TOC, endofenotipos). En este caso,
se refiere a utilizar escalas validadas en poblacion mexicana para cuantificar la

severididad de los sintomas TOC.

Otro problema presente es que la distribucion genética, pues en la muestra estudiada se
contienen individuos de distintas etnias. Lo recomendable es realizar estudios a gran escala,
con poblaciones étnicamente homogéneas (Kim, 2006).

El estado limitado del conocimiento sobre el curso de la fisiopatologia y redes de genes
interactuando en TOC vy los resultados obtenidos en estudios de ligamiento y de asociacion
sugieren que es prematuro limitar el enfoque sobre la asociacion del TOC con genes
candidatos especificos. Al contrario, hay que realizar estudios de asociacion multigenéticas de
una muestra lo suficientemente grande para identificar las regiones genémicas conteniendo los
genes candidatos prometedores de efecto modesto que pueda ser probado rigurosamente en
subsecuentes estudios.

Tales estudios podrian identificar regiones del genoma que tienen alta probabilidad de
albergar genes que aumenten el riesgo de desarrollar TOC. Es claro que a partir de la literatura
existente que, al igual que otros padecimientos médicos, el TOC es etiolégicamente
heterogéneo. Dada esta similitud en la etiologia heterogénea, es importante empezar con una
muestra lo suficientemente grande de individuos para que subgrupos clinicos homogéneos
tengan una mayor semejanza genética etioldgica para poder identificarse. Sera imperativo que
investigadores interesados en identificar genes susceptibles para TOC cooperen, para que las
muestras sean de suficiente tamafo, lo cual es necesario para alcanzar un mayor poder

estadistico y que sea apropiado para una enfermedad tan compleja como el TOC.



7.- Conclusiones.

e No se encontr6 asociacion genética entre el TOC y el polimorfismo bialélico 5-HTTLPR
del gen SLC6A4, utilizando el método de asociacion basado en familias.

e Tampoco se observé asociacion genética mediante el estudio de casos y controles de la
muestra de pacientes TOC con el polimorfismo 5-HTTLPR del gen SLC6A4.

e Las frecuencias de alelos observadas en la muestras son similares a las observadas

previamente en poblacidon mexicana.
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9.- Apéndice.

9.1.- Criterios DSM-1V para el diagndstico del trastorno obsesivo compulsivo.
(DSM-1V, 1995).

Segun el DSM-1V, pueden existir compulsiones de tipo cognoscitivo, que serian consideradas
obsesiones segun la CIE-10. Ademas, los criterios diagnésticos de la CIE especifican una
duracién minima de los sintomas de por lo menos 2 semanas. Se requiere cumplir los puntos
A, B,C,DyE.

A. Se cumple para las obsesiones y las compulsiones:

Las obsesiones se definen por (1), (2), (3) y (4):

(1) Pensamientos, impulsos o imagenes recurrentes y persistentes que se experimentan en
algun momento del trastorno como intrusos e inapropiados, y causan ansiedad o malestar
significativos.

(2) Los pensamientos, impulsos o imagenes no se reducen a simples preocupaciones
excesivas sobre problemas de la vida real.

(3) La persona intenta ignorar o suprimir estos pensamientos, impulsos o imagenes, o bien
intenta neutralizarlos mediante otros pensamientos o actos.

(4) La persona reconoce que estos pensamientos, impulsos o imagenes obsesivos son el

producto de su mente (y no vienen impuestos como en la insercién del pensamiento).

Las compulsiones se definen por (1) y (2):

(1) Comportamientos (p. Ej., lavado de manos, puesta en orden de objetos, comprobaciones) o
actos mentales (p. Ej., rezar, contar o repetir palabras en silencio) de caracter repetitivo, que el
individuo se ve obligado a realizar en respuesta a una obsesion o con arreglo a ciertas reglas
que debe seguir estrictamente.

(2) El objetivo de estos comportamientos u operaciones mentales es la prevencion o reduccion
del malestar o la prevencion de algun acontecimiento o situacion negativos; sin embargo, estos
comportamientos u operaciones mentales o bien no estan conectados de forma real con

aquello que pretenden neutralizar o prevenir, o bien resultan claramente excesivos.



B. En algun momento del curso del trastorno la persona ha reconocido que estas obsesiones 0

compulsiones resultan excesivas o irracionales. Nota: Este punto no es aplicable en los nifios.

C. Las obsesiones o compulsiones provocan un malestar clinico significativo, representan una
pérdida de tiempo (suponen mas de 1 hora al dia) o interfieren marcadamente con la rutina

diaria del individuo, sus relaciones laborales (o académicas) y su vida social.

D. Si hay otro trastorno del Eje |, el contenido de las obsesiones o compulsiones no se limita a
él (p. ej., preocupaciones por la comida en un trastorno alimentario, arranque de cabellos en la
tricotilomania, inquietud por la propia apariencia en el trastorno dismorfico corporal,
preocupacion por las drogas en un trastorno por consumo de sustancias, preocupacioén por
estar padeciendo una grave enfermedad en la hipocondria, preocupacién por las necesidades
o fantasias sexuales en una parafilia o sentimientos repetitivos de culpabilidad en el trastorno

depresivo mayor).

E. El trastorno no se debe a los efectos fisioldgicos directos de una sustancia (p. ej. drogas,

farmacos) o de una enfermedad médica.

Especificar si:

Con poca conciencia de enfermedad: si, durante la mayor parte del tiempo del episodio
actual, el individuo no reconoce que las obsesiones o0 compulsiones son excesivas o

irracionales.

Evolucion. Las personas que presentan un trastorno obsesivo-compulsivo reconocen en algun
momento del curso del trastorno que las obsesiones o0 las compulsiones son excesivas o
irracionales.

Este requisito no se exige en el caso de los nifios porque no disponen todavia de la
suficiente capacidad cognoscitiva para llegar a conclusiones de este tipo. Sin embargo, incluso
en los adultos puede observarse un amplio espectro en el nivel de comprension relativo a la
racionalidad de las obsesiones o compulsiones.

El individuo reconoce la irracionalidad de sus obsesiones o compulsiones cuando puede

sentirse dispuesto a resistirlas, e incluso puede llegar a intentarlo. Puede invadirle una
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sensacion progresiva de ansiedad o tensidbn que suele aliviarse cediendo a los actos
compulsivos. En el curso del trastorno, y después de repetidos fracasos de resistirse, concluye
no volver a desear combatirlas nunca mas e incorporar estas compulsiones a sus actividades

diarias.

9.2.- Soluciones utilizadas en este estudio (Sambrook et al., 2000).

Estas soluciones las que en mayoria se utilizan para diversos protocolos en Genética
Psiquiatrica.

Nota: Utilizar material volumétrico adecuado (matraces aforados). Todas las soluciones una
vez preparadas y ajustadas se filtran al vacio. Algunas inclusive requieren ser esterilizadas.

Se esteriliza el material a 121 °C, 15-20 psi por 20 minutos.

Toda solucion o reactivo que estén en frascos opacos, se deben proteger de la luz en el
contenedor que se coloquen. Todos las soluciones se aforan con agua desionizada. Por lo
general, se filtra con una membrana de 0.45 uym si se va a esterilizar. Si no se esteriliza, se
filtra con una membrana 0.20 ym. La membrana con la que se filtre debe ser colocada con

pinzas en el sistema Millipore. No usar las manos para colocarla. Estas son las soluciones:

EDTA (pH 8.0, 0.5 M) Tris HCI pH 7.6 10mM Fenol
KCI (0.5 M) MgCl; 10 mM SDS 10%
Trisma base 1 M (pH 8.0) KCI 10 mM Soluciones para realizar la

electroforesis.

Trisma base 1 M (pH 7.6) EDTA 2 mM TBE 10x (1L)

NaCl 1M NaCl 0.4 M TBE 5x (1L)

MgCl, 1M TE Tris HCI 1 M pH 8

Etanol 70% TEN 500 mL TKM-2

Solucion de bromuro de | Tinte de electroforesis Cloroformo:alcohol isoamilico
etidio (24:1)

TKM-1 Fenol equilibrado a pH 7.8 Fenol: cloroformo: alcohol

isoamilico (25:24:1)



10. Glosatrio.

Conviene revisar las referencias consultadas para este glosario ya que entran en mayor detalle,
la gran mayoria es extracto del libro de Russell Peter. Este glosario esta escrito de manera
breve y concisa (Russell, 2006; Watson, 1998; Lodish, 2000; Tamarin, 2001).

Alelo es una de las dos 0 mas formas alternativas de un solo gene que pueda existir en el
mismo locus en el genoma. Todos los alelos de un gene determinan el mismo rasgo hereditario
(p. €j. Color de ojos), pero cado uno tiene una secuencia de nucleétidos unica, que puede

resultar en fenotipos distintos (p. ej. ojos azules).

El acido desoxirribonucleico, o ADN, es una macromolécula con un nucleétido, y cada
nucledtido, a su vez, esta formado por un azucar (la desoxirribosa), una base nitrogenada (que
puede ser Adenina, Timina Citosina y Guanina) y un grupo fosfato que forma parte de todas las
células. La forma doble helicoidal es la forma en que el material genético se presenta en la

mayoria de los organismos.

El acido ribonucleico, o0 ARN, es un &acido nucleico formado por una cadena de
ribonucledétidos. EI ARN celular es lineal y de hebra sencilla, pero en el genoma de algunos
virus es de doble hebra.

El ARN es mucho mas versatil que el ADN. Los tres mayores ARN presentes son: el
ARN ribosomal (ARNr), ARN de transferencia (ARNt) y el ARN mensajero (ARNm), haciendo
cada uno su labor esencial para la sintesis de proteina. EI ARNm es la secuencia final que
codifica la secuencia de aminoacidos para formar la proteina (traduccion).

Para poder entender mejor la ubicacion del ADN en la célula, se anexa la figura 15.



Figura 15: Esquema que muestra los niveles de organizacion celular hasta llegar al ADN.

Un autoreceptor es un receptor que modula mediante control negativo la secrecion del

transmisor. Por ejemplo: Sistema de retroalimentacion autoinhibitorios.

Los factores de transcripcion son varias proteinas que interactiuan con la polimerasa y sirven
para que la ARN polimerasa pueda localizar al promotor o para que se pueda adherir

establemente al ADN.

Un cromosoma en células eucarioticas, es una estructura linear compuesta de una molécula
de ADN acomplejada con proteina (histonas, nucleosomas). Cada especie eucarittica tiene su
numero caracteristico de cromosomas en el nucleo de las células. La mayoria de las células

procariéticas poseen un solo cromosoma circular.

Un homocigoto es cuando en un organismo diploide contiene los mismos alelos en uno o

varios loci produciendo gametos de genotipo idéntico.

Un heterocigoto es cuando en un organismo diploide contiene alelos distintos en uno o varios

loci produciendo gametos de genotipo distinto.



Una enzima de restriccion (o endonucleasa de restriccién) es una enzima que reconoce y
escinde el ADN en secuencias especificas de dicho ADN (secuencias de reconocimiento o

sitios de restriccién), lo cual genera un fragmento mas pequeno.

Un exén es un segmento de gen que codifica una proteina y su precursor (el pre-ARNm)

especifica una secuencia de aminoacidos y es retenido en el ARNm funcional.

El fenotipo son las caracteristicas observables y tangibles de un organismo que son

producidas por un genotipo y su interaccion con el medio ambiente.

La frecuencia alélica es la proporcién de un alelo en particular en un locus de un pool

genético. La suma de las frecuencias alélicas de un locus dado es igual a 1.

El genotipo es la completa composicion alélica genética. El término se usa en referencia a los

alelos especificos presentes en s6lo uno o en un numero de casos limitados del loci genético.

El genoma es la cantidad total de material genético en un juego de cromosomas.

El gene es la unidad fisica y funcional que ayuda a determinar los rasgos heredados de los
padres a su descendencia (conocido como factor Mendeliano). En términos moleculares, un
gene es una secuencia de nucleotidos del ADN que especifica un polipéptido o ARN.
Alteraciones en la secuencia del gene produce la aparicion de especies, y variaciones

individuales.

El haplotipo se define como todo el inventario de alelos en el humano.

El intrén es un segmento de gene que codifica para una proteina y es el precursor del ARNm
(pre-ARNmM) que no especifica una secuencia de aminoacido. Los intrones en pre-ARNm son

removidos por splicing de ARNm.

El locus (plural, loci) es la posicion de el gene en el mapa genético; el lugar especifico en el

cromosoma donde se localiza el gene.



Un gene marcador son alelos que producen diferencias fenotipicas detectables utiles en el

analisis genético.

Un marcador de ADN son variaciones entre individuos en la secuencia en una region
especifica del ADN que son detectadas por analisis molecular del ADN y se utiliza en el analisis
genético.

Un polimorfismo del ADN es una variacién en las secuencia de nucleétidos o en el numero de
unidades repetidas en tandem en un locus particular en el genoma. Comunmente, este término
se usa para marcadores de ADN, variaciones que se localizan fuera de los genes y que se
detectan con analisis molecular. Los marcadores genéticos es una regiéon de ADN cuya

secuencia varia entre individuos y es util en el analisis genético.

Cuando se dice que un polimorfismo sea funcional se hace referencia a la gendmica
funcional, que es el analisis comprensivo de las funciones de los genes y de las secuencias no
génicas incluyendo patrones de expresion de genes y su control. Un polimorfismo no funcional

en genética psiquiatrica se refiere a que no afecta en la transcripcion a mARN

El promotor es una regién en el ADN que identifica la ARN polimerasa y se asocia a él
inmediatamente antes de iniciar la transcripcion. Contiene la informacién para permitir la

transcripcién del ARNm y es el sitio mayor donde se controla la expresion de los genes.

El splicing de ARNm es un proceso mediante el cual el intron entre dos exones (secuencia

codificante) en un precursor de ARNm, es cortado y los exones son ligados.

El namero variable de repeticiones en tandem (VNTR’s), también llamado minisatélites, son
repeticiones de pares de bases (pb) partiendo de 7 a varias decenas de pares de bases de
longitud. Un individuo puede ser homocigoto o heterocigoto para alelos en un locus.

Hay dos tipos de loci de VNTR: loci unico y loci multicopia. Esto es, puede haber una
sola copia de un locus de VNTR en el genoma de un organismo, o puede haber un numero de

copias esparcidas alrededor del genoma.



Si una sonda detecta solo un locus de VNTR, se le llama sonda monolocus 6 sonda de
un solo locus. Sondas que detectan loci de VNTR en un numero de sitios en el genoma se les

conoce como sondas multilocus. Un ejemplo de un VNTR de presenta en la figura 16.

Figura 16: Ejemplo ilustrativo de un VNTR.

:2 ‘mm * Cndmmmnhnhernan:e of a hypez-

2 “ varieble [ DNA polymorphism caused

by a variable number of tandem repeats (VNTR).

g ; : s Alleles 1 to 4 are related to each other by a vari-
able number of identical {or nearly so), short

DNA sequences (atrows), Size variation can be

detected after restriction enzyme digestion and

hghridflutlon with a unique probe that lies out-

; side of the VNTR sequences themselves but in-

Variable number of tandem rapeats side the restriction sites used to define the allelic

fragments. (Original photograph courtesy of

allele 1 I——‘-*.“-**;]__| 4 Bowcock, Stanford University.)
allele 2 | e e ot

allele 3 | - S ]

dllele ¢ jrm—]

prabie

En este esquema se ejemplifica la presencia y la heredabilidad de las VNTR’s en un arbol

genealdgico familiar. En este caso, se usa al VNTR como un marcador genético.

En el caso de los STR (o SNP), son secuencias ADN de 2-6 pb repetidas en tandem unas
cuantas veces o hasta 100 veces. Se pueden repetir dinucledtidos o trinucleétidos. Hay mucha

menor cantidad de loci de VNTR que de loci de STR en el genoma humano.

Los loci de VNTR también muestran polimorfismos y dado que los VNTR son largos y para
amplificarse se complica analizarlo por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Por lo

mismo los VNTRs se estudian por medio del Southern Blot.

Amplicén es la secuencia de ADN la cual se amplificara mediante la técnica de PCR.

Sitio de restriccion es una secuencia de nucledtidos de ADN que son reconocidos por una

enzima.

Las enzimas de restriccion o endonucleasas son proteinas que cortan al ADN no modificado

en unos fragmentos largos y discretos. Dichas enzimas tienen una gran especificidad al
5



reconocer secuencias en la doble hélice del ADN y corta la cadena polinucleétida dentro de

dicha secuencia para dar paso a fragmentos discretos con secuencia y longitud definida.

La electroforesis es una técnica de biologia molecular para separar moléculas (en este caso
ADN) en una mezcla bajo la influencia de un campo eléctrico aplicado a dicha mezcla. Las
moléculas disueltas se mueven en el campo eléctrico a una velocidad determinada por su

relacion: carga/masa.

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de biologia
molecular, fue divisada por Kary Mullis a mediados de los 80's, haciendo una aproximacion en
el estudio y en el analisis de genes La PCR permite, al ser una técnica muy selectiva, producir
una enorme cantidad de secuencias (amplificacion) de ADN (acido desoxirribonucleico)
especificas sin recurrir a la clonacion, estas son sus ventajas, el ser sensible y rapido.

La desventaja de la PCR es que si se comete un error en el primer ciclo de la PCR,
todas sus derivadas tendran ese mismo error. Existen enzimas disponibles para PCR que
tienen la actividad de probar la hebra y reduce significativamente la frecuencia del error.

La PCR explota ciertas caracteristicas inherentes de la replicacion del ADN. La ADN
polimerasa utiliza ADN de una sola hebra (ADNss) como su templado (molde) para la sintesis
de una nueva hebra complementaria. La PCR se realiza con un aparato especial disefiado
especialmente para PCR llamado termociclador. Este aparato varia la temperatura para realizar
la PCR.

El protocolo para realizar la PCR difiere, pero de manera generalizada se realiza de esta
forma (considérese que se hace en un termociclador). La PCR no amplifica de manera eficiente
fragmentos de 3 kb en adelante. Para ello se recurre a la Long Accurate PCR (LA-PCR) que se
le adiciona una segunda polimerasa termoestable con la capacidad de leer errores en la
replicacion. Se usa especificamente con fragmentos superiores a los 5 kb.

Hay factores importantes que alteran el desarrollo de la PCR, dado que la especificidad
depende de manera crucial en los oligonucleétidos. Este es un listado de factores importantes

para elegir a los oligonucledtidos:



- El oligonucledtido debe ser entre 17-30 pb de longitud preferentemente.

- El contenido ideal de enlaces GC en la muestra debe ser alrededor del 50%. Para
oligonucleétidos con contenido bajo de GC, es conveniente escoger a un largo
oligonucledtido para evitar una baja temperatura de fusion.

- Corridas de muchos ciclos deben evitarse porque la reaccién se satura, lo cual genera
productos inespecificos.

- Deben ser evitados los oligonucleotidos con estructura secundaria significativa.

- No debe existir complementariedad entre los dos oligonucledtido.

La gran mayoria de los oligonucledtidos que cumplen dicho listado son capaces de funcionar
adecuadamente, aunque no todos los juegos de oligonucledtidos son comparados son igual de
efectivos aunque se hagan en condiciones éptimas. En la figura 17 se muestra el proceso que

se realiza en cada ciclo de una PCR.

Figura 17: Esquema que muestra el proceso de cada ciclo realizado en el termociclador al realizar una PCR.
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Cada ciclo de PCR que se corra duplica la cantidad de la siguiente forma (Nétese en la figura

18 que hasta el tercer ciclo se amplifica el ADN deseado).



Figura 18: El algoritmo numérico del producto de interés obtenido durante cada ciclo de PCR que se realice
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En la siguiente grafica se puede observar de manera numérica como ocurre que las hebras de
interés se dupliquen a partir del tercer ciclo al realizar la PCR.

En la siguiente figura 19 se ejemplifica como funciona la técnica del PCR a grosso
modo.



Figura 19: Esquema que muestra el como se desnaturaliza el ADN, alinean los oligonucleétidos y se crean los
templados de la secuencia deseada. Nétese que las 2 flechas muestran que a partir del tercer ciclo se obtiene el

producto de interés.

5 I

SE(P" Targel
S e
Genomic DMA 3 5
) Denaturation: 5 3
Heat briefly
to separale DNA
strands
3 5
) Annealing: 1 l'
Cool 1o allow
Cycle 1 :ﬂlﬂﬂ‘l-'tﬂ form
ydrogen band
yields & withends of Primérs
molecules target esquence
£} Extension: l 4 I'
ONA polymerase
adds nuclectides to
the 3" end of each Hew
primer EHUEINE
: tides
/ * \
[ . l l
Cycle 2
yields s
L]
molecules
Cycla3 :
yiolds &
2 molecules 4
{in white boxes)
match target : 1 =
sequence
e ¥

Las dos moléculas con flecha son la secuencia de interés aislada en su totalidad. Se puede
observar graficamente como hasta el tercer ciclo se comienza a tener la secuencia deseada.
Hay otras dos variantes que son similes a la PCR que son la PCR en tiempo real y la

PCR de transcripcién reversa.

La PCR en tiempo real (RT-PCR) es una modificacién a la PCR que hasta puede cuantificar la

cantidad amplificada, la cual sirve para conocer la cantidad inicial de ADN presente. Tiene la



ventaja que es mas rapida que la PCR original y que no requiere electroforesis ni tincion para
revelar el resultado.

La PCR de transcripcion reversa es un protocolo sirve como una técnica mas sensible para
detectar y amplificar al ARN mensajero (ARNm) de la muestra, inclusive, tiene la virtud de
poder cuantificar la cantidad total amplificada de ADN (O’Connell, 2002).

Las electroforesis de geles por agarosa son convenientes para fragmentos de ADN de un
rango de unos cuantos cientos de pares de bases hasta 20 kb, mientras que los geles de
poliacrilamida se prefieren para fragmentos de ADN mas pequenos.

El mecanismo responsable para la separacion de las moléculas de ADN por su peso
molecular durante la electroforesis del gel no esta del todo comprendido, se sabe que el ADN
contiene una carga negativa la cual viajara al catodo del circuito. La migracién de las moléculas
de ADN por los poros de la matriz del gel juega un rol importante en la separacion del peso
molecular (en este caso, pares de bases) dado que la movilidad electroforética del ADN en
soluciones libres es independiente al peso molecular. Un gel de agarosa en una compleja red
de moléculas poliméricas que su tamafo de poro promedio depende de la composicion del
buffer y del tipo y concentracién de agarosa utilizada. La fluorescencia microscopica en tiempo
real ha revelado que el movimiento del ADN presenta un comportamiento elastico al estirarse
en la direccidn del campo eléctrico y luego contrayéndose en pelotas densas. Mientras sea
mas grande el tamafio del poro del gel, mas grande es la pelota de ADN que puede atravesar
y, por lo tanto, son mas largas las moléculas que se pueden separar. Una vez que el volumen
globular de la molécula de ADN exceda el tamafio del poro, la molécula de ADN solo puede
pasar por reptacién. Esto solo ocurre con moléculas de alrededor de 20 kb de tamarfio y es
dificil separar moléculas mas grandes que éstas, por lo que se recurre a campos eléctricos en
pulsos. Por ello, se usan gel de agarosa en electroforesis en campos magnéticos en pulsos
(sirve para genomas de 200-300 kb hasta 10 Mb).

Conforme avance la muestra de ADN a través del gel, el campo eléctrico va a generar
calor por el efecto Joule, por lo que es recomendable ponerle a la camara de electroforesis un
ventilador mientras corre la muestra, ya que se calentara el gel y dafiara su porosidad.

Esta demostrado que la tasa de migracion de las moléculas de ADN es inversamente
proporcional a los logaritmos del peso molecular. La electroforesis en gel generalmente se
desarrolla con un marcador de fragmentos de ADN que tienen un tamafo conocido de pb

(escalera de ADN), el cual permite determinar acertadamente el tamafo de la molécula de

10



ADN mediante la interpolaciéon. Una ventaja particular de la electroforesis de gel es que las
bandas de ADN pueden ser detectadas con una alta sensibilidad. Las bandas de ADN
contenidas en el gel se tifien con el pigmento intercalante bromuro de etidio (figura 20), el cual
puede detectar concentraciones de ADN hasta de 0.05 pg en la fluorescencia visible cuando al
gel se le ilumina con rayos U.V. Falta mencionar que cuando la muestra se le expone
demasiado tiempo a la luz U.V., la banda comienza a degradarse y deja de visualizarse
(Primrose, 2001).

Figura 20: Esquema del bromuro de etidio, que revela al UV al ADN al ser un intercalador de bases.

NH,

Ethidium bromide.

(Primrose, 2001)
En una electroforesis se realiza el siguiente procedimiento (figura 21) para que se visualicen las

bandas de ADN. La electroforesis es de utilidad para evaluar la calidad del ADN extraida por el

método de Lahiri (o extraidas mediante kits de extraccién de ADN) o para la genotipificacion.

Figura 21: Esquema del proceso global del como se realiza la electroforesis.
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(Primrose, 2001)
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