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RESUMEN

El Trastorno Obsesivo-Compulsivo (TOC) es un trastorno psiquidtrico cuya etiologia ain no
se conoce, aunque resulta claro que factores genéticos juegan un papel importante. En
2003, se describié una asociacion entre el factor de crecimiento derivado de cerebro
(BNDF, por sus siglas en inglés) y el TOC en un estudio de asociacion basado en familias,
pero estos resultados no se han replicado hasta la fecha, mas algunos hallazgos apoyan la
teoria de que el BDNF puede estar implicado en la etiologia molecular del TOC.

En este estudio, investigamos el rol que tres variantes del gen BDNF (rs6265, rs1519480 y
rs7124442) por si mismas y como haplotipos podrian jugar en la etiologia del TOC en una
muestra de poblacion mexicana con un disefio de casos y controles y un estudio basado
en familias.

Las tres variantes polimérficas distribuidas en el gen BDNF fueron genotipificadas en un
grupo control (n = 283), un grupo de sujetos con TOC (n = 260) y familiares de primer
grado de 109 pacientes con TOC (n = 185). Todas las muestras fueron genotipificadas
utilizando el método de discriminacién alélica para polimorfismos de un solo nucledtido
con ensayos TagMan. Se realiz6 analisis de un solo locus y por haplotipos para determinar
si habia alguna diferencia significativa en la distribucion de las variantes genéticas entre el
grupo control y el grupo de pacientes con TOC, y si algin alelo especifico fue
sobretransmitido en las familias TOC. Finalmente, la informacién clinica (edad de inicio,
puntuacién en Escala de Yale-Brown de gravedad de sintomas obsesivo-compulsivos y lista
de verificacién, historia familiar de trastornos psiquiatricos y comorbilidad) fue registrada
para 143 pacientes con TOC, para quienes se realizd un analisis estadistico con la finalidad
de investigar si alguna variante genética esta asociada con un fenotipo especifico de TOC.

El diagndstico de TOC y la evaluacion clinica fue realizada por psiquiatras expertos en TOC
y los Trastornos del Espectro.

El andlisis de polimorfismos de un solo nucledtido en el estudio de casos y controles
mostrd una asociacién estadisticamente significativa entre la regién rs6265 y el TOC. En
particular, observamos una alta frecuencia del genotipo Val/Val y el alelo Val en pacientes
con TOC en comparacién con el grupo control (x’=26.6, p=0.0000 x?=28.5, p=0.0000,
respectivamente). Asimismo, el andlisis de la regién rs1519480 mostrd una alta frecuencia
del alelo G en pacientes con TOC comparado con el grupo control (x*=25.8, p=0.0000). No
hubo asociacidn estadisticamente significativa entre la region rs7124442 y el TOC.

vii



El analisis por haplotipos mostré que el haplotipo A-A-T (rs6265-rs1519480-rs7124442) se
encuentra estadisticamente con mayor frecuencia en el grupo con TOC que en el grupo
control (p=0.0041), asociandose a un riesgo 2.8 veces mayor de presentar TOC. También
se identificd una baja frecuencia del haplotipo A-G-T en el grupo de pacientes con TOC
(p=0.0024).

Al realizar el andlisis de la edad de inicio, dimensiones de sintomas, gravedad de los
sintomas y género por haplotipos y para un solo locus no se encontrd asociacidn
significativa, excepto para un mayor riesgo de la dimensién de sintomas de
contaminacion/limpieza en los hombres portadores del alelo Val de la regién rs6265
(p=0.0096). Finalmente, el estudio de asociacién basado en familias no mostré diferencias
significativas en la transmisién de ninguna variante.

En conclusidn, en este estudio se replicd la asociacidn entre el alelo Val de la regidn
rs6265 del gen BDNF y el TOC. Encontramos una asociacidn significativa del rs1519480 en
pacientes con TOC comparado con el grupo control. Finalmente, identificamos un
haplotipo de riesgo (A-A-T) en pacientes con TOC y un haplotipo de proteccion (A-G-T).
Resulta interesante que el riesgo de desarrollar TOC podria ser dependiente de la
portacion de la variante A en la region rs1519480, regién que nunca antes ha sido
analizada en el TOC. Por lo tanto, nuestros hallazgos sugieren que el gen BDNF podria
estar relacionado con el desarrollo de TOC.

viii



PARTE |

ANTECEDENTES

GENERALIDADES DEL TRASTORNO OBSESIVO-COMPULSIVO

El Trastorno Obsesivo-Compulsivo (TOC) se caracteriza por la presencia de pensamientos, impulsos
o imagenes intrusivos, repetitivos, egodistdnicos y ansiogénicos (obsesiones), y conductas o actos
mentales repetitivos y ritualizados que el individuo realiza con el objetivo de prevenir aquello que
se teme o reducir el malestar que las obsesiones generan ;sin embargo éstas resultan claramente
excesivas o no estan conectados de forma realista con aquello que pretenden neutralizar o
prevenir. Estos sintomas deben generar malestar clinicamente significativo por la pérdida de

tiempo que representan o interferir marcadamente con las actividades del individuo.

ANTECEDENTES HISTORICOS

Durante la edad media y hasta bien entrado el siglo XIX, se consideraba que los individuos con
pensamientos obsesivos blasfemos o de contenido sexual estaban poseidos por el diablo, siendo el
tratamiento de eleccién el exorcismo, para lo cual se torturaba al sujeto con la finalidad de
expulsar a la entidad intrusiva. Posteriormente, la explicacion de las obsesiones y compulsiones
pasd de lo religioso a la medicina. EI TOC aparece por primera vez descrito en la literatura
psiquiatrica por Esquirol en 1838 y para finales del siglo XIX, era interpretado como una

manifestacion de la melancolia o la depresidn.

A inicios del siglo XX, Freud utilizd el término de neurosis obsesivo-compulsiva para referirse a la
presencia de sintomas obsesivo-compulsivos y con esto su estudio pasa erréneamente solo al

campo de la psicologia. Otro autor importante del siglo XX, Pierre Janet, describe los sintomas



obsesivos y utiliza con relativo éxito para las compulsiones algunas técnicas conductuales, aunque
son los conceptos de Freud los que prevalecen hasta mediados del siglo XX, él conceptualiza los
sintomas obsesivo-compulsivos como resultado de conflictos inconscientes. De esta forma deja de

tratarse a los sintomas para tratar los conflictos inconscientes.

A mediados del siglo pasado, comienzan a surgir técnicas cognitivo-conductuales que incluyen las
de exposicidon al estimulo y prevencion de la respuesta como tratamiento de las compulsiones y
éste es actualmente un elemento esencial para el tratamiento del TOC junto con el tratamiento

farmacologico.’

CARACTERISTICAS CLiNICAS

Fenomenoldgicamente, los sujetos afectados por el TOC muestran una amplia variedad con
respecto al tipo y gravedad de los sintomas, edad de inicio y comorbilidades, dando origen a una

entidad nosoldgica con una gran heterogeneidad.

En lo que respecta a la edad de inicio, se ha descrito que la edad promedio de inicio del TOC se da
entre los 20 y 24 afios, encontrandose que mas del 80% de los casos iniciaron antes de haber

cumplido los 35 afios de edad.’

Buscando homogeneizar el trastorno con fines de investigacion clinica y basica, se ha intentado
dividir a los pacientes con TOC de acuerdo a la edad de inicio de los sintomas, de esta forma, se le
ha considerado el grupo de inicio en la infancia, que incluye a los pacientes con inicio de los
sintomas previo a la pubertad, el cual cuenta asimismo con dos picos de edad (a los seis y a los

diez afios).



Otros autores han clasificado a los pacientes de acuerdo a una edad de inicio temprana y edad de
inicio tardio, mas aun hay controversia en cuanto al punto de corte para definir a qué grupo

pertenece cada paciente.

Delorme R et al’ encontraron una distribucién bimodal en una muestra de 161 pacientes con
diagndstico confirmado de TOC, encontrandose el punto de corte a las 21 afios de edad, de tal
forma que los sujetos que tuvieron inicio de la sintomatologia obsesivo-compulsiva antes de
cumplir los 21 afios de edad, fueron con mayor frecuencia hombres, presentaban mas
frecuentemente comorbilidad con el Sindrome de Gilles de la Tourette y mayor agregacién familiar
de TOC, mientras que quienes habian iniciado los sintomas a partir de los 21 afios, presentaban
mayor comorbilidad con trastorno de ansiedad generalizada y depresiéon. Como conclusion los
autores consideraron que el TOC realmente podia clasificarse de acuerdo a la edad de inicio, asi el
inicio temprano fue antes de los 21 afios y el inicio tardio (que corresponde al promedio) a partir
de los 21 afios. Otros autores han propuesto diferentes puntos de corte para considerar el inicio

de la sintomatologia como temprano entre los 15 y 17 afios.*

Algunos pacientes describen el inicio de los sintomas posterior a un evento estresante, como el
embarazo, muerte de un familiar, enfermedad, etc., siendo en muchos casos el inicio subito,
obstante, el Unico estresor que ha resultado estadisticamente significativo como desencadenante

del TOC es el embarazo.

En estudios recientes se ha encontrado que a pesar de la grave disfuncion que puede llegar a
generar los sintomas, entre el inicio de los mismos y la busqueda de atencion psiquiatrica pueden
pasar varios afios. En la Encuesta de Morbilidad Psiquiatrica Britanica de 2000° se reporta que a
pesar de que mas del 60% de los casos detectados de TOC habian referido problemas
emocionales, sélo 8% habian acudido a un servicio de salud mental en los Ultimos tres meses y en

el Ultimo afo, 9% habian visto a un psiquiatra y 5% a un psicologo; esto se reflejaba en los bajos
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indices de tratamiento ya que Unicamente el 40% de los pacientes con TOC recibian algun
tratamiento, y de éstos, sdlo 2% recibia inhibidores selectivos de recaptura de serotonina y 5%
recibia terapia cognitivo conductual, tratamientos que se han descrito ampliamente como los mas

efectivos para este trastorno.

Resulta evidente que existe un gran retraso en la busqueda de atencion psiquiatrica para el TOC,
un trastorno crénico con gran impacto sobre la calidad de vida del paciente y su familia, lo que ha
motivado que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lo considere una de las 10 enfermedades

médicas mas discapacitantes.

Entre los motivos de este retraso en la atencidn, se ha descrito que la naturaleza egodistdnica de
los sintomas y el hecho de que el contenido de los sintomas le genere verglienza y miedo al
paciente, por lo que intenta ocultarlos ante la idea de ser etiquetado como “un loco”. Otro factor
involucra el hecho de que los pacientes ignoran la naturaleza patoldgica de los sintomas y que
existe un tratamiento efectivo. Finalmente muchos pacientes acuden a buscar atencion
psiquiatrica por los sintomas comadrbidos y los sintomas obsesivo-compulsivos con frecuencia
pasan desapercibidos aun por personal de salud mental, lo que hace imprescindible que el clinico
los busque propositivamente, ya que es bien sabido que la busqueda de atencidn para la salud

mental de estos pacientes suele estar relacionada con la comorbilidad.

Con un tratamiento adecuado, hasta 90% de los pacientes con TOC pueden llegar a presentar
mejoria de los sintomas. Existen discrepancias en cuanto a la evaluaciéon de la mejoria; sin
embargo se reserva el término de respuesta a tratamiento cuando la mejoria de los sintomas es
del 35% con respecto a una evaluacidn obijetiva inicial para hablar de respuesta, y los datos

reportados van del 25 al 35%.



Algunos estudios han descrito que una gran proporcion de los pacientes con TOC, no reciben el
tratamiento que requieren, se ha descrito que hasta 35% de los pacientes nunca han recibido
tratamiento farmacoldgico, en 16% de los casos éste ha sido inapropiado y 50% nunca ha recibido

la dosis maxima efectiva descrita para el trastorno.’

Los datos reportados en nuestra poblacién no han sido muy diferentes. Nicolini et al® encontraron
una edad media de inicio de 22.6 + 9.1 afios en un rango de 7 a 61 afios, con duracion de la
enfermedad de 9.4 + 9.1 afios desde el inicio de los sintomas hasta la primera evaluacion
psiquiatrica. Vargas describe en su trabajo de tesis una edad de inicio promedio de 21 + 10.5 afios
y tiempo medio transcurrido desde el inicio de la enfermedad hasta la primera evaluacion
psiquiatrica de 5.7 afios y alrededor de 7 afios para la primera evaluacién en un centro de atencion

de tercer nivel.?

El curso de la enfermedad es hacia la cronicidad, exhibiendo un patron de exacerbacién y

remision; la remisién total de los sintomas es muy rara.’

A pesar de que los sintomas obsesivo-compulsivos son notablemente heterogéneos, se identifican
como una misma identidad nosoldgica de acuerdo a los criterios diagnosticos actuales. Por otro
lado, los modelos neurobioldgicos, conductuales o del desarrollo confirmar la heterogeneidad de

este trasto rno.m

Inicialmente la diferenciacién entre los subtipos de sintomas se realizd exclusivamente por la
descripcién clinica de los sintomas que presenta cada paciente, asi como por caracteristicas como

el insight, edad de inicio, comorbilidad con tics, etc.

Ya que la heterogeneidad del TOC puede afectar los resultados derivados de la investigacion
basica y clinica, se ha planteado clasificarlo y con esto homogeneizarlo a través de diversas

aproximaciones; sin embargo la forma que ha mostrado ser mas consistente implica la



diferenciacion por subtipos clinicas de acuerdo a pruebas estadisticas de analisis factorial, en los
que se han identificado una subdivision en un numero diverso de dimensiones (factores o

subtipos) que expliquen la varianza del TOC.

En 1994, Baer'! obtuvo por medio de el andlisis factorial de los sintomas registrados por medio de
la verificacién de sintomas obsesivo-compulsivos de Yale-Brown de 107 pacientes tres factores:
factor de obsesiones de simetria y atesorar con compulsiones de atesorar, ordenar, repetir u
contar; factor de obsesiones de contaminacion y somaticas con compulsiones de limpieza y
revisidn, y un factor de obsesiones sexuales, religiosas y agresion, denominadas obsesiones puras
y no asociadas a compulsion alguna.

Posteriormente otros autores encontraron variaciones a estos resultados al intentar replicarlos.

12
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Leckman et al,” por ejemplo, de una muestra de 292 pacientes obtuvo como resultado que la

varianza del TOC se explicaba mejor por la existencia de cuatro factores, mientras que Mataix-Cols

13
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et al,”> obtuvo un modelo de cinco factores con una muestra de 354 pacientes.

En el estudio de Mataix-Cols et al,”* se analizd ademas la respuesta farmacolégica por subtipo
obtenido, con lo que encontrdé que con este modelo de cinco factores se explicaba el 65% de la
varianza del TOC. En el primer factor se agruparon las obsesiones de simetria con compulsiones de
ordenar, contar y repetir (19% de la varianza); segundo factor de obsesiones de atesorar con
compulsiones de atesorar (13.8% de la varianza); tercer factor de obsesiones de contaminacidén
con compulsiones de limpieza (12.7% de la varianza); cuarto factor de obsesiones de agresion con
compulsiones de revisiéon (10.4% de la varianza) y un quinto factor de obsesiones sexuales y
religiosas sin compulsiones (9.7% de la varianza). Considerando otros sintomas descritos y que se
registran en la lista de verificacion de sintomas obsesivo-compulsivos de Yale-Brown, describe que
al correlacionar estos factores von los sintomas misceldneos, el primer factor se asocid a

compulsiones de necesidad de saber, miedo a no decir las cosas correctamente, nimeros de
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buena o mala suerte y compulsiones de tocar; el segundo factor también se encontré asociado a
compulsiones de necesidad de saber; los sintomas de miedo a decir ciertas cosas, imagenes
intrusivas no violentas, sonidos, nimeros de buena y mala suerte, significado especial de los
colores y necesidad de decir/preguntar/confesar se asociaron al factor de obsesiones sexuales y

religiosas.

En 2004 se realizd un estudio en los pacientes de la Clinica de Trastorno obsesivo-compulsivo y
Trastornos del espectro obsesivo-compulsivo (Clinica de TOC y TEOC) del Instituto Nacional de
Psiquiatria Ramon de la Fuente Muiiiz con los pacientes que se incluyeron en la muestra analizada
para este estudio, encontrandose una distribucién de los sintomas obsesivo-compulsivos en cinco
factores o dimensiones muy semejante a la descrita por Mataix-Cols et al.™ con el que se explicé el
63.29% de la varianza total. Los factores descritos por Vargas’ son los siguientes: Factor 1
obsesiones de simetria con compulsiones de ordenar, contar y repetir (21.6% de la varianza);
factor 2 obsesiones de atesorar y de agresion con compulsiones de atesorar (14% de la varianza);
factor 3 obsesiones sexuales y religiosas no asociadas a compulsion alguna (11% de la varianza);
factor 4 obsesiones somaticas con compulsiones de revision (8.4% de la varianza), y factor 5 de

obsesiones de contaminacién con compulsiones de limpieza (8.1% de la varianza).

Mas recientemente, Bloch et al,"* en 2008 publicé un meta-analisis en el que se incluyeron 21
estudios de andlisis factorial (5124 pacientes, de los cuales 679 participantes eran nifios) en el que
los autores concluyeron que existian cuatro factores o dimensiones de sintomas obsesivo-
compulsivos. Stewart et al™®, confirmé que estos cuatro factores eran adecuados para el abordaje

del TOC en adultos, nifios y adolescentes (tabla ).

Ya que los resultados obtenidos con los pacientes de la Clinica de TOC y TEOC es muy similar a lo

descrito por Mataix-Cols et al,”® para la realizacién de este estudio emplearemos su modelo de



cinco factores, agregando las obsesiones somaticas al factor de sintomas religiosos y sexuales,

como ha sido descrito por otros autores.’***

Tabla I. Analisis factorial de sintomas obsesivo-compulsivos

Tipo de Numero de

. Factores
estudio factores

Autor Ano Edad N

Factorl: simetria, atesorar, orden,
P repetir, contar; Factor 2:
1 Analisis R . -
Baer 1994 Adultos 107 factorial 3 contaminacién, somaticas, limpieza y
actoria revisidn; Factor 3: sexuales, religiosas

y de agresion.
Factor 1: agresion, sexual, somaticas y
religiosas; Factor 2: simetria, repetir,

Analisis it den; Factor 3:
Leckman' 1997 Adultos 292 _ 4 Bl A kil
factorial contaminacion, limpieza; Factor 4:
obsesiones y compulsiones de
atesorar.

Factor 1: simetria, orden, repetir,
contar; Factor 2: obsesiones y

Mataix- Analisis compulsiones de atesorar; Factor 3:
3 1999 Adultos 354 . 5 pulsiones de atesorar;
Cols factorial contaminacidn, limpieza; Factor 4:
agresion, revisién; Factor 5: sexuales
y religiosas.

Factor 1: simetria, orden, contar y
repetir; Factor 2: agresion y
obsesiones y compulsiones de

Vargas9 2004 Adultos 94 Analls.ls 5 atesorar; Factor3: obsesiones
factorial religiosas y sexuales; Factor 4:
somaticas y revision; Factor 5:
contaminacidn y limpieza.
Factor 1: simetria, ordenar, repetir,
Anilisis contar; Factor 2: pensamientos
14 Adultos y . prohibidos (agresion, sexuales,
Bloch 2008 . 5124 factorial 4 - o o
nifios . religiosos, somaticas) y revision;
exploratorio Factor 3: contaminacién limpieza;
Factor 4: atesoramiento.
Factor 1: agresion, sexual, religioso,
Adultos, nifios Analisis somético, revisién; Factor 2: simetria,
Stewart™ 2008 y 356 factorial 4 orden, repetir, contar; Factor 3:
adolescentes confirmatorio contaminacion, limpieza; Factor 4:

atesoramiento.

Este modelo multidimensional para el abordaje del TOC presenta como ventaja el hecho de que
los factores no son mutuamente excluyentes entre si (como ocurriria con un modelo categodrico),
de forma que un paciente puede presentar sintomas de mas de una dimension simultdneamente
(como se observa que ocurre en los pacientes), ademds de que permite homogeneizar el trastorno

sin dejar de pertenecer a la misma entidad nosoldgica.



En el curso de la enfermedad es frecuente encontrar que los sintomas varian a través del tiempo,
mas se ha demostrado que tanto en muestras clinicas como en la poblacion general, los sintomas
tienden a ser mas estables de lo que se pensd inicialmente, con remisién y exacerbacion de los
mismos dentro de la misma dimension y raramente involucrando cambio de dimensiones, incluso

en seguimientos de mas de 20 afios de duracién.’®

EPIDEMIOLOGIA

Hasta el inicio de la década de los 80’s, se consideraba al TOC como un padecimiento raro, mas
este punto de vista cambid radicalmente a partir de reportes obtenidos a través de estudios
epidemioldgicos en los que se encontrd una prevalencia del TOC a lo largo de la vida en un rango
de 1.9% a 3.3% en Estados Unidos de América,”® y de 0.7% a 2.5% en seis paises mas (Taiwan,
Corea, Nueva Zelanda, Alemania, Canada y Puerto Rico).” Sin embargo, se ha encontrado que en
estos estudios la prevalencia del TOC podria estar sobreestimada, ya que al realizar evaluaciones
clinicas a quienes fueron identificados con TOC en un estudio epidemiolégico, se reporté una
prevalencia menor.”° También se ha identificado comorbilidad con al menos una neurosis mas de
acuerdo a la Clasificacion Internacional de Enfermedades en su décima revision (CIE-10) en 62% de

los casos, siendo la més prevalente con el episodio depresivo mayor.®

En cuanto al TOC en la poblacion mexicana, el Unico estudio epidemiolégico que se ha realizado
hasta la fecha es el de Caraveo-Anduaga et al*! presenta una prevalencia de TOC de 1.4% a lo largo
de la vida, siendo mayor para las mujeres (1.7%) que para los hombres (0.8%), con edad de inicio a
los 22.2 (+9.8) afios. La comorbilidad mas frecuentemente identificada en este estudio, al igual

que en otras poblaciones, fue con el trastorno depresivo mayor (TDM).



NEUROBIOLOGIA DEL TRASTORNO OBSESIVO-COMPULSIVO

La causa del TOC sigue sin conocerse con certeza. Las bases bioldgicas implicadas en la
etiopatogenia del TOC se han explorado desde varias lineas de investigacion a partir de que se
observé que los pacientes respondian clinicamente a la clomipramina, un antidepresivo inhibidor
de la recaptura de la serotonina, y al hecho de que aparecieron algunos reportes de pacientes con
TOC que presentaban disfunciones en las regiones cerebrales moduladas por neuronas

serotoninérgicas, particularmente en la corteza.”?

A grandes rasgos, los modelos neurobioldgicos y neuropsicolégicos del TOC han ligado a los
sintomas obsesivos y compulsivos con un déficit de la respuesta de control de la inhibicion, de esta
forma, los pacientes son incapaces de inhibir cogniciones intrusivas y ritualisticas y conductas
compulsivas, esto a su vez se ha relacionado con un incremento de volumen y actividad excesiva
de algunas regiones cerebrales, incluyendo la corteza frontal medial (CMF) , corteza fronto-ventral

23,24,25,26,27

y nucleos de la base. Los principales hallazgos al respecto son:

= Mayor proporciéon de materia gris que blanca en pacientes con TOC que en controles, lo

cual sugiere una posible anomalia del desarrollo.?

= Hiperactivacién de la CMF y durante condiciones de alto vs. bajo conflicto. Se cree que
esta hiperactividad podria reflejar una respuesta compensatoria subyacente a anomalias
neuronales, pero es posible que sea una alteraciéon primaria y no compensatoria, de
relevancia para la patogénesis de TOC.?*> También se ha documentado hiperactividad en

nucleo caudado y nucleos de la base.”?’

= Reduccién en niveles de N-acetilaspartato en cingulo anterior. El N-acetilaspartato es un
marcador de pérdida o disfuncién neuronal, por lo que no esta claro si refleja un estado de

pérdida neuronal o de disfuncién neuronal.**
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La serotonina (5HT) constituye uno de los mas importantes neurotransmisores desde el punto de
vista filogenético y ontogénico, y ha sido implicada en la etiopatogenia de multiples trastornos
psiquiatricos como los trastornos afectivos, la esquizofrenia, el trastorno de angustia, la
dependencia al alcohol, los trastornos de control de impulsos, los trastornos alimentarios y el

TOC.*®

Las neuronas serotoninérgicas se localizan primariamente en estructuras del tronco cerebral y
nucleos del rafé medio y dorsal, y sus receptores son mayores en numero que los noradrenérgicos
y parecen ser mas heterogéneos; por lo menos se han identificado y clonado 14 subtipos: 5HT; pre
y postsinapticos y tienen una actividad inhibitoria por reduccion de la actividad de adenilato
ciclasa via activacion de G;; 5HT, es predominantemente postsinaptico y tiene actividad excitatoria
por activacion de la fosfolipasa C via Gg; 5HT,, 5HTs y 5HTg activan a la adenilato ciclasa via Gg,

mientras que 5HT; ejecuta sus efectos excitatorios por activacion de canales iénicos.”

La 5HT participa en la regulacién del suefio, el apetito (hipotdlamo), funcidon cognoscitiva y
memoria, impulsividad y agresion (amigdala), conducta sexual (hipotdlamo), funcion motora,
modula afectividad/limbico y el sistema de resiliencia (hipocampo), y participa en la homeostasis
neuronal, como factor neurotréfico y de diferenciacién. De esta forma podemos concluir que el
sistema serotoninérgico promueve la homeostasis por medio de la inhibicién de conductas,
tolerancia a estimulos adversos y control del comportamiento. En los trastornos depresivos y

ansiosos se han identificado las siguientes alteraciones de este sistema:
= Disminuciéon de concentracién de triptéfano plasmatico.
= Disminucidn de 5-HIAA (acido 5-hidroxiindolacético) en liquido cefalorraquideo (LCR).
= Incremento de unién a 5HT, y 5HT,, en corteza de cerebros postmortem.
= Disminucién de unidn a 5HTy, en dreas limbicas postmortem.
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= Disminucién de trasporte de 5HT en plaquetas.

El estudio del papel de la 5HT en la fisiopatologia del TOC se inicid al observar la respuesta
favorable de los pacientes con TOC al ser tratados con clomipramina. Los datos reportados por
estudios realizados por medio de pruebas de reto con agonistas de 5HT, metabolitos de
neurotransmisores en LCR y estudios farmacoldgicos controlados apoyan la existencia de una

disfuncién serotoninérgica en el TOC.*

Se ha visto una reduccién en la entrada de 5HT en el circuito fronto-subcortical en pacientes con

TOC, lo cual disminuye la regulacién inhibitoria de serotonina en estos circuitos.>

La metergolina, un antagonista S5HT no especifico, revierte los efectos antiobsesivos de la
clomipramina. Muchos reportes indican que la metaclorofenilpiperazina (mCPP), un agonista SHT
no especifico, particularmente en receptores 5HT,;, 5HTip, Yy 5HTis, causa exacerbacion de
sintomas obsesivo-compulsivos. Algunos datos preclinicos también sugieren que el receptor 5HT;,
no estd involucrado. La informacién con respecto a 5HT,p es ambigua, encontrandose estudios que
apoyan y otros que rechazan su intervencion en la fisiopatologia de TOC. Finalmente, los
receptores 5HT, parecen tener importantes efectos antiobsesivos con inhibidores selectivos de la

recaptura de serotonina.*

La dopamina se sintetiza a partir del aminoacido esencial tirosina por medio de dos reacciones,
siendo la enzima limitante la tirosina hidroxilasa. Las neuronas dopaminérgicas se encuentran en
tres sitios: nigroestriado (dorsolateral), mesocortical (ventromedial) y tuberoinfundibular, siendo
el tracto mas grande el que se origina en la sustancia negra del mesencéfalo, el cual se puede
dividir en dos, la proyeccion mesoestriatal dorsal y mesoestriatal ventral. Se sabe que alrededor
del 80% de las neuronas dopaminérgicas se encuentran en el cuerpo estriado.”® Ejerce sus efectos

por medio de los receptores dopaminérgicos, los cuales son cinco: D,, D,, D3, D, y Ds.
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La dopamina esta involucrada en multiples funciones, entre las cuales vale la pena mencionar el
movimiento, inhibicion de la prolactina, sensopercepcidn, motivacién y vias de recompensa, por lo
tanto, esta implicada en diversas condiciones clinicas, como los trastornos del afecto, psicosis,

abuso de sustancias y trastornos de ansiedad.*

Por otro lado, la 5HT inhibe la liberacién de dopamina tanto en individuos sanos, como en
individuos con TOC, y esta inhibicidn ténica afecta la funcién dopaminérgica de los nucleos de la
base. En un estudio realizado con tomografia computarizada por emisién de un solo foton (SPECT )
se observd un decremento significativo de la union al transportador de dopamina en los nucleos

de la base derechos tras el tratamiento con ISRS.*?

Se asocid la dopamina a la etiologia del TOC al observar que alteraciones estructurales de los
nucleos de la base, los cuales son ricos en inervaciones dopaminérgicas, se asocian con el
surgimiento de sintomas obsesivo-compulsivos; lo mismo se observa con algunos farmacos que
actuan sobre este sistema (metilfenidato, bromocriptina, cocaina). Por medio de estudios de

imagen se encontraron anormalidades en el circuito cortico-estriatal-talamo-cortical.

Con respecto a la fisiopatologia del TOC, se ha encontrado que hay una reduccién de la unién a
receptor D2 en el nucleo caudado izquierdo de pacientes con TOC, acompainado de reduccién de
su volumen con respecto al volumen del nucleo caudado derecho. Esto es consistente con
estudios de imagen funcional que muestran tanto incremento como decremento de la actividad

del caudado.*

Como ya se menciond, por medio de estudios de imagen funcional se ha implicado una disfuncion
cortico-estriatal-talamo-cortical en pacientes con trastorno obsesivo-compulsivo. Estas regiones
reciben una gran cantidad de innervaciones serotoninérgicas y de ahi que se tenga, en general,

una buena respuesta al tratamiento farmacolégico con inhibidores selectivos de la recaptura de
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serotonina. Sin embargo, alrededor del 30% de los pacientes no responden a este tratamiento, lo

cual nos sugiere una alteracién distinta subyacente.

Por otro lado, el hecho de que sélo 50 a 60% de los pacientes con TOC presenten exacerbaciones
de la sintomatologia posterior a la administracién de mCPP apoya la existencia de otro
neurotransmisor involucrado. De esta forma se ha investigado el rol del sistema opioide y de

neuropéptidos como la oxitocina y la vasopresina, mas no se ha tenido éxito.*

Recientemente se comenzd a estudiar el glutamato, que es un aminodcido excitatorio presente en
el sistema nervioso central. ActUa a través de cuatro tipos de receptores: inotrépicos tipo NMDA,

receptor kainato, quisquialato y L-amono fosfonobutirico.

A nivel anatémico se han localizado a los receptores en diferentes regiones de los sistemas
somatosensoriales; se localizan en corteza (frontal, cingulo), ntucleos de la base e hipocampo.
También hay gran concentracion en el septum. Finalmente se han localizado en el sistema

vestibular, coclear, y con la via visual.*®

En un estudio se reporta que en el caudado, las concentraciones de glutamato fueron
significativamente mayores en pacientes con TOC en comparacion con controles sanos. Asimismo,
encontraron que los niveles de glutamato en el caudado disminuyeron significativamente tras 12

semanas de tratamiento con paroxetina.’’

TRATAMIENTO

En el reporte dado por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) en 1990, se considera al TOC
como la decimoprimera causa no fatal de discapacidad, contribuyendo con el 2.2% del total de los
afios perdidos por discapacidad, porcentaje similar al obtenido para la esquizofrenia. Por otro
lado, se ha visto que esta discapacidad disminuye considerablemente al iniciarse el tratamiento
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adecuado.® Sin embargo, los pacientes con TOC con frecuencia son tratados inadecuadamente;
Denys’ reporta que el 35% de los pacientes con TOC nunca han recibido tratamiento
farmacoldgico, 16% recibieron farmacos inapropiados y 50% nunca recibid la dosis maxima

efectiva de los ISRS durante el curso de su tratamiento.

En la Encuesta Nacional Britanica de Enfermedades de 2000, se encontré que el 40% de los
pacientes con TOC habia recibido algun tipo tratamiento, de los cuales sélo 2% recibia ISRS y sélo
5% recibia terapia cognitivo-conductual, aunque si se observé una tendencia al incremento pues
en la encuesta previa (1993), sélo el 19% de quienes fueron identificados con TOC recibian
tratamiento.® El tiempo transcurrido entre el inicio de la enfermedad hasta el inicio de un

tratamiento apropiado ha sido hasta de 17 afios.*
Como ya se menciong, la experiencia en este Instituto no es diferente.®’

El tratamiento farmacoldgico de primera linea para el TOC consiste en inhibidores potentes de la
recaptura de serotonina, como la clomipramina, fluvoxamina, paroxetina, sertralina, fluoxetina y
citalopram. La clomipramina podria ser ligeramente mas efectiva que los ISRS; sin embargo, los
efectos secundarios, la toxicidad y las interacciones medicamentosas potenciales que se presentan
con la clomipramina, hacen que usualmente se elija un ISRS como primera opcidn, e incluso se ha

encontrado que la fluvoxamina es tan efectiva para este trastorno como la clomipramina.*

La dosis diaria de medicamento necesaria suele ser mayor que para un episodio depresivo, la
respuesta es lenta y se evalla a las 12 semanas, por lo que los ensayos farmacoldgicos con un ISRS
deben tener una duracion de entre ocho y doce semanas, y la duracion minima del tratamiento
debe ser de 12 a 18 meses, siempre y cuando no existan sintomas y se recupere el funcionamiento
previo. La respuesta al tratamiento suele ser moderada, con reduccién de 25 a 30% de la

sintomatologia. ’
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En caso de que no haya respuesta al término de las 12 semanas, pueden considerarse algunas
opciones, como adicionar otro medicamento, incrementar la dosis, cambiar de medicamento o
cambiar el modo de administracién. Entre los medicamentos que pueden adicionarse se
encuentran la risperidona, la olanzapina y la quetiapina, con lo que se espera una respuesta de

30% en las siguiente cuatro a seis semanas.’

Por otro lado, la combinacidn de farmacoterapia y terapia conductual se considera el tratamiento
Optimo para el TOC. Agregar al tratamiento la terapia cognitivo-conductual es benéfico tanto para

pacientes respondedores como para no respondedores a tratamiento farmacolégico.’

Por medio de estudios de imagenes cerebrales se han observado los cambios en el flujo sanguineo
cerebral en respuesta al tratamiento farmacolédgico, asi como al tratamiento con terapia
conductual. Los efectos de los ISRS se han asociado con cambios en la actividad neural en la
corteza orbitofrontal y en el ndcleo caudado. En respondedores a terapia conductual se han
reportado disminucién en la actividad bilateral talamica, incremento en la actividad de la corteza
del cingulo anterior, disminucion en el flujo sanguineo cerebral, en el nicleo caudado y, por
ultimo, se registraron cambios en el flujo sanguineo cerebral en la corteza frontal media y medial.
También se ha identificado que una actividad metabdlica mayor en la corteza orbitofrontal
izquierda previa al tratamiento se ha asociado a mejor respuesta a terapia conductual, mientras
gue una actividad metabdlica menor en la misma region previa al tratamiento, se ha asociado a

mejor respuesta con fluoxetina.**
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GENETICA EN EL TRASTORNO OBSESIVO-COMPULSIVO

La tendencia familiar del TOC fue observada desde los 1930’s y corroborada a partir de los
estudios en gemelos y estudios familiares. Por otro lado, los estudios de segregacion, estudios de
ligamiento y estudios de asociacién se han identificado algunas regiones en cromosomas y genes

que podrian tener un efecto en el desarrollo del TOC.”

En particular, se han identificado /oci de susceptibilidad en los cromosomas 9p, 3q, 7p, 1q, 15q y
6q. Debido a las observaciones previamente mencionadas, se ha hecho énfasis en el estudio de
genes candidatos para TOC analizando variantes funcionales para el gen del transportador de
serotonina (SLC6A4), los genes para receptores de serotonina (5-HT,,, 5-HT,¢, 5-HT,), los genes
para la triptéfano hidroxilasa (TPH1 y TPH2), el gen del transportador de dopamina (DAT1), los
genes de los receptor de dopamina (DRD2, DRD3, DRD4), genes relacionados al metabolismo de
neurotransmisores (COMT, MAQ,) y otros genes involucrados con glutamato (GRIN2B, GRIk2,
GRIK3), GABA (GABABRL1), opioides (receptor p)*® y el factor neurotréfico derivado de cerebro

(BDNF).”’

De particular interés han sido los estudios realizados en el gen SLC6A4 (17q12), identificandose un
polimorfismo con un alelo largo (L) con ganancia de funcién (5-HTTPR L) asociado al TOC, pero la
mayor parte de los estudios en los que se buscaba replicar el resultado obtenido por Bengel (1999)
y McDougle (1998) han sido negativos (Camarena et al en 2001, Cavallini et al en 2002, Chabane et
al en 2004, Frisch et al en 2000, Kinneat et al en 2000, Meira-Lima et al en 2004 y Walitza et al en

2004).*

En el gen 5-HT1D se reporté que el alelo G861 era preferentemente transmitido a los pacientes
con TOC por Mundo et al en 2000 y 2002, pero Camarena et al (2004), Di Bella et al (2002) y

Walitza et al (2004) no pudieron replicar este resultado.*”
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Billet et al reporté en 1998 diferencias significativas solo en el gen DRD4 (48 bp VNTR), y Millet et
al en 2003 para el mismo gen, mas otros autores no pudieron replicar los resultados. Nicollini et al
encontré en 1996 que el polimorfismo A2/A2 de DRD2 se encuentra con frecuencia mayor en

pacientes con TOCy tics.*

En 2003, Hall et al*’ reporté un estudio con el gen BDNF, localizado en el cromosoma 11p13,
analizando cuatro polimorfismos del tipo SNPs y un marcador microsatélite. El analisis del
polimorfismo Val66Met, que modifica la secuencia de la fraccidn a partir de la cual se transcribe el
BDNF; reportd que el alelo Met66 podria tener un efecto protector en el TOC y otros trastornos
psiquiatricos, pero es poco transmitido.”’ No obstante, estos resultados no han podido ser

replicados hasta la fecha.*>#6474849,5051,52

La falta de consistencia entre los estudios que exploran el componente genético del TOC puede
deberse, entre otros factores, a la heterogeneidad clinica del trastorno, ya que se piensa que la
diversidad fenomenoldgica y terapéutica de este trastorno podria reflejar la heterogeneidad de los
genes de susceptibilidad.* Con el abordaje multidimensional del trastorno se espera que este

problema disminuya.

ESTUDIOS GENETICOS EN POBLACION MEXICANA

En la poblacidn mexicana se ha investigado ampliamente la etiologia molecular del TOC. En 1996,
Nicolini et al’* analizé la asociacién de polimorfismos de los receptores para dopamina tipo 2
(DRD2), tipo 3 (DRD3) y el receptor para serotonina 5HT,, con el TOC, encontrando que la
frecuencia en que se presentaban estos polimorfismo no era estadisticamente distinta a la
frecuencia con que fueron identificados en el grupo control; sin embargo, encontraron que los

homocigotos DRD2/A2A2 en sujetos con tics motores y vocales tendian a diferir significativamente
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a los controles, con lo que concluyen que los pacientes con tics representan un subtipo genético

distinto de la enfermedad.

Posteriormente, Camarena et al”* reporté una menor frecuencia del alelo 4R del receptor D4 para
dopamina (DRD4) en una muestra de pacientes con TOC que en el grupo control, particularmente
del alelo corto 4R, y una mayor frecuencia de los alelos largos, confirmaron que no hay asociacion
entre el alelo 7R del gen y el TOC con tics, pero identificaron una diferencia significativa en el alelo

6R, siendo mas frecuente en pacientes con TOC con tics que en el grupo control.

En lo que respecta al sistema serotoninérgico, Camarena et al>> no encontré una asociacién entre
el alelo largo del gen para el 5-HTTLPR y el TOC comparado con un grupo control y en un estudio
familiar. Tres afios mas tarde, Camarena et al>® al analizar la asociacién del gen para el
autorreceptor 5-HTpg, identificé que la variante del gen G861 podria estar involucrada en la

severidad del TOC.

Por Gltimo, en 2004, Urraca et al®, exploré la posibilidad de que el gen para el receptor p para
opioides (MOR) estuviera involucrado en la etiologia del TOC, identificando una tendencia a la
significancia en la prueba de desequilibrio de transmision de la variante 118-A en el grupo de TOC
con tics, pero no se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa en la transmisién alélica
del polimorfismo A118G en trios con TOC, por lo que los autores concluyeron que no hay una

asociacion significativa entre el TOC y el MOR.

FACTOR DE NEUROTROFICO DERIVADO DE CEREBRO

El BDNF es miembro de la familia de las neurotrofinas. Las neurotrofinas son péptidos esenciales

para la diferenciacién y sobrevivencia de las neuronas, incluso pueden jugar un papel importante
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en la plasticidad neuronal. Tras la identificacion del factor de crecimiento nervioso, se
descubrieron multiples factores neurotroéficos en mamiferos, incluyendo el BDNF, el cual se
encuentra ampliamente distribuido en el cerebro. Los factores neurotréficos comparten una
estructura quimica semejante, son sintetizados como proteinas precursoras (proneurotrofinas), y
una vez secretadas en su forma madura, facilitan la dimerizacién del receptor y por tanto la

fosforilacién de éste.”’

En neuropsiquiatria, el BDNF ha sido asociado a multiples trastornos, como abuso de sustancias,
trastornos de conducta alimentaria, trastornos del afecto, esquizofrenia, modulacion del dolor y

epilepsia.®®

En una revisidn de 23 estudios en los que se analizaban los niveles de BDNF pre y postratamiento
en pacientes con trastorno depresivo mayor, asi como en comparacidn con controles sanos, se
encontré que hay una asociacion significativa en los niveles de BDNF y modificaciones en la
sintomatologia depresiva y el periodo de tratamiento, concluyéndose que los niveles en sangre de
BDNF se incrementan cuando la depresion es tratada e incluso son mayores en los pacientes

postratamiento que los encontrados en controles sanos.*®

Se han identificado algunos polimorfismos del gen de BDNF, de los cuales, el mas estudiado es el
polimorfismo Val66Met (Figura I). En dos estudios de asociacion entre este polimorfismo y la
Esquizofrenia, no se encontrd asociacion alguna; mientras que para el Trastorno bipolar, se han
reportado muchos resultados positivos para el alelo Val (alelo G), el cual, de acuerdo a estos
estudios, confiere predisposicion para a presentar el trastorno. Sin embargo, dos estudios de

asociacién no pudieron replicar este resultado.>
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Figura |. Gen BDNF, localizado en el cromosoma 11q14%°

YalooMet

| 66.85kb

El polimorfismo Val66Met es un SNP del gen de BDNF en el que una metionina sustituye a una
valina en la posicién 66 en el prodominio (Val66Met) en la proteina BDNF humana debido a un
cambio en la secuencia del gen de una G por una A en la posicion 196 del exén IX. En 2003, Egan et
al®* reporté que el alelo Met esta asociado a una disminucidn en la memoria episédica, activacion
hipocampal anormal y menor N-acetil-aspartato (NAA). Este polimorfismo sélo existe en humanos

y también se ha asociado a susceptibilidad para una variedad de trastornos psiquiatricos.®*®*

El BDNF tiene dos receptores de superficie a través de los cuales actua, el p75NTR, miembro de la
superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF), y el receptor tirosina cinasa B
(TrkB). La union de BDNF a este ultimo produce una respuesta neurotréfica mediante una rapida
activacion de las vias de fosfatidil inositol-3 cinasa (PI13), Ras/MAPK (mitogen-activated protein
kinase) y fosfolipasa-y (PLCy), con lo que influye en eventos transcripcionales que tienen multiples

efectos en el ciclo celular, crecimiento neural y plasticidad sinaptica.®

La sefializacidn transduccional a través de p75NTR causa incremento independiente en la cinasa N-

terminal c-Jun (JNK) y el factor nuclear-kB (NK- kB) por lo que desencadena apoptosis.®*

El conocimiento de la estructura y regulacién del gen BDNF ha incrementado constantemente en
los ultimos afios, por lo que la nomenclatura de sus distintas regiones ha cambiado y varia de un
reporte a otro. Inicialmente, el polimorfismo Val66Met habia sido descrito en el exdn 6, otros
autores lo refieren en el exén 8,% o en el exdn 9%, pero siempre se ha descrito que sélo un exdn

da origen a la molécula madura BDNF. En el presente estudio se empleara la estructura para el gen
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descrita por Pruunsild et al,®® en la que describe 11 exones, siendo el exdn IX el que contiene el

polimorfismo Val66Met.

La sustituciéon Met en el gen de BDNF derivada del polimorfismo Val66Met produce tres defectos:
1) decremento de la variante BDNF en dendritas neuronales, 2) decremento de la variante BDNF
en localizar los granulos secretores, y 3) subsecuente alteracién en la secrecion regulada. Ademas,
al expresarse juntos en la misma célula, el BDNFMet altera el trafico de BDNFVal a través de la

formacién de heterodimeros que son llevados a las vias de secrecién menos eficientemente.®*

En este estudio analizaremos tres regiones del gen BDNF, el polimorfismo Val66Met (rs6265), asi
como dos regiones mas localizadas en el extremo UTR3’, nunca estudiadas en este trastorno. En la
tabla IV se muestran las frecuencias por genotipo reportadas por el proyecto HapMap para

nuestra poblacion.®”’

Tabla Il. Frecuencia de genotipos de rs6265, rs1519480 y rs7124442 en poblacion de origen mexicano*

rs6265 rs1519480 rs7124442

GG 0.66 GG 0.24 T 0.58
GA 0.26 GA 0.54 CcT 0.38
AA 0.08 AA 0.22 cc 0.04

* Informacién disponible en http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov

EPIDEMIOLOGIA GENETICA

La epidemiologia se define como el estudio de la distribucion, determinantes y control de los
estados relacionados con la salud y los eventos en una poblacién. La epidemiologia genética surge
de la fusion de la epidemiologia y de la genética y aunque permanece estrechamente relacionada
con la epidemiologia tradicional, se enfoca en los determinantes familiares, y en particular

genéticos, de la enfermedad y su efecto conjunto de los genes y determinantes no genéticos.

Con los avances de la tecnologia y el conocimiento bioldgico, la labor realizada por quienes

estudian las consecuencias de las variantes genéticas sobre la salud continla evolucionando, de
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forma que el conocimiento de la biologia subyacente, asociado a las herramientas de inferencia de
la epidemiologia moderna y bioestadistica, han permitido que se responda a importantes

preguntas etioldgicas.

Una de las herramientas mas importantes de la epidemiologia genética es el andlisis de ligamiento,
en el que se identifica un marcador que se estima se encuentra cercano (no necesariamente
dentro del mismo gen) a la variante causal de una enfermedad; sin embargo, la epidemiologia
genética actualmente se enfoca cada vez mas en enfermedades complejas como la diabetes
mellitus, hipertension arterial y los trastornos psiquiatricos. Se les conoce como enfermedades
complejas ya que caracteristicamente estan causadas por varios genes que interactlan entre si,

asociados a factores ambientales.®®

Los estudios de agregacion familiar constituyen otra herramienta importante para la evaluacion de
la evidencia indirecta de la contribucién genética a la causa de la enfermedad.
Epidemioldgicamente, la agregacion familiar se refiere a la mayor frecuencia de una enfermedad
en familiares cercanos de individuos que presentan la enfermedad que en familiares de individuos

que no la presentan.

Para estimar la extensidn en la que cualquier agregacion familiar es debida a los genes, se cuenta
con modelos bioldgicos racionales que especifican como un fenotipo de interés podria estar

modulado por el efecto de uno o mas genes.

Los disefios que involucran a familias (fortaleza tradicional de la epidemiologia genética) y el
muestreo de poblacion (fortaleza tradicional de la epidemiologia ambiental) permiten la
investigacion tanto de factores genéticos como ambientales, por separado o simultdneamente, y

permite la inferencia vélida a la poblacién.®
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Por otro lado, los estudios de asociacion buscan detectar una asociacién entre uno o mas
polimorfismos genéticos y un rasgo, el cual puede ser una caracteristica cuantitativa o un atributo
discreto o enfermedad. La asociacion opera solo sobre distancias cortas en el genoma, y una
asociacién puede darse en una poblacién dada en tres circunstancias: 1) el polimorfismo tiene un
papel causal; 2) el polimorfismo no tiene un papel causal, pero esta asociado a una variante causal
cercana, y 3) la asociacidon es debida a una estratificaciéon subyacente o combinacion de la

poblacién.”

JUSTIFICACION

El factor neurotroéfico derivado de cerebro (BDNF) es el miembro mas abundante en el cerebro de

la superfamilia de las neurotrofinas, particularmente en el hipocampo y la corteza cerebral.

El gen BDNF fue localizado en la posicién cromosomal 11q14.1; se trata de un gen complejo del
que se han descrito 11 exones,® de los que al menos nueve exones cuentan con su propia region
promotora. Se ha encontrado que da lugar a diversos transcritos a través de empalme alternativo,
generando incluso moléculas con funciones opuestas totalmente y transcritos RNAm reversos de

los que aun se desconoce su funcién.®* ®

El exdn IX contiene la secuencia para codificar el BDNF maduro. Esta proteina estd involucrada en
el neurodesarrollo, la sobrevivencia neuronal, la morfologia y su diferenciacién, asi como la
modulacién de la plasticidad sindptica y su eficiencia. Se ha encontrado que esta involucrada con
la regulacién de la actividad proteica en las terminales presindpticas, de tal manera, el BDNF

modula la transmision sindptica a corto y largo plazo.
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También se considera la posibilidad de que el BDNF juegue un papel importante como transmisor
extracelular ya que es transportado anterdgradamente y es liberado con la despolarizacion,

disparando seiales intracelulares rapidas via el receptor de membrana tirosina cinasa B (TrkB).

De particular importancia, se ha reportado que el BDNF promueve y aumenta la funcién y
crecimiento de las neuronas serotoninérgicas en el cerebro, induce el crecimiento de terminales

nerviosas serotoninérgicas y modula la funcion del transportador de serotonina (5-HTT).

Se ha sugerido que el BDNF también podria afectar la expresidon de la dopamina pues se ha
encontrado que estas dos moléculas se potencian una a la otra, particularmente en el estriado. De
hecho, se ha observado que el estrés créonico disminuye la expresién de los genes BDNF y el DRD3,
mientras que el uso crénico de antidepresivos, incrementa la expresién de ambos genes, y el
incremento de la expresion de BDNF en el estriado esta asociado a la prevencion de conductas

estereotipadas.®

Debido a su importancia en el adecuado funcionamiento del sistema serotoninérgico vy
dopaminérgico, el gen BDNF resulta de particular importancia para la investigacion de la etiologia
molecular del TOC. Con base en esta observacién, Hall et al/** publicé en 2003 un estudio en el que
analizo la posible asociacién de cuatro SNP y un marcador microsatelital a una distancia de 56
kilobases del gen BDNF y susceptibilidad para el TOC en 164 trios probando-padres. De este
estudio se identificé que un polimorfismo en el que una valina es sustituida por una metionina en

la posicion 66 de la preproteina, (alelo Met66) confiere un efecto protector en el TOC. Zai et al,*

Mossner et al* y Wendland et al,”® Dickel et al’’ y Klaffke et al’®> no pudieron replicar estos

hallazgos en muestras de pacientes en otros estudios, y los resultados de Alonso et al”’, Hemmings

I*® y Katerberg et al*® obtuvieron resultados que si bien no fueron significativos y por tanto no

eta
confirman la asociacion, sugieren que el gen si podria estar implicado en la etiologia molecular del

TOC.
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El estudio publicado por Alonso et al’’ con una muestra de pacientes caucasicos espafioles apoya
el rol de la via de sefializacion BDNF/NTRK2 (NTRK2, receptor tipo 2 tirosina cinasa) en la
susceptibilidad para TOC, mas no encontré diferencias significativas entre el genotipo BDNF de
pacientes con TOCy los controles.

1,*® asocié el alelo Met66 con un inicio mas temprano del TOC en

Recientemente, Hemmings et a
hombres, pero el genotipo Val/Val con una presentacion mas grave del trastorno en mujeres; un
afio mas tarde, Katerberg et al*® incrementé la muestra e hizo un reandlisis, con lo que identificé
una tendencia para una asociacion positiva entre el factor de obsesiones religiosas y sexuales y el
genotipo Val/Val, ademas de encontrar una asociacidn estadisticamente significativa entre el
genotipo Met/Met y un inicio de los sintomas mas tardio en mujeres y una tendencia a

puntuaciones mas bajas en la gravedad del trastorno en mujeres portadoras del alelo Met

(Val/Met y Met/Met).

Las tablas lll y IV muestran los resultados obtenidos en estudios de epidemiologia genética

realizados hasta la fecha.

Tabla Ill. Estudios de asociacion basados en familias de variantes de BDNF en el TOC

. .. Criterios . L Alelos
Estudio Poblacidn N . L . Diagndstico Prueba ... P
diagndsticos transmitidos
Vale6  Met66
Hall (2003)* EUA 164  DSM-IV TOC TOT 58 26 0.0005
Méossner
(2005) Alemania 67  DSM-IV TOC sin ST TDT 17 20 0.62
Zai (2005)*° Canadd 152  DSM-IV TOC FBAT 0.587
Dickel TOC con o sin
(2007)"* EUA 54  DSM-III-R ST DT 15 15 1.0
Klaffke : ST con o sin
(2006)° Alemania 88  DSM-III-R . ETDT 24 30 0.414

TOC, Trastorno obsesivo-compulsivo; ST, Sindrome de Tourette; TDT, Prueba de desequilibrio de transmision; FBAT, Prueba de asociacién basada
en familias; ETDT, Prueba extendida de desequilibrio de transmisién.
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Los resultados obtenidos hasta el momento con respecto a la posible implicacion del gen BDNF y
su via de sefalizacion en la etiologia molecular del TOC no son concluyentes y dada la
heterogeneidad del trastorno y las diferencias gendmicas entre las poblaciones, resulta de gran
interés investigar la posible implicacion de este gen en el TOC en la poblacién mexicana, ya que
como se mostrd en estudios genéticos previos, los resultados obtenidos en poblacion mexicana

pueden diferir de los obtenidos en poblaciones distintas.

Por otro lado, la etiologia molecular del TOC ha sido ampliamente investigada en nuestra

poblacidn, el andlisis del gen BDNF atin no ha sido motivo de estudio.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existe asociacion entre los polimorfismos rs6265 (Val66Met), rs1519480 y rs7124442 del gen

BDNF y el TOC en una muestra clinica mexicana?

OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Identificar si existe una asociacion entre los polimorfismos rs6265 (Val66Met), rs1519480 vy
rs7124442 del gen BDNF y el TOC en poblacién mexicana.
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Tabla IV. Estudios de casos y controles de asociacion de variantes de BDNF en el TOC

Estudio

Wendland
(2007)*

Hemmings

(2008)*°

Alonso
(2008)"

Katerberg
(2009)**®

Poblacion

Caucasicos
estadounidenses

Caucasicos
africanos

Espafioles

Holandeses

N

295

112

115

220

Criterios
diagnésticos

DSM-IV

DSM-IV

DSM-IV

DSM-IV

Diagnostico

TOCcono
sin tics

TOCcon o
sin tics

TOCcono
sin tics

TOC con o
sin tics +
TOC
subclinico

Prueba

xZ/Fisher

Regresion
logistica/x

Regresién
logistica

Fisher

Pacientes
Controles

Pacientes masc.
Controles masc.

Pacientes fem.
Controles fem.
Pacientes
Controles

Pacientes masc.
Controles masc.

Pacientes fem.
Controles fem.

Pacientes
Controles

Pacientes masc.
Controles masc.

Pacientes fem.
Controles fem.

Val/val
0.65
0.65
0.66
0.63
0.64
0.67
0.65
0.68
0.58
0.76
0.73
0.65

0.60
0.66
0.65
0.65
0.56
0.66

Genotipo
Val/Met
0.31
0.31
0.30
0.32
0.32
0.30
0.30
0.31
0.33
0.24
0.25
0.33

0.34
031
0.32
0.33
0.36
0.30

Met/Met
0.04
0.04
0.04
0.04
0.04
0.03
0.05
0.01
0.09

0.0
0.02
0.02

0.06
0.03
0.03
0.02
0.08
0.04

Alelo
0.950

0.715

0.612

0.355

0.036

0.438

n.s.

0.123

0.887

0.071

p
Genotipo

1.0
0.876
0.844
0.249
0.117
0.717

n.s.
0.065
0.914

0.025

*En este estudio se incluye la muestra de Hemmings (2008), por lo que solo se presentan los datos obtenidos con los pacientes que no habian sido analizados previamente.
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OBIETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar la frecuencia con que se presentan los polimorfismos rs6265

(Vale6Met), rs1519480 y rs7124442 del gen BDNF en la poblacién mexicana.

2. Analizar la transmision de variantes del gen BDNF en familias con TOC.

3. Analizar las caracteristicas clinicas asociadas a los polimorfismos rs6265
(Vale6Met), rs1519480 y rs7124442 del gen BDNF en una muestra de pacientes con

TOC.

4. Realizar un analisis por haplotipos de las tres regiones genotipificadas del gen
BDNF y asociarlo a las variables clinicas de la muestra de pacientes con TOC de origen

mexicano.

HIPOTESIS

Existe una asociacién entre los polimorfismos rs6265 (Val66Met), rs1519480 y rs7124442

del gen BDNF y el TOC en una muestra clinica de sujetos de origen mexicano.
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PARTE Il

IMATERIALES Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

De acuerdo a la clasificacidn de Feinstein,’” este estudio es prospectivo, transversal, comparativo y

heterodémico.

De acuerdo a la metodologia genética, se trata de un estudio de asociacién de casos y controles, y

un estudio de asociacion basado en familias.

POBLACION EN ESTUDIO

La muestra consistié en 260 pacientes con TOC obtenidos de la consulta externa de la Clinica de
Trastorno Obsesivo-Compulsivo y Trastornos del Espectro Obsesivo-Compulsivo del Instituto
Nacional de Psiquiatria Ramdn De La Fuente Muiiz en el periodo de 2000 a 2010, cuyo diagndstico
principal es Trastorno Obsesivo-Compulsivo de acuerdo a los criterios diagndsticos del DSM-IV y
DSM-IV-TR, y un grupo control de 283 sujetos sin diagndstico en eje |, evaluados mediante una

escala de tamizaje denominada SCL-90).

El diagndstico de los pacientes con TOC se realizé por medio dio del MINI (Evaluacidon
neuropsiquiatrica internacional en su version en espafiol) y corroborado por una entrevista clinica
con psiquiatras expertos en TOC de la Clinica de TOC y TEOC del Instituto Nacional de Psiquiatria
Ramén de la Fuente Mufiz. En esta entrevista se incluye la busqueda intencionada de otros

sintomas psiquidtricos ademds de los correspondientes a los sintomas obsesivo-compulsivos.
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Todos estos datos estan consignados en el expediente clinico de los pacientes, asi como en el

expediente clinimétrico de la Clinica de TOCy TEOC.

Para el estudio de asociacidon basado en familias, se seleccionaron de los 260 casos aquellos con
los que se contaba con muestra de DNA de sus padres, obteniéndose un total de 109 familias de
diferente estructura, de las cuales 68 fueron trios (padre, madre y probando), 41 fueron diadas
(padre o madre y probando), y en 11 casos se contd ademas con la participacion de hermano(s)

y/o hijo(s) para analizar la transmisién de alelos de los padres al sujeto afectado.

El DNA de los sujetos que se incluyeron en el estudio pertenece al banco de DNA de pacientes TOC

del Departamento de Genética del Instituto Nacional de Psiquiatria.

CRITERIOS DE INCLUSION

= (Casos: Los sujetos fueron de origen mexicano con diagndstico principal de Trastorno
obsesivo-compulsivo que asistieron a la Clinica de TOC y TEOC del Instituto Nacional de

Psiquiatria Ramon De la Fuente Muiiiz y que aceptaron participar en el estudio.

= Se considerd sujeto de origen mexicano a aquellos que hayan nacido en México, con
padres y abuelos mexicanos; por otro lado, se consideré el TOC como diagndstico principal
si fue el motivo de consulta o si debido a su gravedad constituye el padecimiento que

genera mayor disfuncién en el paciente.

= Controles: sujetos de origen mexicano que no tenian un diagnodstico de trastorno mental
en el eje | de acuerdo a la escala SCL 90 y que aceptaron participar en el estudio.
=  Familiares de primer grado: el padre, la madre, hermanos o hijos de pacientes con TOC

que aceptaron participar.
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CRITERIOS DE EXCLUSION:

= Sujetos con diagndstico de TOC y comorbilidad con otro diagndstico en eje | de acuerdo a
DSM-IV-TR cuyo diagndstico principal no sea el TOC.

= Sujetos con diagnodstico de TOC y comorbilidad con trastornos psicéticos crénicos.

VARIABLES

Variables incluidas en el estudio:
= El diagndstico de TOC de acuerdo al DSM-IV y DSM-IV-TR.
= Variables sociodemograficas (edad, género, ocupacion, escolaridad y estado civil).

= Variables clinicas (edad de inicio, historia familiar de TOC y psicopatologia, subtipo de

sintomas, gravedad, comorbilidad).

= Los genotipos de los polimorfismos rs6265 (Val66Met), rs1519480 y rs7142224 del gen

BDNF.

METODOS DE RECOLECCION DE DATOS

INFORMACION CLiNICA

La informacidn clinica fue recabada del expediente de la Clinica de TOC y TEOC o del expediente
clinico, en el que se encuentran evaluaciones de los sintomas obsesivo-compulsivos y diagndsticos

consignados con busqueda propositiva de trastornos del espectro obsesivo-compulsivo, trastornos
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afectivos, ansiosos y sintomas psicdticos, asi como otras variables clinicas como historia familiar y

edad de inicio, y datos sociodemograficos.

La gravedad de los sintomas se registré de acuerdo a la Escala de gravedad de sintomas obsesivo-
compulsivos de Yale-Brown” en su versién en espafiol.”* El subtipo de sintoma se establecié de
acuerdo a los sintomas registrados en la lista de verificacion de sintomas obsesivo-compulsivos de
Yale-Brown; el sintoma principal (sintoma blanco) definid el subtipo al que pertenecia cada

paciente.

Entre los Trastornos del espectro obsesivo-compulsivo se incluyd al Trastorno dismorfico corporal,
Trastornos de la conducta alimentaria, Hipocondria, Tricotilomania y otros Trastornos del control

de los impulsos, Trastorno por tics.

ANALISIS GENETICO

EXTRACCION DE DNA GENOMICO

El material genético utilizado en el estudio fue obtenido del banco de DNA de pacientes con TOC
del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramoén de la Fuente Mufiz. La extraccidn fue realizada
mediante el uso del kit de extraccién Wizard Genomic DNA Purification a partir de 5 mL de sangre

periférica.

ANALISIS DE LOS POLIMORFISMOS rs6265 (VAL66MET), rs1519480 Y rs7124442 peL GEN BDNF

El presente estudio incluyé la genotipificacion de tres regiones del gen BDNF. La region rs6265 se
encuentra localizada en el exdn 9, mientras que las regiones rs1519480 y rs7124442 se encuentran

en la region UTR 3’ del gen. En la figura 2 se muestra la localizacion de las tres regiones.
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La genotipificacion de las regiones se realizé mediante la Reaccion en Cadena de Polimerasa en
Tiempo Real (PCR-RT) con el método de discriminacién alélica con sondas TagMan mediante el

software de deteccién de secuencias versidn 1.3.1 7500 System SDS Software.

Figura 2. Localizacion de las regiones rs6265, rs1519468 y rs7124442 en el gen BDNF, localizado en el
cromosoma 11 (disponible en Applied Biosystem SNPBrowser™version 4.0)
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ANALISIS GENETICO DE LOS SNP rs6265 Y rs1519480

Las caracteristicas de los polimorfismos, disefio de las sondas y nimero de ensayo se muestran en

la tabla V.

El volumen final de la reaccion fue de 7 uL con las siguientes condiciones de reaccion: 2uL de DNA
en una concentracion de 20ng/uL, 2.5 uL de TagMan Master Mix, 2.367 pL de agua para PCR y
0.125 pL de 20x de las sondas “Assay made to order’, ensayo C_ 11592758 10 vy

C 11592757 20. Se muestra a continuacion las condiciones de la reaccion.
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Figura 3. Condiciones de la reaccién de PCR en tiempo real, 7500 System SDS Software
versién 1.3.1 para la genotipificacién de rs6265 y rs1519480.
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ANALISIS GENETICO DE LOS SNP rs6265 Y rs1519480

En el caso de la regidn rs7124442 del gen BDNF, las caracteristicas del SNP se muestran en la tabla
V. El volumen final fue de 12.7 L, con las siguientes condiciones de reaccién: 4uL de DNA en una
concentracion de 20ng/uL, 6.25 uL de TagMan Master Mix, 2.14 uL de agua para PCRy 0.3 uL de

20x de las sondas “Assay made to order”, ensayo C_ 27833027 10. En la siguiente figura se

muestran las condiciones de la reaccidn.

Figura 4. Condiciones de la reaccién de PCR en tiempo real, 7500 System SDS Software
versién 1.3.1 para la genotipificacion de rs7124442.
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Tabla V. Descripcidén de los polimorfismos candidatos estudiados en el analisis de asociacion genético,
indicando la localizacion de la variante y la secuencia amplificada.

Gen \Illa)r?aenltae Val;ﬁzte Dominio Secuencia amplificada ID Ensayo
sass (N oensm TCCHOATOMAN ¢ 150 10
oy 1519480 2L VY e T A8
rs7124442 [fgi] UTR 3’ ﬁﬁf‘ﬁ;ﬁ’ﬁiﬁgg’:’g’giﬁg@fﬁ:ﬁ[c/ C 27833027 10

ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis de las caracteristicas clinicas y demograficas, se utilizaron frecuencias y porcentajes

para las variables categdricas, y promedios y desviacion estandar (DE) para las variables continuas.

Como pruebas de hipdtesis en la comparacién de la frecuencia de los genotipos identificados en
pacientes con TOC y el grupo de sujetos control se utilizaron chi cuadradas (x°) para contrastes
categoricos y analisis por ANOVA para contrastes continuos; cuando la n total a analizar se
encontraba por debajo de 85, se empled la prueba de Fisher en la comparacion de frecuencias de
los genotipos asociados a variables clinicas. El nivel de significancia estadistica fue fijado para
multiples pruebas mediante la correccion de Bonferroni tomando en cuenta las tres regiones
genéticas analizadas, siendo ajustada la significancia a un valor p<0.016. Para el analisis de la
transmision de alelos en el estudio de asociacion basado en familias, se empleé el programa de

genética poblacional FBAT (Family Based Association Test).

El analisis de los haplotipos conformados por las variantes rs6265/rs1519480/rs7124442 se realizo

mediante el programa estadistico THESIAS (Testing Haplotype Effects in Association Studies),”” que
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realiza un analisis del efecto de cada haplotipo sobre fenotipos cuantitativos, de tal manera que se
llevo a cabo el analisis de la edad de inicio, puntuacion del Y-BOCS, puntuacion en las subescalas

de obsesiones y compulsiones de Y-BOCS.

IMPLICACIONES ETICAS
Este estudio fue considerado como una Investigacidon con riesgo minimo, ya que las muestras
provinieron del banco de DNA del Departamento de Genética del Instituto Nacional de Psiquiatria

Ramon De la Fuente Muiiiz obtenidas previo consentimiento informado.

En lo que respecta a la confidencialidad de la informacidén, a cada paciente y sus familiares que
aceptaron participar se les asigné un folio de protocolo (individual y por familia); asimismo, las
muestras de material genético se identifican por medio de un nimero de identificacidn, por lo que
los nombres y datos generales obtenidos sélo seran del conocimiento del investigador principal y

no aparecerd en reporte alguno generado por este estudio.
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PARTE Ill

RESULTADOS

CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LA MUESTRA

Se incluyd un total de 260 pacientes con diagndstico principal de TOC, 185 familiares de primer
grado (72 padres, 101 madres, diez hermanos y dos hijas) y 283 controles. El 62% de las familias
incluidas en el estudio de asociacién basado en familias fue de tipo trio, el 38% restante fue de

tipo diada.

De los 260 pacientes con diagndstico principal de TOC incluidos en el estudio, 49.2% (128) fueron
hombres y 50.8% (132) fueron mujeres. Se obtuvo informacién clinica del 56.5% de la muestra y
del resto sélo se tuvo el género. En cuanto a los controles, el 51.2% (145) fueron hombres y 48.8%
(138) fueron mujeres. En la tabla VI se presentan los datos demograficos de los 143 pacientes con
TOC de quienes se obtuvo informacién clinica, asi como de los 283 controles. La edad promedio de
los sujetos control difirid significativamente de la edad promedio de los pacientes con TOC en la

muestra total y por género (p<0.05).

Tabla VI. Caracteristicas demograficas de 143 Pacientes con TOC y 283 Controles

Variables TOC Controles
Total Hombres Mujeres Total Hombres Mujeres
n 65 78 145 138
(%) 143 (44.5%)  (54.5%) 283 (51.2%)  (48.8%)
Edad anos 30.17 26.45 33.29 46.28 48.30 44.32
(DE) (11.10)  (9.93) (11.17)  (13.56)"  (14.03)"  (12.64)

! Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).
DE, desviacion estandar.
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De los 91 pacientes de los que se obtuvo informacidn referente a su historia familiar, siete (7.7%)
tuvieron un familiar de primer grado con diagndstico conocido de TOC, y cuatro (4.4%) refirieron

tener algun familiar con un trastorno del espectro obsesivo-compulsivo.

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA MUESTRA

La edad promedio de inicio del TOC en la muestra general fue de 20.50 + 9.62 afios (rango de 6 a
52 afos). En los hombres, el rango de edad fue de 6 a 44 afios y en las mujeres de 6 a 52 afios. El
inicio de los sintomas fue mds temprano en hombres (17.40 + 8.28, rango 6 a 44 afos) que en
mujeres (23.05 + 9.94, rango 6 a 52 afios), lo cual fue estadisticamente significativo (p=0.0005).
Para la realizacion de algunos andlisis dividimos a la muestra en dos grupos de acuerdo a la edad

|ll

de inicio. Utilizamos el punto de corte de 20 afios para determinar el “inicio temprano” cuando el
trastorno comenzaba antes de los 20 afios y de “inicio tardio” cuando comenzaba a los 20 afios o

mas. En la figura 5 se muestra la distribucidn de la muestra por edad de inicio de los sintomas

obsesivo-compulsivos.

Figura 5. Distribucién de la muestra por edad de inicio de los sintomas obsesivo-compulsivos
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Para evaluar la gravedad de los sintomas obsesivo-compulsivos se utilizo la subescala de gravedad
de Yale-Brown; la puntuacion promedio obtenida por los pacientes al momento de la evaluacion
fue de 25.92 + 7.30, que resulté ser muy semejante entre hombres y mujeres. En la tabla VIl se

muestran las caracteristicas clinicas de los pacientes.

Tabla VII. Caracteristicas clinicas de 143 Pacientes con TOC

Variables TOC Hombres Mujeres

65 78
N 143 (44.5%) (54.5%)
Edad de inicio 2050+9.62  17.40+828  23.05+9.94
(afios)
Y-BOCS-T 2592+7.30  2644+661  2550+7.85
Y-BOCS-O 1331+3.67 13474347  13.19+385
Y-BOCS-C 12.49 + 4.65 13.00+3.82  12.06+5.16
Diagnéstico tics 5 (3.5%) 1(1.54%) 4 (5.1%)

Comorbilidad 93 /134 (69.4%) 42/59(71.86%) 52/75 (69.3%)
Y-BOCS-T, Puntuacidn total en Escala de obsesiones y compulsiones de Yale-Brown total;
Y-BOCS-O, Puntuacién en subescala de obsesiones y compulsiones de Yale-Brown
obsesiones; Y-BOCS-C, Puntuacion en subescala de compulsiones Escala de de
obsesiones y compulsiones de Yale-Brown

En lo que respecta a la comorbilidad, pudimos contar con informacion registrada de 134 pacientes
(51.5% de la muestra total de pacientes con TOC) y encontramos que el 69.4% presentaba al
menos un diagndstico psiquidtrico comérbido en el eje | al momento de la evaluacién. En la figura
6 se presenta la distribucién de nimero de diagndsticos comdrbidos general y por género. En la

tabla VIII se muestra a qué diagndsticos correspondieron.
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igura 6.

Distribucion de comorbilidad por nimero de diagndsticos y por género
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Tabla VIII. Comorbilidad en pacientes con TOC

Variables Total Hombres Mujeres
N 59 75
(%) 134 (44.03) (55.97)
36 14 22
TeOC (27.1) (23.7) (29.3)
Trastornos de 31 12 20
ansiedad (23.3) (18.6) (26.7)
Trastornos 64 23 41
afectivos (47.8) (37.3) (54.7)
Sintomas 6 4 2
psicoticos* (4.5) (6.8) (2.7)
13 6 7
Otros (9.8) (10.2) (10.7)

*Se excluyeron pacientes con trastornos psicéticos cronicos.
TEOC, trastornos del espectro obsesivo-compulsivo.
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En consonancia con los estudios mas recientes, con la hipdtesis de que la heterogeneidad del TOC
dificulta los hallazgos, y con los estudios de analisis factorial, realizamos algunos analisis a partir de
la clasificacién de los pacientes teniendo como base su sintoma principal. Asi, clasificamos a los

pacientes en grupos de acuerdo al sintoma principal registrado en la subescala de verificacion de




sintomas obsesivo-compulsivos de la escala de Yale-Brown. Para esto utilizamos la propuesta de

13
I,

Mataix-Cols et al,” quien reportd cinco factores que explicaban el 63.29% de la varianza en el TOC:

=  Factor 1: obsesiones de simetria y compulsiones de ordenar, contar y repetir.
=  Factor 2: obsesiones religiosas, sexuales y somaticas.

=  Factor 3: obsesiones de agresidén y compulsiones de revisién.

=  Factor 4: obsesiones de contaminacion y compulsiones de limpieza.

=  Factor 5: obsesiones y compulsiones de atesorar.

En nuestra muestra, los sintomas mas frecuentes fueron las obsesiones de tipo agresivo y
compulsiones de revisidn, presentandose en el 33.57% de los casos como sintoma principal; en las
mujeres también fue el subtipo de sintomas mas frecuentes, pero en hombres fue superado por

las obsesiones de tipo religioso, sexual y somdtico (34.92%).

En la figura 7 se muestra la distribucién por subtipo de sintomas en la muestra total de pacientes

con TOG; en la figura 8 se muestra la distribucion de los sintomas en la muestra total y por género.

Figura 7. Distribucién de sintomas obsesivo-compulsivos en muestra
total de pacientes con TOC.
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Figura 8. Distribucion de sintomas obsesivo-compulsivos en la muestra total y por género
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ANALISIS GENETICO

ESTANDARIZACION DE LAS METODOLOGIAS Y ANALISIS DE LAS REGIONES DEL GEN BDNF

Como se menciono, el analisis de las tres regiones del gen BDNF se obtuvo por medio del método
de discriminacion alélica con sondas TagMan, utilizando el software de deteccién de secuencias
7500 System SDS Software. Para la region rs6265, ubicada en el exdn 9 del gen, se genotipificd un
total de 727 sujetos (259 probandos, 283 sujetos control y 185 familiares en primer grado de los

probandos).

En la figura 9 se muestra una grafica del andlisis de distribucion alélica de esta region en la
muestra analizada, en la que se pueden observar representado por rombos los sujetos
homocigotos para el alelo A (alelo Y; Met/Met), como tridngulos se observan los sujetos
heterocigotos (ambos alelos; Val/Met) y por ultimo, como un circulo se representa a los sujetos

homocigotos para el alelo G (alelo X; Val/Val).
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Figura 9. Discriminacion alélica por PCR en tiempo real del la regidn rs6265 del gen BDNF.
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Para la region rs1519480, ubicada en el UTR 3’ del gen, se genotipific6 a 716 sujetos (248

probandos, 283 sujetos control y 185 familiares en primer grado de los probandos).

En la figura 10 se muestra un ejemplo del andlisis de distribucién alélica de esta regién en nuestra

muestra. Representado por rombos se observan los sujetos homocigotos para el alelo A (alelo Y;

AA), como tridngulos se observan los sujetos heterocigotos (ambos alelos; AG) y por ultimo, como

circulos, se representan a los homocigotos para el alelo G (alelo X; GG).

Figura 10. Discriminacién alélica por PCR en tiempo real del la regidn rs1519480 del gen BDNF
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Por ultimo, la genotipificacion de la region rs7124442, también ubicada en la UTR 3’ del gen, se
realizd en un total de 721 sujetos (253 probandos, 283 sujetos control y 185 familiares en primer

grado de los probandos).

En la figura 11 se presenta un ejemplo del analisis realizado en el presente estudio con esta regién.
En este caso, el polimorfismo consiste en un cambio de una T por una C dentro de la secuencia del
gen; representado por rombos se observan los sujetos homocigotos para el alelo T (alelo Y; TT),
como tridngulos se observan los sujetos heterocigotos (ambos alelos; TC) y por ultimo, como

circulos se representa a los homocigotos para el alelo C (alelo X; CC).

Figura 11. Discriminacion alélica por PCR en tiempo real del la regidn rs7124442 del gen BDNF
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FRECUENCIAS DE GENOTIPOS Y ALELOS EN CASOS Y CONTROLES

Andlisis del rs6265

El andlisis del rs6265 mostré diferencias estadisticamente significativas entre pacientes con TOCy
los sujetos control, corregido por Bonferroni con una p<0.016 (Tabla IX). Del mismo modo, el

analisis entre pacientes con TOC y controles hombres y entre el grupo de las mujeres con TOC y
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controles, demostrd asociacion estadisticamente significativas. Sin embargo, el analisis en

pacientes TOC por género no mostré asociacion con el polimorfismo Val66Met (Tabla IX).

Tabla IX. Frecuencias de genotipos y alelos por género del rs6265 del gen BDNF en pacientes TOC y

controles
rs6265 TOC Controles
Total Hombres Mujeres Total Hombres Mujeres

N 259 128 131 283 145 138
GG 201(0.77)  99(0.77) 102 (0.78) | 162 (0.57) 79 (0.54) 83 (0.60)
GA 51 (0.20) 24 (0.19) 27 (0.20) 99 (0.35) 54 (0.37) 45 (0.33)
AA 7(0.03) 5(0.04) 2 (0.02) 22 (0.08) 12 (0.08) 10 (0.07)
G 453 (0.87) 222 (0.87) 231 (0.88) 423 (0.75) 212 (0.73) 211 (0.76)
A 65 (0.13) 34(0.13) 31(0.12) 143 (0.25)  78(0.27) 65 (0.24)

Casos vs Controles: Genotipo x2=26.59, gl=2, p=0.0000
Alelos x’=28.52, gl=1, p=0.0000
TOC hombres vs TOC mujeres: Genotipos x2=1.48, gl=2, p=0.5183

TOC hombres vs Controles hombres:

TOC mujeres vs Controles mujeres:

Alelos x°=0.28, gl=1, p=0.6026

x’=15.67, gl=2, p=0.0007
Alelos x’=15.46, gl=1, p=0.0003

Genotipos )(2:11.85, gl=2, p=0.0032
Alelos x’=12.87, gl=1, p=0.0006

Genotipos

Con respecto a este polimorfismo se ha reportado que el alelo A (Met) se encuentra asociado con

una actividad diferencial de la proteina, por lo que la muestra fue dividida entre portadores del

alelo Met66 o A (genotipos AA y AG) y no portadores de Met 66 (genotipo GG o Val/Val). En la

tabla X se presentan los resultados del analisis.

Tabla X. Frecuencias de genotipos de portadores Met y no portadores Met
en casos y controles por género

No portadores Met

Pacientes TOC

Controles

Pacientes masc.
Controles masc.
Pacientes fem.
Controles fem.
Pacientes masc.
Pacientes fem.

(Val/val)
201 (0.78)
162 (0.57)
99 (0.77)
79 (0.54)
102 (0.78)
83 (0.60)
99 (0.77)
102 (0.78)

Portadores

Met

58 (0.22)
121 (0.43)
29 (0.23)
66 (0.46)
29 (0.22)
55 (0.40)
29 (0.23)
29 (0.22)

X2
25.35
15.66

9.82

0.01

0.0000

0.0002

0.0022

0.917
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Andlisis del rs1519480

El andlisis del rs1519480 mostrd diferencias estadisticamente significativas entre pacientes con
TOC y controles sanos por una mayor frecuencia del genotipo GG y alelo G en los casos que en los
controles (p=0.0001 y p=0.0000, respectivamente); tras la correccidn por Bonferroni, se establecié
el nivel de significancia con una p<0.016 (Tabla XI). Del mismo modo, el andlisis entre pacientes
TOC y controles hombres y entre el grupo de las mujeres TOC y controles, demostré asociacién
estadisticamente significativas. Nuevamente, el analisis en pacientes TOC por género no mostré

asociacién con el genotipo alguno.

Tabla XI. Frecuencias de genotipos y alelos por género del rs1519480 del gen BDNF en pacientes TOC
y controles

rs1519480 TOC Controles

Total Hombres Mujeres Total Hombres Mujeres
N 249 122 127 283 145 138
GG 92 (0.37) 48 (0.39) 44 (0.35) 162 (0.57)  83(0.57) 79 (0.57)
GA 113 (0.45) 53 (0.43) 60 (0.47) 96 (0.34) 51 (0.35) 45 (0.33)
AA 44 (0.18) 21(0.17) 23 (0.18) 25 (0.09) 11 (0.08) 14 (0.10)
G 297 (0.60) 149 (0.61) 148 (0.58) 420 (0.74) 217 (0.75) 203 (0.74)
A 201(0.40) 95 (0.39) 106 (0.42) | 146 (0.26) 73 (0.25) 73 (0.26)

Casos vs Controles: Genotipo )(2:23.83, gl=2, p=0.0001

Alelos x’=25.58, gl=1, p=0.0000
TOC hombres vs TOC mujeres: Genotipos x2=0.59, gl=2, p=0.7460

Alelos ¥°=0.40, gl=1, p=0.5321
TOC hombres vs Controles hombres:  Genotipos x2=10.61, gl=2, p=0.0054
Alelos x°=11.64, gl=1, p=0.0010
TOC mujeres vs Controles mujeres: Genotipos x2=13.86, gl=2, p=0.0014
Alelos x’=13.81, gl=1, p=0.0005

Andlisis del rs7124442

El analisis del rs7124442 no mostré diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de
pacientes con TOC y el grupo control, entre pacientes con TOC y controles hombres, entre el grupo
de las mujeres TOC y controles del mismo género, ni entre pacientes con TOC por género (Tabla

XI).
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Tabla XII. Frecuencias de genotipos y alelos por género del rs7124442 del gen BDNF en pacientes TOC

y controles
rs7124442 | TOC Controles
Total Hombres Mujeres Total Hombres Mujeres

N 254 126 128 283 145 138
T 150 (0.59) 81 (0.64) 69 (0.54) 172 (0.61)  83(0.57) 89 (0.64)
cT 88 (0.35) 38 (0.30) 50 (0.39) 81 (0.29) 39(0.27) 42 (0.30)
cc 16 (0.06) 7 (0.06) 9 (0.07) 30(0.11) 23 (0.16) 7 (0.05)
T 388 (0.76) 200 (0.79) 188 (0.73) 425 (0.75) 205 (0.71) 220 (0.80)
C 120 (0.24) 52 (0.21) 68 (0.27) 141(0.25)  85(0.29) 56 (020)

Casos vs Controles: Genotipo x2=4.5, gl=2, p=0.1037
Alelos  x*=0.242, gl=1, p=0.6288
TOC hombres vs TOC mujeres: Genotipos x2=2.83, gl=2, p=0.2419
Alelos x°=2.47,gl=1, p=0.1120
TOC hombres vs Controles hombres:  Genotipos x2=7.27, gl=2, p=0.0259
Alelos x°=5.37, gl=1, p=0.0195
TOC mujeres vs Controles mujeres: Genotipos x2=3.11, gl=2, p=0.2103
Alelos x’=2.92, gl=1, p=0.0836

Puede apreciarse que tanto para la region rs6265 (polimorfismo Val66Met) como para la region
rs1519480 la frecuencia del genotipo GG fue significativamente mayor entre los casos de
pacientes con TOC que en los controles (p=0.0000 y p=0.0001, respectivamente), diferencia que se
mantuvo al hacer la comparacion por género aun tras la correccion de Bonferroni para pruebas

multiples (hombres p=0.0007 y p=0.0054; mujeres p=0.0032 y p=0.0014 respectivamente).

La frecuencia del alelo G fue de la misma manera mayor para los pacientes con TOC en las
regiones rs6265 y rs1519480, encontrandose una p=0.0000 en ambas regiones al evaluar la
frecuencia del alelo G de todos los casos con todos los controles, en hombres p=0.0003 y
p=0.0010, y en mujeres p=0.0006 y p=0.0005, respectivamente. La frecuencia observada entre los

genotipos y los alelos de mujeres afectadas con hombres afectados no fue significativa.

En el caso de la region rs7124442 no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en

ninguna de las comparaciones.
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El analisis del poder de la muestra fue del 96% (alpha=0.05) para la muestra estudiada con un
OR=2.0, bajo un modelo de herencia aditivo y con una prevalencia de la enfermedad en poblacion

mexicana del 2.5%.

ANALISIS DE LAS REGIONES DEL BDNF Y LAS VARIABLES CLINICAS ESTUDIADAS EN LOS PACIENTES CON TOC

Edad de inicio

El andlisis se realizé considerando el punto de corte a los 20 aflos de edad como se menciond
previamente. No encontramos diferencias significativas entre inicio temprano e inicio tardio de los
sintomas obsesivo-compulsivos en ninguna de las regiones analizadas. En la tabla XIIl se muestran
las frecuencias por genotipo y por alelo en cada una de las tres regiones para el grupo con inicio de

sintomas temprano y los pacientes de inicio de sintomas tardio.

Tabla Xlll. Genotipos de las tres regiones analizadas en pacientes con edad de inicio temprana y edad de
inicio tardia

rs6265 rs151940 rs7124442
Inicio Inicio Inicio Inicio Inicio Inicio
temprano tardio temprano tardio temprano tardio
(72) (65) (67) (59) (67) (62)
GG 59(0.82) 46 (0.71) GG 19(0.28) 20 (0.34) TT 44(0.66) 34 (0.55)
GA 11(0.15) 19 (0.29) GA 34(0.51) 28 (0.47) CT 20(0.30) 23(0.37)
AA 2(0.03) 0 (0.0) AA 14 (0.21) 11 (0.19) CC 3(0.04) 5(0.08)
G 129 (0.90) 111 (0.85) | G 72 (0.54) 68 (0.58) T 108 (0.81) 91 (0.73)
A 15 (0.10) 19 (0.15) A 62 (0.46) 50 (0.42) C 26(0.19) 33(0.27)

Al realizar el analisis de los genotipos por género, se encontrd una tendencia hacia la significancia

tras la correccion por Bonferroni, para la regién rs1519480 con edad de inicio temprana (x*=6.42,

p=0.0395).
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Subtipo de sintomas

Se obtuvo la informacidn de los subtipos de sintomas en 143 pacientes con TOC, los cuales fueron
agrupados con base en los cinco factores propuestos por Mataix-Cols et al."> A continuacién se
presenta la tabla que contiene la frecuencia de los genotipos, asi como de los alelos encontrados

en la muestra de acuerdo al subtipo de sintomas y por género.

Tabla XIV. Frecuencias de genotipos y alelos de las regiones analizadas por género y subtipo de sintomas

| Hombres | Mujeres

rs6265

GG GA AA G A GG GA AA G A
Factor 1 7(0.88) 1(0.13) 0(0.0) 15(0.94) 1(0.06) 2 (0.67) 1(0.33) 0(0.0) 5(0.83) 1(0.17)
Factor 2 17 (0.77) 5(0.23) 0(0.0) 39(0.89) 5(0.11) 14 (0.82) 3(0.18) 0(0.0) 31(0.91) 3(0.09)
Factor 3 14 (0.78) 4(0.22) 0(0.0) 32(0.89) 4(0.11) 21(0.72) 8(0.28) 0(0.0) 50(0.86) 8(0.14)

Factor 4 15 (1.0) 0(0.0) 0(0.0) 30 (1.0) 0(0.0) 15 (0.60) 8(0.32) 2(0.08) 38(0.76) 12 (0.24)
Factor 5 1(1.0) 0(0.0) 0(0.0) 2(1.0) 0(0.0) 3(1.0) 0(0.0) 0(0.0) 6(1.0) 0(0.0)
rs1519480

GG GA AA G A GG GA AA G A
Factor 1 3(0.42) 2(0.29) 2(0.29) 8(0.57) 6 (0.43) 0(0.0) 3(1.0) 0(0.0) 3(5.0) 3(5.0)

Factor2 | 5(0.24) 13(0.62) 3(0.14) 23(0.55) 19(0.45) | 5(0.31) 8(0.50) 3(0.19) 18(0.56) 14 (0.44)
Factor3 | 7(0.47) 6(0.40) 2(0.13) 20(0.67) 10(0.33) | 5(0.23) 11(0.42) 9(0.35) 23(0.44) 29 (0.56)
Factor4 | 5(0.38) 8(0.62) 0(0.0) 18(0.69) 8(0.31) | 8(0.33) 10(0.42) 6(0.25) 26(0.54) 22 (0.46)

Factor 5 0(0.0) 0(0.0) 1(1.00  0(0.0) 2(1.0) 0(0.0) 3(1.0) 0(0.0) 3(5.0) 3(5.0)
rs7124442

TT CT CC T C TT CT CC T C
Factorl | 3(0.38) 4(0.50) 1(0.13) 10(0.63) 6(.38) | 1(0.33) 1(0.33) 1(0.33) 3(5.0) 3(5.0)

Factor 2 15(0.71)  6(0.29) 0(0.0) 36(0.86) 6(0.14) 8(0.50) 6(0.38) 2(0.13) 22(0.69) 10(0.31)
Factor 3 11(0.65) 5(0.29) 1(0.06) 27(0.79) 7(0.21) | 16(0.62) 7(0.27) 3(0.12) 39(0.75) 13(0.25)
Factor 4 10(0.77)  3(0.23) 0(0.0) 23(0.88) 3(0.12) | 13(0.54) 11(0.46) 0(0.0) 37(0.77) 11(0.23)
Factor 5 1(1.0) 0(0.0) 0(0.0) 2(1.0) 0(0.0) 1(0.33) 2(0.67) 0(0.0) 4(0.67) 2(0.33)

Factor 1: simetria, orden, repetir, contar; Factor 2: sexuales, religiosas, somaticas; Factor 3: agresion, revisar; Factor 4: contaminacion, limpieza;
Factor 5: atesorar.
No se encontrd una asociacion clara entre algun alelo o genotipo y los subtipos de sintomas. La
Unica asociacion estadisticamente significativa tras la correccion de Bonferroni se encontro para el
factor de obsesiones de contaminacién y compulsiones de limpieza en la regidén rs6265 al
comparar la frecuencia observada por alelos entre hombres y mujeres (x2=6.69, p=0.0096), asi

como una tendencia en el analisis por genotipo para este mismo factor (x2=8.0, p=0.0182).
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Gravedad de los sintomas

El analisis de asociacidn entre genotipos y alelos y la gravedad de los sintomas se realizé por
medio de ANOVA'’s, utilizando la puntuacion total en la subescala de gravedad de Yale-Brown y por
la puntuacidon de la subescala de obsesiones y subescala de compulsiones de este mismo
instrumento. En el analisis del rs6265, se dividié a la muestra entre portadores del alelo A (Met)
comparado con los no portadores del alelo A. Del mismo modo, el andlisis de los rs1519480 y
rs7124442 fue llevado a cabo agrupando a los pacientes con base en la portacion de las dos
variantes genéticas para cada una de las regiones. El procedimiento anterior fue realizado de esta
forma debido a que hasta la fecha no existen reportes que sugieran alelos de riesgo para el

desarrollo del TOC para estas regiones.

De esta manera, el analisis estadistico no mostré diferencias estadisticamente significativas en la
comparacidon general entre casos y controles, ni en la comparacién por género entre casos y

controles con ninguna de las tres regiones analizadas (Tablas XV, XVIy XVII).

Tabla XV. Andlisis por ANOVA entre la portacion de alelos y puntuacion total en Y-BOCS por region y
género

Total Hombres Mujeres

Grupo Promedio DE p Promedio DE p Promedio DE p

GG 25.77 7.52 26.44 6.71 25.24 8.24 0.55
rs6265 GA+AA  26.44 650 28 | 26.40 638 0% | 2645 6.84

GG 25.15 8.53 055 26.75 5.78 081 23.47 9.26 0.27
151519480 GA+AA  25.99 6.58 26.32 5.78 25.76 7.13

GG+GA  25.20 7.25 0.08 26.24 6.47 0.51 24.25 7.84 0.08

AA 27.92 6.62 27.88 6.36 27.94 6.92

TT 25.66 6.92 0.83 26.68 6.83 0.74 24.59 6.93 0.50
157124442 CT+CC 25.93 7.50 26.10 5.23 25.82 8.64

TT+CT 25.89 7.02 0.44 26.85 6.38 071 25.42 7.57 0.35

CcC 23.88 8.98 28.50 4.95 22.33 9.83

DE, desviacion estandar.
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Tabla XVI. Andlisis por ANOVA entre la portacion de alelos y puntuacién en subescala de obsesiones de Y-
BOCS por regién y género

G Total Hombres Mujeres
rupo Promedio DE p Promedio DE p Promedio DE p
GG 12.38 4.65 13.41 3.40 13.04 4.12
rs6265 GA+AA  13.63 338 21 1370 203 98 1359 314 %7
GG 13.53 3.99 14.00 3.31 13.00 3.43
rs1519480 GA+AA  13.13 3.39 0.57 13.32 3.38 0.46 13.00 4.68 10
GG+GA 13.06 3.65 023 13.52 3.32 0.86 12.63 3.91 015
AA 14.00 3.19 ’ 13.75 3.69 ’ 14.11 3.05 ’
TT 13.47 3.34 13.66 3.55 13.26 3.12
rs7124442 CT+CC 12.93 3.81 0.39 13.30 2.66 0.69 12.71 4.37 0.53
TT+CT 13.26 3.52 0.84 13.54 3.31 0.99 13.02 3.69 091
CcC 13.00 4.04 ’ 13.50 2.12 ’ 12.83 4.67 ’

DE, desviacion estandar.

Tabla XVII. Andlisis por ANOVA entre la portacion de alelos y puntuacion en subescala de compulsiones de
Y-BOCS por regién y género

G Total Hombres Mujeres
e Promedio DE p Promedio DE p Promedio DE p
GG 12.38 4.65 13.02 3.9 11.75 5.24
rs6265 GA+AA  12.88 453 %9 1590 357 %9 186 450 939
GG 13.53 3.99 12.75 5.03 10.44 6.27
151519480 GA+AA 13.13 3.39 0.57 13.03 3.04 0.79 12.41 4.72 0.16
GG+GA 11.66 5.70 026 12.74 3.90 034 11.28 5.38 0.07
AA 12.66 4.10 ’ 14.13 3.09 ’ 13.83 4.03 ’
TT 12.23 4.78 13.05 3.99 11.34 4.88
rs7124442 CT+CC 12.65 4.34 0.61 12.80 3.32 0.81 12.56 5.42 0.32
TT+CT 12.50 4.47 033 12.90 3.78 0.44 12.14 5.0 0.23
CcC 10.88 6.42 ’ 15.00 2.83 ’ 9.50 6.86 ’

DE, desviacion estandar.

ANALISIS POR HAPLOTIPOS EN CASOS Y CONTROLES

Se realizd un andlisis por haplotipos con 283 sujetos control y 253 pacientes con TOC, de los cuales
se contd con informacion clinica de 131 paciente (51.8%). Los haplotipos estuvieron conformados
por las tres regiones analizadas, es decir rs6265/rs1519480/rs7124442. El andlisis estadistico fue
realizado mediante el programa THESIAS,” el cual mostré que las tres regiones se encontraban en

equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0.05).

En la tabla XVIII se presentan los resultados del andlisis por haplotipos entre casos y controles. El

haplotipo mas frecuente en la muestra estudiada, fue el denominado GGT (alelo G en la regidn
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rs6265, alelo G en la regién rs1519480 y alelo T en la regidn rs7124442), por lo que fue empleado

como referencia para el calculo del riesgo de los haplotipos expresados en poblaciéon mexicana.

Se encontré un haplotipo de proteccién el AGT para el desarrollo del TOC, ya que como se muestra
en la tabla XVIII se encuentra presente con mayor frecuencia en el grupo control (0.142) que en el
grupo con TOC (0.003). Ademads, se encontré que el haplotipo AAT podria representar un
haplotipo de riesgo casi tres veces mayor para el desarrollo de TOC, comparado con el grupo de

controles (OR=2.8 [1.43-5.38], p=0.002).

Tabla XVIII. Andlisis por haplotipos de las variantes del gen BDNF en pacientes con TOCy
sujetos controles utilizando el programa THESIAS

Haplotipos Frecuencias Odds ratio Valor
Controles Casos
rs6265 rs1519480 rs7124442 (283) (253) [95%, CI] p

G G T 0.411 0.432 Referencia*
G G C 0.142 0.143 1.04 [0.69-1.57] 0.847
G A T 0.157 0.221 1.38 [0.96-1.99] 0.0857
G A C 0.037 0.063 1.92 [0.86-4.25] 0.1087
A G T 0.143 0.003 0.02 [0.002-0.17] 0.00041
A G C 0.046 0.012 -
A A T 0.040 0.105 2.78 [1.43-5.44] 0.00245
A A C 0.024 0.021 -

*El haplotipo mas frecuente.

Resulta interesante que la Unica diferencia entre el haplotipo de proteccion y el de riesgo es la
presencia del alelo A para el de proteccién y el alelo G para el de riesgo en la segunda regién

(rs1519480).

El analisis de haplotipos con las variables clinicas edad de inicio, gravedad de sintomas obsesivo-
compulsivos (puntuacién total, puntuacion en subescala de obsesiones y puntuacion en subescala
de compulsiones), asi como el andlisis por género, no demostré ninguna asociacion

estadisticamente significativa. Los resultados se presentan en la tabla XIX.

53



Tabla XIX. Analisis de variables clinicas por haplotipos en pacientes con TOC

Haplotipo

GGT
GGC

GAT

GAC
AGT
AAT

AAC

Género

Odds ratio
[IC 95%)]

0.49
[0.26-0.95]
0.75
[0.44-1.27]
0.70
[0.25-1.95]
0.00
0.78
[0.4-1.5]
1.21
[0.35-4.22]

0.04

0.28

0.49

0.46

0.76

Edad de inicio

Odds ratio
[IC 95%]

0.048
[-4.62-4.71]
-0.82
[-4.36-2.72]
-1.20
[-7.55-5.15]
0.00
-0.13
[-4.52-4.27]
4.85
[-4.51-14.22]

0.98

0.65

0.71

-0.056

0.31

TOC, Trastorno obsesivo-compulsivo; IC, intervalo de confianza.

Y-BOCS-total

Odds ratio
[IC 95%)]

Referencia

-0.20
[-2.90-2.51]
0.99
[-1.88-3.86]
1.49
[-2.19-5.18]
0.00
1.50
[-2.09-5.1]
-7.58
[-15.43-0.28]

0.89

0.50

0.43

0.41

0.06

YBPCS-obsesiones

Odds ratio
[IC 95%)]

-0.06
[-1.53-1.41]
0.41
[-1.07-1.88]
-0.53
[-2.87-1.82]
0.00
0.79
[-1.26-2.85]
0.46
[-3.34-4.27]

0.94

0.59

0.66

0.45

0.81

Y-BOCS-

compulsiones

Odds ratio
[IC 95%)]

0.40
[-1.34-2.14]
1.04
[-0.70-2.78]
1.58
[-1.00-4.16]

1.55
[-0.56-3.66]
-10.91
[-26.32-4.5]

0.65

0.24

0.23

0.15

0.17
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ESTUDIO DE ASOCIACION BASADO EN FAMILIAS

En el analisis de asociacidn basado en familias se incluyé a 109 pedigrees (294 personas) y los tres
marcadores (rs6265, rs1519480 y rs7124442). El analisis mediante el programa FBAT no mostré la

transmision de algun alelo particular para cada una de las tres regiones analizadas (Tabla XX).

Tabla XX. Analisis por FBAT de la transmisidn alélica de las 109 familias con TOC

Regién Alelo Frech.anua Nume.rf) de s E(S) Var(s) 7 5
alélica familias
rs6265 G 0.823 34 54.000 48.000 11500 1.769  0.0768
A 0.177 34 18.000 24.000 11500 -1.769  0.0768
rs1519480 G 0.564 49 60.000 52.000 18.500 1.860  0.0629
A 0.464 49 46.000 54.000 18.500 -1.860  0.0629
T 0.809 35 50.000 47.500 10.250 0.781  0.4349
rs7124442 C 0.191 35 20.000 22,500 10.250 -0.781  0.4349

Finalmente, el analisis cuantitativo por regiones y por haplotipos de las variables clinicas no pudo

ser realizado debido a que no se tuvieron suficientes familias informativas para llevarlo a cabo.
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PARTE IV

DIScUSION

El estudio de la genética del Trastorno obsesivo compulsivo ha sido explorado en poblacién
mexicana desde hace varios afios, encontrando hasta la fecha diversos hallazgos con varios genes
candidatos. El presente estudio constituye el de mayor tamafio de muestra que se ha realizado en
nuestra poblacion y uno de los tres estudios de asociacion mas grandes realizados entre el gen

BDNF y el TOC.

Los datos demograficos de nuestra muestra no difieren de lo reportado en la literatura cientifica
sobre pacientes con TOC. Encontramos que los sintomas obsesivo-compulsivos inician
significativamente de forma mas temprana en los pacientes de género masculino (17.40 + 8.28
afios) que en los de género femenino (23.05 + 9.94 afios). Como se menciond, el punto de corte
para definir a los pacientes con inicio temprano e inicio tardio del TOC fue a los 20 afios de edad,
gue corresponde a la edad promedio de la muestra total; en este estudio no encontramos
diferencias entre ambos grupos, como ocurrié en otro estudio.® La diferencia de edad entre los
sujetos control y los pacientes con TOC resultd estadisticamente significativa ya que la edad
promedio del grupo control (46.28 afios) es mayor a la del grupo de casos y es superior a la edad

en que el 99.3% de los pacientes con TOC inicié con la sintomatologia.

La puntuacién promedio en la gravedad de los sintomas obsesivo-compulsivos de nuestra muestra
fue mayor a la reportada en otros estudios de asociacion con el gen BDNF,******* |o cual podria
deberse al hecho de que en la mayoria de los casos, la evaluacidn clinica y la extraccién de DNA a

partir de sangre periférica ocurrié en las primeras ocho semanas de su tratamiento. No obtuvimos
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diferencias significativas cuando se buscé asociacion entre las distintas variables y la gravedad de

los sintomas en ninguno de los grupos analizados.

Los pacientes de nuestra muestra presentaron comorbilidad con al menos un diagndstico
psiquiatrico en el 69.4% de los casos, siendo el mas frecuente el de tipo afectivo (47.8%), de

acuerdo a lo publicado en otros estudios.”****

En segundo lugar identificamos los trastornos del
espectro obsesivo-compulsivo, encontrados en un 27.1% de la muestra total (23.7% de los
hombres y 29.3% de las mujeres); estos trastornos, cuando se buscan de forma propositiva en

pacientes con TOC es frecuente identificarlos, lo que se vio reflejado en nuestra muestra y resalta

la importancia de que formen parte de la evaluacion clinica de los pacientes con TOC.

Por otro lado, la comorbilidad con los Trastornos de ansiedad se identifico en 23.3% de los
pacientes (18.6% de hombres y 26.7% de mujeres). Nuestros resultados, al igual que reportes

76,77

previos, apoyan la hipétesis de que el TOC no pertenece a los Trastornos de ansiedad y apoya

la existencia de un espectro obsesivo-compulsivo, contrario a lo reportado por Bienvenu et al’® y

Nestadt et al.”

Como se menciond en los resultados, fueron excluidos los pacientes con diagndstico primario de
TOC que tuvieran comorbilidad con algln trastornos psicético crénico, es decir, aquellos que
presentaran el fendmeno esquizo-obsesivo, de acuerdo a los criterios de Ldyzaga et al;¥® sin
embargo, si se incluyd a seis pacientes con diagnéstico de TOC (4.5%) que presentaron sintomas
psicoticos sin ser consecuencia de un trastorno psicético crdnico, ya que se observé que derivaron

de la obsesién que evoluciond a la pérdida del insight y alcanzé con esto una cualidad delirante.
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La historia familiar de TOC y TEOC (incluidos los trastorno por tics), no fue analizada debido a la
baja frecuencia encontrada en nuestra muestra. Cabe mencionar que para la realizacion de este
estudio, solo se considerd positivo el antecedente de historia familiar de TOC o TEOC cuando el
probando refirid con certeza el diagndstico en algun familiar de primer grado con la intenciéon de
gue pudiéramos evaluar si realmente habia una asociacién con esta variable. En los casos en los
que el paciente referia datos altamente sugestivos de sintomas obsesivo-compulsivos o del
espectro no fueron considerados para el andlisis, lo que puede explicar la diferencia en la

prevalencia de historia familiar positiva reportada en otro estudio.*®

La distribucién de los sintomas obsesivo-compulsivos en los pacientes de la muestra fue similar a
la reportada en otros estudios de analisis factorial en TOC.>** Los sintomas mas frecuentes fueron
las obsesiones de agresion con compulsiones de revision, seguido por las obsesiones de tipo
religioso, sexual y somatico, y por las obsesiones de contaminacién y compulsiones de limpieza.
Cabe mencionar que en los casos en los que el sintoma principal no pertenecia a alguna de estas
dimensiones sintomaticas, se utilizo el siguiente sintomas mas intenso que el paciente presentara
para clasificarlo en alguno de los factores del modelo utilizado, el cual es una modificacion al
propuesto por Mataix-Cols et al** ya que en un estudio realizado previamente en la Clinica de TOC
y TEOC de este Instituto’ se encontré que este modelo es adecuado para la clasificacion de los

sintomas en nuestros pacientes.

Hall et al** encontraron una asociacién entre el polimorfismo Val66Met de la region rs6265 del gen
BDNF y el TOC; en su estudio reportan que el alelo Met es poco transmitido, sugiriendo y asociado

también con un efecto protector para el inicio de los sintomas. Desde que fue descrita esta
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asociacién se ha intentado replicar estos resultados y por lo menos hay ocho estudios publicados

45,46,47,48,49,50,51,52

con resultados negativos; sin embargo, en algunos de ellos se han obtenido

resultados que sugieren que si podria haber una asociacion.

Por ejemplo, Hemmings et al,*® con una muestra de 112 pacientes con TOC caucasicos africanos
identific6 que las mujeres portadoras de al menos un alelo Met tenian puntuaciones
significativamente menores de gravedad de los sintomas que las mujeres homocigotas Val/Val; en
los hombres, a diferencia de Hall et al,** encontrd que los portadores de un alelo Met tenian una
edad de inicio mas temprana, con incremento de la probabilidad de presentar TOC con cada alelo
Met adicional que presentaran, pero al no obtener un efecto significativo en mujeres, concluye
que el incremento de riesgo es aparente.

Katerberg et al*® increment6 la muestra estudiada por Hemmings et al*

(419 pacientes en total),
con lo que identificé una tendencia hacia la significancia entre el genotipo Val/Val y el factor de
obsesiones sexuales y religiosas; ademas, las mujeres con el genotipo Met/Met tuvieron una edad
de inicio estadisticamente significativa menor a la que presentaban las mujeres con genotipo

Val/Val y Val/Met (p=0.002), y tendencia a menor gravedad de los sintomas en las mujeres

portadoras de al menos un alelo Met comparado con las no portadoras.

En este uUltimo estudio se incluyeron pacientes con TOC subclinico, y ya que por si mismo el TOC es
una entidad altamente heterogénea, el incluir casos de TOC subclinico puede incrementar esta
heterogeneidad, interfiriendo asi con la capacidad de identificar una asociacion estadisticamente
significativa. No se menciona la proporcidn de pacientes que cumplieron los criterios diagndsticos
de TOC, pero llama la atencién que la puntuacién promedio reportada por los autores para su
muestra en la Y-BOCS es similar a la reportada en otras muestras de pacientes con diagndstico
categérico de TOC. Para conocer si el haber incluido a estos pacientes influyé en que sélo se

identificaran tendencias, habria sido importante que se reportaran los resultados de esta
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submuestra y si hubo o no diferencias significativas entre los pacientes con el sindrome subclinico

y aquellos que cumplieron criterios para el diagndstico categorico de TOC.

El presente estudio, apoya consistentemente una asociacién entre el alelo G (alelo Val) de la
region rs6265 y el TOC, de forma que apoya los hallazgos reportados por Hemmings et al* y

Katerberg et al,"® y de forma indirecta, lo reportado por Hall et al.*

Por otro lado, nuestro estudio encuentra también asociacién con el alelo G de la regién rs1519480
y pacientes con TOC. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los pacientes
con TOC al comparar entre hombres y mujeres, por edad de inicio temprana o tardia ni por la

gravedad del trastorno.

Al realizar el analisis por subtipo de sintoma considerando el modelo de cinco factores, la Unica
diferencia estadisticamente significativa identificada fue para la dimensién de obsesiones de
contaminaciéon y compulsiones de limpieza al comparar frecuencias de alelos entre hombres y
mujeres que presentaron sintomas de este subtipo (x2=6.69, gl=1, p=0.0096). Esta asociacidn

parece estar dada por una mayor frecuencia del alelo G en la regidn rs6265 en hombres.

En cuanto a las regiones rs1519480 y rs7124442, éste es el primer estudio en analizarlas ya que los
estudios de asociacion entre el gen BDNF y el TOC se han concentrado en analizar el polimorfismo
Val66Met principalmente, de forma que éste es el primer estudio en reportar una asociacién entre

el alelo G de la regién rs1519480 y el TOC.
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El analisis de asociacion basado en familias no mostro diferencia estadisticamente significativa en
la transmision de alelos; sin embargo, los resultados parecen sugerir que el alelo G es mas
transmitido para las regiones rs6265 y rs1519480, pero debido a que el método utiliza Unicamente
a padres informativos (heterocigotos) no alcanzé la significancia estadistica, por lo que debera
incrementarse el tamafio de la muestra en un estudio posterior. Los estudios de asociacion
basados en familiares evitan el efecto que pudiera tener una estratificacién poblacional, de forma
gue corroborar esta asociacion confirmaria los resultados obtenidos en el estudio de asociacién de

casos y controles.

El andlisis por haplotipos mostré que en poblacidn mexicana se expresan seis diferentes
haplotipos con una frecuencia mayor al 2%. Se encontré una mayor frecuencia del haplotipo AAT
en pacientes TOC comparado con controles (10.5% vs 4.1%, respectivamente), incrementando casi
tres veces el riesgo de desarrollar TOC (OR=2.8, IC 1.43-5.38, p=0.002). Del mismo modo,
observamos una menor frecuencia del haplotipo AGT en pacientes TOC (0.3%) que en la muestra
control (14.3%), lo que podria sugerir que es un haplotipo de proteccién para el TOC. Resulta
interesante mencionar que la portacion de una u otra variante del rs1519480 podria ser

determinante en el riesgo o no a desarrollar el TOC.

Hall et al** realizé un analisis de haplotipos en 164 familias tipo trio utilizando la region Val66Met y
seis SNP diferentes a los empleados en nuestro estudio, encontrando hallazgos similares a los
nuestros; reporta la presencia de un haplotipo de protecciéon que porta el alelo Met (alelo A) en
pacientes con TOC. Sin embargo, nuestros datos no apoyan una asociacién entre el haplotipo de
proteccién y un inicio de los sintomas mas tardio. Un estudio posterior no encuentra asociacién
entre haplotipos conformados con cinco marcadores, incluyendo el rs6265, en una muestra de

pacientes con TOC comparado con controles.”’
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Los hallazgos obtenidos en este estudio podrian indicar que las regiones rs6265 y rs1519480 se
encuentran asociadas con el TOC, o que otra region cercana a dichas regiones podrian estar
actuando en desequilibrio de enlace para el desarrollo del trastorno, ya que como se menciong, la
asociacién identificada fue con el trastorno como entidad nosoldgica, manteniéndose al subdividir
a los casos por género, pero sin que se encontraran diferencias estadisticamente significativas al
comparar a los sujetos con TOC con base en sus variables demograficas y clinicas, a excepcion del
factor de obsesiones de contaminacion y compulsiones de limpieza, que mostré estar fuertemente
asociado con la portacién del alelo G de Val66Met en la muestra de hombres. Lo anterior podria
indicar que el alelo G podria ser un alelo de riesgo para el desarrollo de obsesiones de
contaminacion y compulsiones de limpieza en pacientes TOC hombres. Sin embargo, este hallazgo

deberd ser comprobado en una muestra de mayor tamanio.

Resulta particularmente llamativo el hecho de que si se observa la figura 2, la region rs7124442,
con la que no se identifico asociacion alguna, se encuentra justamente entre las regiones rs6265 y

rs1519480 y al haber desequilibrio de enlace, se transmiten juntas.

Por otra parte, se ha descrito que el alelo Met de la region rs6265 afecta el transito intracelular y
la secrecion de la molécula madura, lo que se ha relacionado en modelos animales con la
presencia de conductas ansiosas que no responden a la administracién de antidepresivos,® pero
hasta el momento no se conoce una posible explicacidn bioldgica de la asociacion entre la variante
Val y psicopatologia, aunque debemos recordar que el gen BDNF ha resultado particularmente
dificil de estudiar por su complejidad, incluso varios autores reportan numeros de exones
diferentes, de los que se conoce que sélo uno da origen a la molécula madura y algunos exones
cuentan con sus propias regiones promotoras y dan origen a diversos transcritos de los que hasta

el momento se desconoce con certeza su funcién. De esta forma, el gen BDNF constituye un gen
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altamente regulado cuyos mismos transcritos parecen tener propiedades de regulacion (RNA
reversa, una molécula madura cuya funcién resulta totalmente opuesta a la de su precursor, etc.),
lo cual con frecuencia se observa en los sistemas bioldgicos cuando nos encontramos con un

producto cuya importancia es vital para la perpetuacién del sistema.>**>>8°9606%

Por ultimo, al ser éste el primer estudio en el que se encuentra una asociacién entre la regién
rs1519480 y el desarrollo del TOC, resulta importante replicar estos hallazgos en otras

poblaciones.

Dentro de las limitaciones del presente estudio se encuentra el hecho de que la informacién clinica
solo estuvo disponible en el 55% de los pacientes con TOC incluidos en el estudio. Los datos
demogrificos y clinicos provienen de registros clinicos retrospectivos, lo cual podria no parecer
ideal, aunque no es importante la temporalidad de estos datos, excepto los de gravedad de los
sintomas obsesivo-compulsivos, ya que independientemente del momento en que se evallen no
hay cambios en las variables analizadas en este estudio, como el género, la edad de inicio, la

comorbilidad, etcétera.

Por otro lado vale la pena mencionar que estos registros clinimétricos son altamente confiables, ya
gue los instrumentos fueron aplicados por psiquiatras expertos en TOC y se conservan en un
expediente clinimétrico individual para cada paciente, constituyendo esto una fortaleza del

estudio.

Asimismo, la clasificacion de los sintomas en cinco subtipos no deriva de un analisis factorial

realizado para este estudio, mas se ha realizado un andlisis factorial con los pacientes de la Clinica
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de TOC y TEOC previamente,” encontrandose que los cinco factores en los que se dividié la

muestra son apropiados.

Para el estudio de asociacién basado en familias sélo se contdé con 109 familias, de las que menos
de la mitad fueron informativas, de forma que la n de familias incluidas en el estudio redujo la
capacidad del programa para identificar una asociacion; sin embargo, los resultados obtenidos
indican que un incremento de la muestra puede apoyar los resultados presentados en este

estudio.

CONCLUSIONES

Las frecuencias de genotipos y alelos identificadas en nuestro estudio son semejantes a las

reportadas previamente en sujetos de origen mexicano.

Los hallazgos muestran una asociacién estadisticamente significativa entre el gen BDNF y el TOC;
en particular, las regiones rs6265 y rs1519480 presentaron una mayor frecuencia del genotipo GG

(val/val) y del alelo G en pacientes con TOC comparado con sujetos control.

Se encontro diferencia por género entre el gen BDNF y el factor de obsesiones de contaminacion y
compulsiones de limpieza, debido a una mayor portacién del alelo G en hombres en la regién
rs6265 al compararse con las mujeres. Las demds variables clinicas y demograficas analizadas no

mostraron diferencias estadisticamente significativas.

El analisis por haplotipos de las regiones rs6265/rs1519480/rs7124442 mostrd la expresion de seis

haplotipos en poblacion mexicana, siendo el haplotipo mas frecuente el haplotipo GGT.

El haplotipo AAT incrementa 2.8 veces mas el riesgo de presentar TOC, encontrandosele en el

10.5% de los casos.
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El haplotipo AGT se presenta como un probable haplotipo de proteccién para el desarrollo del

TOC.

No se encontrd que alguno de los haplotipos se asociara con alguna de las variables clinicas y

demograficas en pacientes con TOC.

El analisis de asociacion basado en familias no mostré diferencias estadisticamente significativas
en la transmisién de un alelo en particular entre alguna de las regiones analizadas del gen BDNF y
el TOC; sin embargo, los resultados sugieren una mayor transmisidn del alelo G de las regiones

rs6265 vy rs1519480.

Para estudios posteriores, seria importante incrementar el nimero de familias incluidas en el
anadlisis con FBAT, asi como analizar la frecuencia en que se presentan las variantes de la regidn

rs1519480 del gen BDNF en otras poblaciones.
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