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RESUMEN

Antecedentes: |la evidencia acumulada indica que las alteraciones en el sistema de la
serotonina (5-HT) estan relacionadas con cambios en el comportamiento alimentario. El
transportador de serotonina esta codificado por el gen SLC6A4 y ha sido un candidato
interesante para el tipo restrictivo de anorexia nerviosa (AN-R) y la bulimia nerviosa
purgativa (BNP). Se han identificado variantes funcionales en la region codificante que
podrian contribuir a comprender el papel de este gen en los trastornos alimentarios. El
objetivo fue identificar variantes genéticas en cinco exones del gen SLC6A4 mediante la
secuenciacion por el método de Sanger en pacientes con anorexia nerviosa restrictiva,
bulimia nerviosa purgativa y un grupo de controles sanos.

Método: La muestra consistié en 86 pacientes y 50 sujetos sanos. Obtuvimos muestras
de ADN de todos los sujetos y realizamos analisis de secuencia por Sanger de los exones
1, 2, 3, 8y 9. Las secuencias de todas las muestras se compararon con la secuencia de
referencia del gen SLC6A4.

Resultados: El analisis de secuencia de los cinco exones del gen no identificé variantes
raras, pero se observaron diversas variantes de baja frecuencia. En el fenotipo restrictivo,
observamos dos variantes nuevas (g.130delA y c.1740G>A, tres variantes sinénimas
(rs57172732, rs55908624, rs74478645) y una variante sin sentido (L90F) considerada
como deletérea y dafina.

En el fenotipo purgativo, identificamos dos variantes nuevas (9.295C> G y ¢.1725G>A), y
el no sinénimo (c.1273A>T1425V), reportado como variante benigna. Interesantemente,
observamos la variante 425V en tres pacientes con BN, la cual previamente se identifico

en pacientes con un trastorno del espectro obsesivo-impulsivo.

Conclusion: Los resultados del estudio sugieren que cambios en la secuencia del gen
SLC6A4 estan relacionadas con un posible dafo o ganancia en la funcién de la proteina
transportadora y podrian estar involucrados en la susceptibilidad a desarrollar anorexia
nervosa restrictiva y bulimia nervosa purgativa; sin embargo, los hallazgos obtenidos
deben considerarse como preliminares hasta que se repliquen en una muestra de mayor

tamano.

Palabras clave: fenotipo restrictivo; fenotipo purgativo; transportador de serotonina,

secuenciacion, SLC6A4; exones, variantes genéticas.



ABSTRACT

Background: Accumulating evidence indicates that alterations in the serotonin system are
related to changes in eating behavior. The serotonin transporter is encoded by the
SLC6A4 gene and has been an interesting candidate for anorexia nervosa- restrictive type
(AN-R) and bulimia nervosa (BN). Interestingly, functional variants have been identified in
the coding region that could contribute to understand the role of this gene in eating
disorders. The aim was to identify genetic variants in five exons of SLC6A4 gene using
Sanger-sequencing in anorexia nervosa-restrictive, bulimia nervosa patients, and a control
group.

Method: The sample consisted of 86 patients and 50 control subjects. We obtained DNA
samples from all subjects and performed Sanger-sequence analysis of the 1, 2, 3, 8 and 9
exons. The sequences were compared with the reference sequence of the SLC6A4 gene.
Results: The sequence analysis of the five exons of the gene did not identify rare variants,
but observed several low frequency variants. In the restrictive phenotype, we observed two
novel variants (g.130delA and c¢.1740G>A), three synonymous variants (rs57172732,
rs55908624, rs74478645) and a missense variant (L90F) reporting a probably deleterious
and damaging variant.

In purgative phenotype, we identified two novel variants (9.295C>G and ¢.1725G>A), and
the non-synonymous (rs28914832/1425V), reported as benign. Interestingly, we observed
the 425V variant in three patients in the purgative phenotype, variant that previously was
reported in patients with the obsessive-impulsive spectrum.

Conclusion: Our study suggests that variants in the gene sequence of the SLC6A4 are
related with a possible damaging or gain-of-function of protein transporter and may be
involved in the susceptibility to develop anorexia nervosa restrictive and bulimia nervosa
purgative. However, the present findings should be considered as preliminary until will be
replicated in large samples.

Keywords: Anorexia Nervosa; Bulimia Nervosa; serotonin transporter; sequencing;

SLC6A4; exon; genetic variants.



1. INTRODUCCION

Los trastornos de la conducta alimentaria (TCA) y de la ingestion de alimentos son
patologias en las que los patrones de consumo de alimentos se ven severamente
alterados. Los TCA incluyen anorexia nervosa (AN), bulimia nervosa (BN) y trastorno
alimentario no especificos (TANE’s) (DSM-1V). Los TCA son afectaciones complejas que
suponen severas modificaciones de actitudes y conductas relacionadas con la ingestion
de alimentos en respuesta a distorsiones perceptivas sobre las dimensiones corporales,
asi como el miedo fobico a engordar. Este tipo de trastornos, se encuentran entre las
enfermedades mentales de mayor letalidad en el mundo. En México se ha considerado un
problema de salud publica, ya que su prevalencia se situa alrededor del 2-3% de la
poblacién femenina adolescente y juvenil. En México, los casos de TCA han aumentado
exponencialmente, siendo la AN y BN més comun en mujeres jovenes adolescentes.

Hasta la fecha, no se conoce la etiologia de los TCA; sin embargo, se sugiere que
es un trastorno multifactorial, como resultado de una compleja interaccién de factores
predisponentes, precipitantes y perpetuantes, los cuales incluyen a factores
socioculturales, psicolégicos y bioldgicos (Strober et al., 2000). Se estima que los TCA
tienen componentes heredables y se ha sugerido que juegan un papel importante en la
etiologia.

Diversos hallazgos reportan alteraciones en la neurotransmision serotoninergica
asociada a los TCA, como lo demuestran los estudios en modelos animales que reportan
alteraciones del sistema serotoninérgico resultando en cambios de los estados
emocionales y alteraciones en la sefal de la saciedad (Duhault et al., 1993; Haleem D.,
2009). El transportador de serotonina (5-HTT/SERT) es una proteina clave que se
encarga de regular la disponibilidad de serotonina (5-HT) en el cerebro y mantener la
homeostasis serotoninérgica. Estudios genéticos reportan que el gen del transportador de
serotonina, el SLC6A4, es un candidato clave en el desarrollo de AN y BN. Nuestro grupo
reportd previamente una variante rara y comun asociada a AN y BN, otros hallazgos han
identificado variantes raras que confieren ganancia o pérdida de funcién de la proteina
(Camarena et al., 2012; 2018; Prassad et al., 2009). Resulta interesante identificar
variantes en el gen SLC6A4 en pacientes que presenten trastornos de la conducta

alimentaria y en un grupo de controles sanos de la poblacién mexicana.



2. ANTECEDENTES

2.1 Definicion de los trastornos de la conducta alimentaria

Los trastornos de la conducta alimentaria son alteraciones en los patrones de la
conducta alimentaria y causa un deterioro significativo de la salud fisica y el
funcionamiento psicosocial (APA., 1994). Los TCA incluyen los diagnosticos de anorexia
nervosa (AN), bulimia nervosa (BN) y TANE’s (figura 1) de acuerdo con los criterios
diagnosticos del DSM-IVTR, utilizados para el diagnostico de los pacientes en el estudio.

Trastornos de la conducta alimentaria

Anorexia nervosa (AN)

‘Bulimia nervosa (BN) ‘

i....| Trastorno

alimentario 1o |....}
especifico (TANE's)

Restrictivo
(ANR)

v

Compulsivo/purgativo

Purgativo

(ANCP)

(BNP)

No purgativo
(BNNP)

p -] .Y
R DSM-IV.-TR 1994; 2002 =W/
kK A =l

Figura 1. Clasificacion de los trastornos alimentarios, de acuerdo a los
criterios del DSM-IVTR. En la parte superior se incluyen a los diagnésticos
principales de AN, BN y TANE's. En la parte inferior, los subtipos diagndsticos de
anorexia nervosa restrictiva (ANR), anorexia nervosa compulsiva purgativa
(ANCP), bulimia nervosa purgativa (BNP) y bulimia nervosa no purgativa (BNNP).

Anorexia Nervosa (AN)

Se caracteriza por el rechazo a mantener el peso corporal igual o por encima del
valor minimo normal considerando la edad y la talla. También presentan miedo fébico a
ganar peso o convertirse en obeso, incluso estando por debajo del peso normal. Ademas,
los pacientes presentan alteraciones de la percepcion del peso o la silueta corporal,
exageracion en la autoevaluaciéon o negacion del peligro que representa un peso bajo y

presencia de amenorrea. Se incluyen dos subtipos:

La anorexia nervosa restrictiva (ANR) se caracteriza en que el individuo no recurre
regularmente a atracones, purgas o la provocacidon del vomito o uso excesivo de laxantes,

diuréticos o enemas, ademas de que realizan ejercicio de forma compulsiva.



La anorexia nervosa compulsiva purgativa (ANCP), se caracteriza por realizar
durante los ultimos tres meses, episodios recurrentes de purgas, vémito auto provocado o

utilizacion incorrecta de laxantes, diuréticos o enemas.

Bulimia nervosa (BN)

Se caracteriza por la presencia recurrente de atracones y purgas. La conducta de
atracon se caracteriza por la sobre ingestion de alimento en un corto espacio de tiempo,
menor a dos horas, acompanado de la sensacion de pérdida de control sobre la ingesta
de alimento (por ejemplo, sensacién de no poder parar de comer o no poder controlar el
tipo y la cantidad de comida que se esta ingiriendo). Después se realizan conductas
compensatorias inapropiadas de manera repetida con el fin de no ganar peso, como la
provocacion del vomito, uso excesivo de laxantes, diuréticos, enemas u otros farmacos.
Los atracones y las conductas compensatorias inapropiadas tienen lugar como promedio
al menos dos veces por semana durante un periodo de tres meses. Se identifican dos
subtipos:

Bulimia nervosa purgativa (BNP): Se caracteriza por realizar conductas de
autoinduccién del vémito, uso de laxantes, diuréticos o0 enemas en exceso al menos tres
veces por semana.

Bulimia nervosa no purgativa (BNNP): La persona presenta como principal forma
de conducta compensatoria el uso de laxantes, diuréticos o enemas en exceso, no recurre
a provocarse el vomito.

Cuando los elementos sintomaticos no son suficientes para integrar los
diagnosticos mencionados, se clasifican como trastornos de la conducta alimentaria no

especifica (TANE’s) en seis tipos (Tabla 1).

Tabla 1. Descripcion de los tipos de TANE's de acuerdo al DSM-IV-RT

Caracteristicas

TANE 1 Cumplen los criterios diagndsticos para AN pero la menstruacion es regular

TANE 2 Cumplen criterios diagnédsticos para AN excepto que presentan un IMC> 17.5

TANE 3 Cumplen criterios para BN pero los atracones y pugas aparecen menos de 2 veces por semana o
durante menos de 3 meses.

TANE 4 Empleo regular de conductas compensatorias inapropiadas después de ingerir pequerias
cantidades de comida

TANE 5 Masticar y expulsar, pero no tragar cantidades importantes de comida

TANE 6 Trastorno por atracén, presenta atracones recurrentes en ausencia de conductas compensatorias.

Cabe senalar que la salud de los pacientes con AN y BN se ve afectada por los
diversos grados de desnutricion y desequilibrios fisiolégicos, que producen diferentes




complicaciones, como la desnutricién; mientras que los vémitos auto-inducidos y el abuso
de laxantes conllevan a complicaciones clinicas presentes en la anorexia y bulimia

nervosa (tabla 2).

Tabla 2. Complicaciones clinicas en ANy BN

Desnutricion Pérdida de peso excesiva IMC<16
Amenorrea primaria o secundaria
Osteopenia/osteoporosis
Disminucion del volumen cerebral
Piel escamosa

Vomito auto inducido Reflujo gastroesofagico
Deshidratacién
Hipotermia
Desgaste del esmalte dental
Gingivitis
Hipertrofia parotidea

Uso de laxantes Deshidratacion
Tolerancia al efecto laxante
Acidosis metabdlica

Abuso de diuréticos Deshidratacion
Hipotensién arterial

Estudios clinicos han indicado la presencia de viraje en los subtipos diagndsticos
dentro en los primeros cinco afnos de la enfermedad. Diversas investigaciones, reportan
que entre el 20% y el 50% de las personas con ANCP desarrollaran con el tiempo BNP o
BNNP vy las estimaciones del cruce de BN a ANCP son bajas, con un 27%. De manera
interesante, no se ha documentado el cruce de BN a ANR (Bulik et al., 2005; 2010; Eddy
et al., 2008; Nishimura et al., 2008).

2.2 Fenotipos clinicos asociados en AN y BN

Los rasgos de la personalidad estan constituidos por la identidad personal y se
caracteriza por las distintas formas de percibir, de relacionarse, de pensar sobre el
entorno y sobre uno mismo que se ponen de manifiesto en una amplia gama de contextos
sociales y personales (Diaz-Marsa et al., 2000). En AN y BN se estima la presencia de
alteraciones de la personalidad del 53 al 93% (Garner., 1993; Barajas et al., 2017).

Existen modelos conceptuales que sirven para describir las relaciones causales y
correlacionales entre la personalidad y los trastornos alimentarios, como el modelo
propuesto por Hollander et al., (1995) que describe un modelo conceptual de rasgos
compulsivos-impulsivos, donde se ha descrito que hasta el 30% de pacientes con ANR
presentan caracteristicas compulsivas en su personalidad, aunado a rasgos de rigidez



cognitiva, persistencia, neuroticismo, evitacién al dano, inhibicién y perfeccionismo (Bulik
et al., 2003; Caballero et al., 2003; Yilmaz et al., 2018). En cambio, los rasgos impulsivos
son caracteristicos de los subtipos de ANCP y BN, donde se ha descrito que hasta el 40%

de los pacientes presenten el rasgo (Waxman S., 2009).

Compulsividad

Se define como la tendencia a realizar actos repetitivos, de manera habitual
o ritualizada para prevenir el efecto negativo, como el miedo fobico, la ansiedad y la
evitacion al dafio, que conlleva al deterioro funcional como la extrema delgadez en la ANR
(Chamberlain et al., 2005). Ademas, las compulsiones se centran en la alimentacion, el
peso y la forma del cuerpo, presentando pensamientos persistentes e intrusivos con
respecto a la comida, el aumento de peso y el exceso de ejercicio compulsivo son
caracteristicas comunes, lo cual puede contribuir a la pérdida de peso. La inflexibilidad
cognitiva y la atencién excesiva a los detalles parecen regular la ansiedad y mantener
conceptos complejos sobre la pérdida de peso (Chamberlain et al., 2018; Dalley et al.,
2011; Finerberg et al., 2014; Flores y Romo., 2008).

De manera interesante, se ha desarrollado la escala de Yale-Brown-Cornell Eating
Disorders scale (YBC-EDS), la cual es una entrevista que caracteriza y cuantifica las
preocupaciones y rituales asociados a los trastornos de la alimentacion (Thornton and
Rusell., 1997). La escala ha servido como un elemento en la evaluacion de la gravedad
de los sintomas y deterioro asociado con las preocupaciones y rituales observados en

pacientes con TCA (Mazure et al., 1994).

Impulsividad

De acuerdo con la definicibn de Zouk (2006), la impulsividad es un rasgo de
personalidad complejo relacionado con la tendencia a realizar acciones motoras rapidas,
no planeadas y con frecuencia ineficientes o incorrectas. Es también estudiado como un
constructo dimensional de cuatro facetas: 1) urgencia positiva o negativa, definida como la
tendencia a actuar de manera impulsiva cuando experimenta fuertes emociones; 2) falta
de planeacion, es la incapacidad para considerar las consecuencias de su
comportamiento; 3) sensacion de busqueda, es el deseo de experimentar emociones; 4)
dificultad para continuar con las tareas, es la incapacidad para persistir en actividades
cotidianas (Cyders et al., 2007). La urgencia negativa ha sido asociada con los episodios
de atracén y purga en BNP, como la pérdida del control de la ingesta alimentaria seguida



de conductas compensatorias (Claes et al., 2005; Forney et al., 2014; Hoffman et al.,
2012). La impulsividad también se ha relacionado con conductas de autolesion, abuso de
sustancias y conductas suicidas en BN (Fahy et al.,, 1993; Welch and Fairburn, 1996).
Ademas, se describen rasgos de extraversion, estados de &nimo disféricos y menor
autodireccion (Bulik et al., 2006; Cassin et al., 2005; Hollander el al 2000).

Perfeccionismo

Es un rasgo caracteristico de AN, con un énfasis excesivo en los estandares
autoimpuestos. El perfeccionismo patolégico precede a la aparicion de AN y se han
asociado con una recuperacién deficiente y menor duracion de la remision (Rigaud and
Verges., 2007; Nilsson and Sundbom., 2008). Las personas con AN se caracterizan por
tener altas expectativas irreales que aplican en situaciones académicas, profesionales y
por supuesto en su conducta alimentaria; tratando de perder peso o evitar ganarlo. La
personalidad perfeccionista podria ser un factor que contribuye a la restriccion alimentaria
persistente necesaria para mantener un cuerpo con muy bajo peso (Sassaroli et al.,
2011). Cabe senalar, que diversas investigaciones han propuesto que el perfeccionismo,
la insatisfaccién corporal blusqueda de la delgadez, parecen ser un factor de
mantenimiento para la psicopatologia alimentaria como la restriccion del consumo de los
alimentos (Halmi et al., 2000; Lampard et al., 2011; Rigaud et al., 2011).

Evitacion al dafio

Se define como una tendencia a responder intensamente a sefiales de
estimulos adversos, de ahi que se aprende a inhibir conductas para evitar el castigo, la
novedad y la frustracion. Es un rasgo de personalidad que se identifica en la ANR, ya que
presentan inseguridad y son altamente desconfiados (Klump et al., 2000; Klefield et al.,
1994). De forma interesante se reporta que la evitacion al dafo esta de acuerdo con
rasgos de sumisién y timidez, también se ha documentado una relacion entre el
aislamiento social y la falta de seguridad en la anorexia, lo que provoca dificultades en las
relaciones sociales que se describen como una sensacion paralizante de ineficacia
personal, ausencia de asertividad y destaca la sumision conductual (Bruch et al., 1982;
Behar et al., 2006).



Emocionalidad negativa

La regulacién de las emociones es un conjunto de procesos que utiliza el individuo
para decrecer, mantener o incrementar uno o0 mas aspectos de la emocion. Los procesos
regulatorios de las emociones le permiten al individuo ejercer influencia en sentir que
emociones presenta, como la experimenta y las expresa (Werner y Gross., 2010). De
manera interesante, se ha sugerido que individuos con AN y BN presentan dificultades en
el reconocimiento y la expresidbn de las emociones, mismas que subyacen a la
desregulacion emocional. En AN, se observa un pobre reconocimiento a los estados
emocionales de enojo o alegria en comparacion con sujetos control. En BN se reporta que
las emociones negativas estédn asociadas con el impulso de realizar conductas de atracon
con el fin de evitar sentir esa emocidén que puede perturbar su estado de animo (Gianini et
al., 2013; Tchanturia et al., 2015).

Neuroticismo

Se define como parte de la personalidad, que presentan estados de tensién y
preocupacién con tendencia a la culpabilidad (Eysench et al., 1964). En AN y BN parecen
caracterizarse por presentar incrementado el neuroticismo, el cual esta relacionado con la
baja autoestima, la busqueda de aprobacion de la conducta y el miedo a la madurez

durante la etapa de la adolescencia (Bulik et al., 1995)

Autodireccion y cooperatividad

La autodireccién y la cooperatividad son rasgos de la personalidad que se refieren
a la capacidad de regular y adaptar el comportamiento a las demandas de una situacion
con el fin de lograr metas y valores elegidos personalmente (Cloninger et al., 1993). Se ha
documentado que los individuos con ANR presentan mayor cooperatividad y menor
autodireccion en relacién con BN, que presenta menor autodireccién y cooperatividad
(Vervaet et al., 2004).

2.3 Epidemiologia en AN y BN

Los trastornos alimentarios han alcanzado en los dltimos 30 anos una especial
relevancia, constituyendo un proceso patolégico mayoritariamente identificado en la
poblacién femenina adolescente y juvenil. Tal relevancia se justifica por el aumento en su

prevalencia, principalmente en las sociedades desarrolladas y occidentalizadas,



progresion que ocasionalmente ha sido etiquetada como sindromes (Hoek., 2003; Pike et
al., 2014).

Diversas investigaciones en epidemiologia han reportado de la incidencia a nivel
mundial en AN, la cual ha pasado de 0.2 por cada 100,000 habitantes en la década de los
sesenta, a 6.3 en el ano 2000. En BN la incidencia se ha calculado de 5.5 por cada
100,000 habitantes en los sesentas y de 6.5 para el aino 2000 (Hoek et al., 2016). Sobre la
incidencia, prevalencia y mortalidad, se reporta que la AN tiene mayor mortalidad
registrada entre los trastornos mentales del 54% de los pacientes a causa de
complicaciones relacionadas con las conductas restrictivas y el 27% por suicidio. Diversas
investigaciones han reportado incremento en la incidencia de AN en el grupo de mujeres
entre 15 y 19 anos; en Suiza se reporta la prevalencia de 1.9% y 4.3%; en Finlandia fue
de 2.2%. En lo que respecta a BN se reporté la incidencia en Estados Unidos con el 2.9%;
y en Europa varia entre 0.9% y 1.5% (Keski et al., 2007; Pelaez et al., 2007; Unikel et al.,
2000). También se ha descrito la baja incidencia en hombres, que puede ser debido a que
presentan una percepcioén corporal mas real, mientras que las mujeres tienden a sobre-
estimarse en la percepcion corporal, aunado con la preocupacion por el peso y la
insatisfaccién con su fisico (Alcazar et al., 2011; Faus et al., 2015; Martinez et al., 2014;
Pino et al., 2010).

La investigacion epidemioldgica en Latinoamérica reporté la prevalecia de AN en
0.1% y para BN se estim6 en 1.16% (Kessler et al., 2013; Schooler et al., 2014; Warren et
al., 2013; Kolar et al., 2016). En México, la tasa de prevalencia para adolescentes de 12 a
17 anos se estimé en 0.6% para anorexia nervosa y de 1.8% para bulimia nervosa (Benjet
et al., 2012; 2016). También se han identificado conductas de riesgo para la poblacién,
como son la preocupacion excesiva por engordar, dietas restrictivas, uso de laxantes, el
vémito auto-inducido y las actividades de ejercicio en exceso, lo cual pudiera conducir a
factores de riesgo para el desarrollo de la AN y BN (Medina-Mora et al., 2003). Asi mismo,
se reporté que la edad promedio de inicio del padecimiento es de 15 afos, sin diferencias
estadisticas entre hombres y mujeres (Leon-Vasquez et al, 2017).

2.4 Etiologia

El origen preciso de los trastornos de la conducta alimentaria no se ha podido
dilucidar hasta el momento. Se han considerado diversas teorias sobre la etiologia de los
TCA, donde involucran multiples factores tanto culturales, ambientales, biolégicos y

genéticos, que desempefan un papel relevante en la génesis de los trastornos



alimentarios (Klump et al., 2001; Strober et al., 2000). Otras investigaciones, reportan que
pudieran ser producto de causas psicopatolégicas como la desregulacion emocional y
rasgos psicopatologicos (Garner and Bemis., 1982; Fairburn and Harrison, 2003; Stice et
al., 2011). Se han propuesto diversos modelos que pudieran explicar de alguna manera la
compleja etiologia, como los modelos biopsicosociales, que combinan variables bioldgico-
genéticas, psicoldgicas y sociales en una estructura causal. Garner et al., (1993) propuso
el modelo etioldégico de tipo biopsicosocial, compuesto por tres grandes factores:
predisponentes, precipitantes y finalmente una vez establecido el trastorno alimentario,
aparecen factores de mantenimiento del problema. La conjuncion de factores culturales,
familiares e individuales hara que una persona inicie una dieta estricta con el propésito de
influir en su apariencia y que desencadenara en el inicio de los trastornos de la conducta

alimentaria propuesto en el modelo biopsicosocial (Figura 2).

Los Factores predisponentes son aquellos condicionales que pueden contribuir a
generar vulnerabilidad en la persona, entre ellos se destacan los factores individuales,
familiares y culturales. En los factores individuales se refiere a los factores hereditarios
que predisponen a la vulnerabilidad a desarrollar AN y BN, ya que se han encontrado que
familiares de primer grado tienen mayor riesgo de desarrollarlos (Lilenfeld et al., 1998;
Strober et al., 2000). Por otra parte, se alude a las caracteristicas psicologicas de los
individuos, como es el temperamento, el perfeccionismo patoldgico, la impulsividad y la

excesiva necesidad de la aprobacién externa.

Factores precipitantes: engloba elementos como la dieta restrictiva debido a
exigencias sociales, también la ruptura del equilibrio familiar, la negligencia en la crianza

genera inseguridad y baja autoestima (Gorwood et al., 2016; Strober et al., 2000).

Factores de mantenimiento (perpetuantes), son aquellos que, si permanecen
intocables, prolongan la duracién del trastorno o infieren el proceso de recuperacion. Las
dietas restrictivas o la sensacién de no controlar el consumo de alimentos contribuyen a
mantener el trastorno porque aumenta el miedo a ser obeso y refuerzan el sentimiento de
incapacidad de mantener el trastorno alimentario. Se integran elementos como las
conductas de autoinduccion del vomito, el cambio en la fisiologia intestinal, la percepcién
sobre el cuerpo, la personalidad y el énfasis en la cultura de la delgadez. En ocasiones,

los familiares de primer grado realizan comportamientos que pueden perpetuar la



conducta, como la disparidad en la actuacién de los padres durante el tratamiento, la
incapacidad de los padres de familia para mantener sus decisiones durante el tiempo
necesario, ademas de la negacion de la situacion y la ausencia de limites familiares
(Bardone-Cone et al., 2008; Munro et al., 2017).

Individuales Culturales Presiones sociales porlaimagen corporal Restriccidn de la conducta alimentaria

Wl | G I familiar Ideacion porla delgadez. Insatisfaccidn porlaimagen corporal Conductas psicopatoldgicas
Raszgos psicopatoldgicos Rigidezfamiliar I £ I )
| I Comienzo de dietas restrictivas Sensacion de pérdida de consumo
Pobre identificacidn de los estados Abusofisico enla infancia Perdida de autoestima Relacian familiar, social
fisioldgicos, aleximia | |

Antecedentes hereditarios

Influencias culturales por |a delgadez.

Ruptura del equilibro familiar Vulnerabilidad genética

| Infancia

Figura 2. Modelo etioldgico de tipo biopsicosocial en los TCA (Garner et al., 1993, modificado). En
la parte superior se encuentran los factores predisponentes, precipitantes y de mantenimiento. En la
parte inferior, se encuentran los elementos que integran a cada factor. La flecha roja indica la
trayectoria del desarrollo del individuo.

3. Conducta alimentaria

Se define como el comportamiento normal relacionado con los habitos de
alimentacién, la seleccion de alimentos que se ingieren, las preparaciones y las
cantidades ingeridas de ellos, ademas involucra la fisiologia del apetito y la saciedad.

El apetito se refiere al conjunto de sefales internas y externas que guian a un
individuo en la seleccion e ingestion de alimentos; ademas, involucra la conducta
motivacional hacia los alimentos, la cual se activa al aumentar la utilizacion de las
reservas energéticas. La ingestibn de alimentos lleva a equilibrar el gasto de energia
debido al metabolismo basal, al ejercicio voluntario y la termogénesis. Ademas, el estado
motivacional hacia la basqueda del alimento, se cree que esta controlado por procesos
regulatorios homeostaticos para asegurar la supervivencia. La motivacion es entonces el
impulso hacia realizar una acciéon basada en lo que el organismo necesita como la
necedad de la busqueda de los alimentos.

La saciedad es la sensacion fisiolégica de plenitud que determina el término de la
ingesta alimentaria. Dado que uno de los objetivos principales de la regulacion de la
ingesta alimentaria es el control del peso corporal, hay sefales que integran la regulacién
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de la ingestion de alimentos con senales provenientes de las reservas corporales,
especialmente de energia (leptina) traduciéndose en la manutencion del peso corporal
(Mela., 1996).

3.1 Funcidn del hipotalamo en el control de la ingesta de alimentos

El hipotdlamo es un &rea del cerebro ubicado en el area ventral del diencéfalo del
tercer ventriculo, donde se regulan funciones bésicas como el equilibrio electrolitico,
temperatura corporal, actividad de la reproduccion, respuesta energética, ingesta
alimentaria, la digestién y establece la sensacién de saciedad.

Los nucleos primarios del hipotalamo que participan en las conductas de
alimentacién y la saciedad lo constituyen el ndcleo arcuato (ACR) (Figura 3), el cual
contiene dos conjuntos interconectados de neuronas de primer orden que participan en el
control del hambre y la saciedad, como 1) el neuropeptido Y (NPY) y el péptido
relacionado con aguti (AgRP), los cuales inducen la sefnal de hambre; 2) el otro conjunto
de neuronas son la propiomelanocortina (POMC) y el transcrito regulado por cocaina y
anfetamina (CART), los cuales expresan la sefal de saciedad. Ademas, existen senales
aferentes como la ghrelina (intestino), la insulina (pancreas) y la leptina (tejido adiposo)
que impactan sobre las sensaciones de hambre y saciedad, ya que se unen a receptores
de las neuronas orexigénicas y/o anorexigénicas del ARC y los efectos de estas
interacciones péptido-hormona-receptor son la liberacién de los NPY y AgRP o los
neuropetidos anorexigénicos (Tabla 3).

Los neuropeptidos del ARC viajan a lo largo de los axones hasta las neuronas de
segundo orden, que se localizan en el nucleo paraventricular (NPV) y es el area
responsable de la integracion e interpretacion de diferentes sefales periféricas y centrales
que traen informacion sobre las condiciones microambientales que rodean al hipotalamo.
En el NPV recibe conexiones de otras areas hipotalamicas como el nucleo lateral (HL) de
los nucleos arqueado y dorso medial (DM) y expresan receptores para péptidos que
activan la conducta alimentaria (orexigénicos) o la inhiben (anorexigénicos). Ademas, en
el NPV recibe sefnales aferentes que vienen del tallo cerebral, principalmente la
noradrenérgicas, NPYergicas del locus coeruleus y de vias serotoninérgicas que llegan de
los nucleos de rafe, como la serotonina (5-HT), el cual es un neurotransmisor que esta
encargada de inducir la respuesta de saciedad (Lee et al., 1998; Schwartz et al., 2000).

Otro neurotransmisor que se encuentra relacionado con la ingesta es la noradrenalina
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(NE), la cual es sintetizada en el complejo vagal dorsal y estimula la ingesta de alimentos
mediante la activacion del receptor a2, mientras que la estimulacion de receptores 2 y 3
tienen efecto opuesto. Existe otro neurotransmisor, la dopamina (DA), la cual depende de
los numerosos subtipos de receptores y los sitios de accidén del cerebro sobre la ingesta.
La senalizacién de DA parece suprimir la ingesta de alimentos en ARC y LHA. Ademas,
las vias mesolimbicas parecen estar asociadas a los efectos gratificantes de los alimentos
ricos en azucares a través de la activacion del receptor del subtipo D5 (Pothos et al.,
1995). Finalmente, el NPV proyecta sus axones hacia regiones cerebrales que incluyen al
talamo, la amigdala, la corteza insular, corteza orbito-frontal y el ndcleo accumbens
involucradas en el control del peso corporal, la percepcion de caracteristicas sensoriales
de los alimentos en las tareas de planeacion y ejecucién de la bdsqueda hacia los
alimentos (Lee et al., 1998; Pothos et al., 1995; Schwartz et al., 2000).

El hipotalamo lateral (HL) es otra region que regula el consumo de alimentos a
través de la expresién y liberacion de péptidos como la hormona liberadora de
corticotropina CRH, sus acciones estan mediadas por dos receptores que activan la
adenilato ciclasa, CRH-RI y CRH-R2. Las neuronas del CRH envian sus axones hacia el
NPV a través de su receptor CRH-R2, e inhiben la motivacion por la ingestién de

alimentos, por lo que tiene propiedades anorexigénicas (Valassi et al., 2008).

Tabla 3. Sustancias que se encuentran regulando la conducta alimentaria

Efecto Orexigénico Efecto Anorexico

Neuropeptido Y (NPY) Proopiomelanocortina (POMC)

Proteina relacionada con Agouti (AgRP) Hormona liberadora de corticotrofina (CRH)
Orexina (Orex) Hormona liberadora de tirotrofina (TRH)
Ghrelina Colecistoquinina (CCK)

Transcriptor relacionado con cocaina y anfetaminas (CART)
Serotonina (5-HT)
Hormona Melanocortina (MSH)
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Figura 3. Vias neurobioldgicas relacionadas con la conducta alimentaria. La figura (a) se encuentran las
vias periféricas de la sefial de hambre y saciedad en los nucleos del hipotalamo. En la figura (b) se
encuentran las neuronas de primer orden en el area del ndcleo arcuato que incluyen las neuronas
anorexigenicas y orexigénicas y las neuronas del segundo orden en el nucleo paraventricular (PVN) y el
nucleo lateral (LHA).

3.2 Neurobiologia de la AN y BN

Estudios neurobiolégicos han aportado informacion sobre disfunciones en los
procesos neuronales relacionados con el apetito y los estados emocionales en AN y BN
(Kaye et al., 2009; 2013). Los investigadores sugieren que los pacientes con AN se
caracterizan por alteraciones en regiones cerebrales, como la orbito-frontal, amigdala y el
area del nucleo de rafe que pueden conferir vulnerabilidad para los comportamientos
alimenticios desregulados. Ademas, el comportamiento de autocontrol en los pacientes
con AN, puede ser producido por un funcionamiento exacerbado del circuito cognitivo
dorsal y orbito-frontal, que les permite inhibir el apetito. Otros hallazgos, reportan sobre la
alteracion en la funcionalidad de los neurotransmisores de monoamina relacionados con

la conducta alimentaria y las emociones (Kaye et al., 1984; 2009; Steiger et al., 2004).

El neurotransmisor 5-HT ha sido ampliamente investigado en los trastornos
alimentarios, donde se ha documentado sobre la disminucidén de la densidad del 5-HT en
el nucleo de rafe y la corteza pre-frontal en pacientes con ANR, cuando se compara con el
grupo control (Kaye et al., 2013), otros hallazgos también reportan sobre la alteracién en
la densidad del transportador de serotonina (5-HTT) (Bailer et al., 2007; Yokokura et al.,
2019). Ademas, se ha estudiado el triptéfano que es un aminodacido esencial y es
precursor del 5-HT, en estados de desnutricién en AN se reportan bajos niveles a niveles
plasmaticos (Kaye et al., 2003). Otros hallazgos, reportan que el neuro-circuito ventral
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limbico, que incluye la amigdala y la region ventral de la corteza que se relaciona con las
emociones, se encuentran lesionados en pacientes con AN (Kaye et al., 2008) y se ha
documentado sobre la disminucién de materia gris y blanca en la regién ventral limbico
(Korneich et al., 1991; Seltz et al., 2013).

Con respecto a las investigaciones realizadas en BN han documentado sobre
alteraciones en la via serotoninérgica, debido a las conductas de ayunos prolongados,
seguidos por atracones y conductas compensatorias. La actividad de la 5-HT en el |6bulo
orbito-frontal se ha asociado con la desinhibicibn conductual y los extremos de
autocontrol, lo que ha llevado a proponer que presentan reducciones del 5-HT en estas
aéreas vinculadas con la conducta purgativa (Kaye et al., 2008; Tucker et al., 1995). Otros
estudios, informaron sobre las alteraciones en la densidad del 5-HTT en la corteza orbito-
frontal en pacientes con BNP (Koskela et al., 2007; Tauscher et al., 2001). De manera
interesante, se reporté que pacientes recuperados de BN presentaban disminucién de la
densidad del 5-HTT en areas del mesencéfalo, cingulo superior y la regién temporal
superior (Frank et al., 2001; Pichika et al., 2012).

Dado el papel que desempenan los receptores serotoninergicos en la modulacion
de la conducta alimentaria, se ha documentado alteraciones en la funcionalidad en AN y
BN. Como el receptor presinaptico 5-HT1a, localizado en el nlcleo de rafe, donde participa
en la disminucién de la neurotransmisién del 5-HT. Se ha reportado que pacientes con AN
y BN presentan entre un 50 y 70% de incremento en la densidad del receptor 5-HT1a
(Galusca et al., 2008; Bailer et al., 2011). Respecto a los receptores 5-HT2a postsinapticos
se encuentran en altas densidades en la corteza cerebral y participa en la sefial de
saciedad, se ha reportado que individuos recuperados de ANR tenian reducido el receptor
en areas de la corteza orbito-frontal, parietal y temporal (Frank et al., 2002); con respecto
a BN se reportd que el 5-HTza presentd densidades normales en la corteza orbitofrontal
(Andenaert et a., 2003; Frank et al., 2002; Goethais et al., 2004) (Tabla 4).
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Tabla 4. Estudios de imagen cerebral realizados en pacientes con AN y BN

Autores Método Muestra Corteza orbito- Temporal/ Corteza Corteza Nucleo de
frontal Amigdala Cingulada Parietal rafe
Receptor 5-HT1A
Galusca, 2008 PET AN=8 Incrementado Incrementado Incrementado
Galusca 2008 PET3 Rec AN=9 incrementado incrementado Incrementado
Bailer, 2011 PET Rec Incrementado  incrementado incrementado
BN=13
Receptor 5-HT2A
Audenaert, SPECT AN=15 disminuido normal
2003
Frank, 2002 PET Rec normal disminuido disminuido normal
AN=16
Goethals, 2004  SPECT BN=10 normal normal normal normal
Transportador de 5-HTT/SERT
Bailer, 2007 PET AN=11 incrementado incrementado
Yokokura, 2019 SPECT ANR=12 disminuido
Koskela., 2007 SPECT BNP=13 incrementado
Tauscher., SPECT BN=10 disminuido
2001

PET: Tomografia por emisién de positrones. SPECT: Tomografia computarizada de emisidn de positrones

3.3 Hipotesis serotoninérgica en AN y BN

Hipdtesis serotoninérgica en AN

Estudios clinicos han respaldado la hipétesis de la disfuncién en el sistema
serotoninérgico en la AN. De acuerdo con evidencias clinicas y biolégicas, Steiger (2004)
planteo que ANR coincide con el incremento en el tono serotoninérgico en areas del
nucleo paraventricular y prefrontal. También, se ha documentado sobre la desregulacion
emocional en la ANR, la cual se encuentra asociada con el incremento del tono
serotoninérgico, lo que contribuye a la desregulacién de los patrones de consumo
alimentario (Compan et al., 2012; Kaye et al., 1991; 2009). De forma interesante, se ha
documentado que durante la fase critica de la enfermedad, los pacientes que presentan
severa desnutricion presentan baja densidad del 5-HT, sin embargo, cuando son
recuperados se reporta incrementado el metabolito de 5-HT (5-hidroxindolacético, 5-
HIAA), también se reporta sobre la disminucién de la densidad del triptéfano durante los
estados severos de desnutricidn (Kaye et al., 1984; 2001; 2003).

En un hallazgo, se reporté que la actividad serotoninérgica coincide con las dietas
estrictas que realizaron un grupo de mujeres sanas y reportaron la disminucion de los
niveles séricos de triptéfano y 5-HT medido en plasma (Anderson et al., 1998).

En estudios de imagen cerebral se han reportado alteraciones en las densidades
de los receptores serotoninergicos, como el 5-HT1a que se encuentra aumentado y por el
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contrario el 5-HT2a se encuentra disminuido en pacientes con AN (Frank et al., 2002).
Otros hallazgos, informaron sobre las alteraciones del transportador de 5-HTT/SERT en
areas relacionadas con el hipotalamo y el talamo, donde se report6 que pacientes
recuperadas de ANR presentaban disminucion de la 5-HTT en comparacién con ANCP y
BN (Bailer et al., 2007; Borgers et al., 2014).

Un reciente hallazgo, reporté que pacientes con ANR presentan disminucién de la
densidad del receptor 5-HTT en las areas del mesencéfalo dorsal, el hipotalamo y el
nucleo de rafe, sugiriendo una posible hipofuncion del receptor 5-HTT en la sinapsis
serotoninérgica, lo cual apoya la hip6tesis de un mayor tono serotoninérgico en ANR
(Yokokura et al., 2019).

Ademas, se ha especulado que la distorsiéon de la imagen corporal, que es un
sintoma en la ANR, pudiera estar relacionado con procesos de memoria deteriorados que
pueden estar asociados con alteracién de la sefial serotoninérgica, especialmente en las
regiones de la corteza cingulada, tdlamo y cuerpo estriado que estan relacionados con la
memoria a largo plazo (Yokokura et al., 2019).

Por otra parte, se ha documentado sobre la vulnerabilidad genética en la ANR,
donde se han identificado variantes raras y comunes en genes del sistema
serotoninérgico que pueden conferir vulnerabilidad en la homeostasis serotoninérgica y la
alteracién en la desregulacion emocional, lo que podria conferir vulnerabilidad bioldgica al
desarrollo de la ANR (Ando et al.,, 2001; Calati et al., 2011; Kiezebrik et al., 2010;
Rybakowsky et al., 2006; Steiger., 2009; 2011).

Hipdtesis serotoninergica en BN

En BN existe evidencia que apunta a una desregulacién de los procesos
serotoninérgicos, como la respuesta de prolactina a los agonistas del receptor de
serotonina la meta-clorfenilpiperazina (m-CPP), 5-hidroxitriptofano y difenfluramina. Se ha
planteado que existe alteracion del tono serotoninérgico por el agotamiento del triptéfano
en la dieta; también se ha relacionado con una mayor ingesta de alimentos e irritabilidad
del estado del animo en los individuos con BN cuando se les compara con sujetos sanos;
sugiriendo una actividad serotoninérgica alterada, el cual puede ser causado por
reducciones en los suministros dietéticos del aminoacido triptéfano o por otros efectos de
la desnutricion en los sistemas de neurotransmisores (Goldbloom and Garfinkel., 1990).
Ademas, se han reportado alteraciones en las concentraciones del metabolito a 5-HT, el

5-HIAA, en individuos recuperados de BN. También se ha reportado que sujetos
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recuperados de BN presentaron una reduccién de la densidad plaquetaria (3H-) que se
cree que es un marcador periférico de la actividad de los transportadores de 5-HT
(Jimerson et al., 1992; Tauscher et al., 2001; Steiger et al., 2005), produciendo una
hipersensibilidad de receptores post-sinapticos en respuesta a la disminucién de la
densidad del 5-HT en el espacio sinaptico. Sin embargo, las conductas de atracon
provocan el incremento de la disponibilidad de triptéfano en el cerebro lo cual incrementa
la sintesis de 5-HT (Kaye et al., 1998; 2000; Smitt et al., 1999).

Steiger (2004) reporté que la bulimia nervosa en estado activo se asocia con un
bajo tono serotoninérgico en la neurotransmision debido a las conductas de purga que
caracteriza a la BN, ya que los pacientes que presentan un episodio de purga reportan
disminucion de los niveles del metabolito de 5-HT, asi como una reduccién de la actividad
del transportador de 5-HTT/SERT.

Por otra parte, el paradigma de la disminucién de 5-HT durante los episodios de
ayuno prolongado puede exacerbar los sintomas psicopatol6gicos de impulsividad y bajo
control de los impulsos, lo que los lleva a realizar los episodios de atracén y purga. En
cuanto a los rasgos de impulsividad y agresividad, se han relacionado con una
disminuciéon del tono serotoninérgico en los pacientes con BN (Calati et al., 2011;
Jimerson et al., 1997; Kiezebrink et al., 2010; Rinne et al., 2000; Steiger et al., 2004). En
el planteamiento de la hipétesis serotoninérgica, se han reportado alteraciones en vias de
sefalizacién, en particular en el 5-HTT, que es una molécula clave encargada de
mantener la homeostasis serotoninérgica, y su alteracion pudiera estar asociada a conferir
vulnerabilidad bioldgica a AN y BN (Tabla 5).
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Tabla 5. Hipotesis serotoninérgica en AN y BN

Anorexia nervosa

Bulimia nervosa

Estado fisiologico

Mayor tono 5-HT (sefal saciedad) (Steiger H.
2004)

Disminucion triptofano hidroxilasa en plasma
(Kaye et al., 2003).

Disminucion del metabolito 5-HIAA (Kaye et al.,
1998).

Menor tono 5-HT (después de las
purgas) (Steiger H., 2004)
Alteracion de TPH (Kaye et al., 2003)

Alteracion 5-HIAA (Kaye et al., 2003)

Rasgos
psicopatolégicos

Neuroticismo, evitacion al dafo (Lavender et al.,
2015)

Perfeccionismo, rigidez cognitiva (Sassaroli et al.,
2011)

Conductas obsesivo-compulsivo (Flores-Romo et
al., 2008)

Estados emocionales negativos (Kiump et al., 2000)

Disforia, sensacién de pérdida de

control del consumo de alimentos
(Forney et al., 2014)

Impulsividad (Bulik et al., 2006)

Estados emocionales negativos

(Tchanturia et al., 2015)

Alteracion en areas
cerebrales

Disminucion de la densidad del SERT en

hipotalamo y en el nicleo de rafe (Bailer et al.,
2011)
Hipofuncionalidad del SERT (Yokokura et al., 2019)

Aumento del receptor 5-HT1a Disminucién del
B5HT2A (Galusca et al., 2008; Frank et al., 2002)

Disminucion de 5-HT en corteza-
prefrontal parietal (Cools et al., 2008)

Alteracion de SERT (Tauscher et al.,

2001)
Disminucion 5HT1A

(Baileret al., 2011)

del receptor

Modelos en murinos
Agonistas 5-HT
(bufotenina)

Ratones knockout SERT: peso bajo y muerte
prematura (Chen et al., 2012)

Estados de estrés y sobre ingesta de
alimentos (Hardaway et al., 2015)

Estudios genéticos

Estudios de Exoma, GWAS en AN (Bienvenu et
al., 2019; Watson et al., 2019)

Estudios de asociacion de 5-HTTLPR, G56A
VNTR, intrones del gen SLC6A4 (Camarena et al.,
2012; 2018; Munn-Chernoff et al., 2012)

Estudios de asociacion del 5-

HTTLPR asociada a BN (Camarena et
al., 2018; Monteleone et al., 2006)

4. Transportador de serotonina (SERT, 5-HTT)

Es sabido que la comunicacién intracelular en el sistema nervioso central es

impulsada por la liberacién y recaptacion de neurotransmisores en la sinapsis y la
duracion de los neurotransmisores liberados en el espacio sinaptico, esta regulado por un
grupo de transportadores de soluto, localizados en las neuronas y células glidles. Los
transportadores SLC6, son dependientes de Na* y CI, e incluyen a la: serotonina (5-HT),
dopamina (DA), y noradrenalina (NA). Los transportadores se distinguen de los canales,
ya que median el movimiento de los iones y moléculas a través de la membrana. Los
transportadores presentan especificidad para la molécula que transporta, asi como la
cinética definida en el proceso de transporte. La familia de transportadores de soluto son
activos secundarios que utilizan un gradiente quimio-osmético de Na* para acoplar el
transporte descendiente de Na*y CI con el transporte ascendente de sus sustratos a
través de la membrana. Las divisiones funcionales de la familia SLC6 coinciden con las
agrupaciones observadas en el analisis filogenético (Figura 4). Los transportadores han
sido asociados a una serie de enfermedades complejas en humanos que hacen de esta
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familia un objetivo critico para su estudio, ademas varios miembros de esta familia estan

directamente involucrados como blancos terapéuticos en los tratamientos farmacologicos.

nTTa T Amino acid/orphan
(SLCEeA17) =

~_
IMINO
(SLCBAZ20)
xT2
(sLceAas)

8°AT1
(SLCBA19)

BGT1
GAT3 (SLCEA12)
(SLC6A13) GAT4

(SceAa11)

Fi-gura. 4, Arbol filogenético de los miembros de la familia SLC6 (Tomado de Kristensen
et al., 2011. Pharm. Rev. 63(3):658). La rama de transportadores de GABA (taurina, creatinina betaina). La rama
de transportadores de aminodcidos | (glicina, prolina) La rama de transportadores de aminodcidos Il
(transportadores de aminoacidos epitelial y cerebral). La rama de transportadores de monoamine (dopamina,
serotonina y noradrenalina).

En los eucariotas, los SLC6 se han caracterizado por desempenar papeles
relevantes en el transporte de amino&cidos, la modulacion y sefalizacion de los
neurotransmisores en el sistema nervioso central y periférico (Pramod et al., 2013;
Kristensen et al., 2011). La proteina SERT se distribuye en los cuerpos celulares y las
dentritas de los nucleos de rafe, asi como a lo largo de las fibras que atraviesan la region
del prosencéfalo en el cerebro. La proteina se localiza preferentemente en el espacio
presinaptico en las terminales axonales (Quian et al., 1995; Tao-Chen and Zhou., 1999) y
también se encuentran en células especializadas en el almacenamiento o inactivacion
sistémica de 5-HT, incluidas las células especializadas del intestino, placenta, plaquetas y
linfocitos sanguineos (Faraj et al., 1994; Gordon and Barnes., 2003). El transportador de
5-HTT/SERT tiene la funcién principal de reciclar el 5-HT del espacio sinaptico y mantener

la homeostasis serotoninérgica con los receptores post-sinapticos (Figura 5).
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Serotonin Pathway

Figura. 5. Distribucion de la familia de la localizacion de los transportadores SLC6 en
humanos. En la imagen izquierda se encuentra la via de sefalizacion serotoninergica en el
cerebro. En la imagen derecha se encuentra la neurona sinaptica, donde se localiza la
proteina SERT en el espacio pre-sinaptico.

4.1 Estructura del transportador de serotonina

La identificacién de la estructura de alta resolucién del transportador de leucina
bacteriana SLC6 LeuT, han proporcionado un marco para interpretar la estructura y
funcién de SLC6 (Yamashita et al., 2005). Las proteinas SLC6 tienen 12 dominios
membranales (TM) hidrofobicos con terminales NHz. y COOH citoplamaticas terminales.
Las transmembranas 3 y 4 estan separadas por una gran asa hidrofilica que lleva dos
sitios canonicos para la glicosilacion. SERT contiene ademas sitios potenciales de
fosforilacion para varias quinasas (Hoffman et al.,, 1991; Ramammorthy and Bauman.,
1993).

La estructura de LeuT TM-10 se divide en dos dominios, un paquete de cuatro
hélices (TMs 1, 2, 6y 7) y un andamio (TMs 3-5 y 8-10). El asa de cuatro hélices se sitla
en un angulo con respecto al andamio, empacando en conformaciones orientadas hacia el
exterior, de cerca contra el andamio en el lado citoplasmatico del sitio de unién vy
separandose del andamio en el lado extracelular para crear la via extracelular. En los
modelos de la estructura abierta hacia el interior y las estructuras de otros miembros de la
familia, el eje de inclinacion del haz se invierte, lo que sugiere un mecanismo de balanceo
que cierra la via extracelular y abre un camino hacia los sitios de unién y el citoplasma.
Todas las estructuras de la familia son consistentes con el cambio conformacional que
implica el movimiento del haz con relaciéon al andamio y poco cambio dentro del andamio
(Forrest et al., 2008; 2009).
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Las diferencias entre estructuras y modelos abiertos plantean la cuestion de cémo
se propagan los cambios en los trasportadores SLC6, donde se ha podido explicar la
apertura de la via extracelular con cierre reciproco de la via citoplasmatica y se ha
propuesto que las hélices largas de las TMs 2 y 7 pudieran servir para transmitir cambios
conformacionales entre las vias extracelulares e intracelulares dentro del asa; sin
embargo, la estructura de LeuT abierta hacia adentro sugiere que la via citoplasmatica se
abre cuando la mitad citoplasmatica de TM1 oscila lejos del resto del asa helicoidal
(Krishnamurty et al., 2012).

4.2 Regulacion fisiologica del transportador de serotonina

La principal via catabdlica para la excrecion del 5-HT es la desanimacion oxidativa
por la monoamino oxidasa (MAQ), dando origen a su principal metabolito inactivo, el 5-
HIAA. Todas las enzimas que intervienen en la degradacién de 5-HT estan localizadas a
nivel intracelular, lo que requiere la recaptaciéon previa de 5-HT por las células para
proceder a su posterior inactivacion (Fuller et al. 1990).

Por otro lado, la disponibilidad de la proteina en la superficie de la membrana se
ve comprometida por la red de senfalizacién que involucra quinasas y fosfatasas, que
influyen en gran medida a la presencia de SERT en la superficie celular. Los estudios de
transfeccion realizados en células HEK-293, han demostrado que la proteina SERT es
dependiente de la activacion de la proteina Kinasa C (PKC), donde se observé reduccion
de absorciéon del sustrato en la superficie de la membrana, durante la internalizacion
interviene una cascada de senalizacion como la proteina kinasa G (PKG) que estimula la
activacion de la proteina quinasa activada por mitégeno p338MAPK y en conjunto
catalizan la actividad de SERT hacia la superficie de la membrana celular, apoyado por la
molécula Sintantina 1A (Syn1A), asi mismo, la fosforilacion intracelular puede hacer lento
el reciclaje de SERT hacia la superficie o bien puede redirigir los eventos del trafico
intracelular que contribuyen a los cambios en la expresion de la superficie de SERT
(Ramamoorthy et al., 1999). De manera interesante, se ha observado que en la estructura
secundaria de SERT, los residuos de serina y treonina en las terminales NH, y COOH
citoplaméticas, aumenta la velocidad de actividad de SERT, por la afinidad de unién con
la Syn1A y la PKG (Braundry et al., 2019; Jayanthi et al., 2005; Ramamoorthy et al.,
2011).

De manera interesante, los farmacos, pueden ser reguladores externos sobre la

proteina SERT, donde se ha observado la inhibicibn no competitiva del transporte de
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sustrato con cristales de LeuT y varios antidepresivos triciclicos e inhibidores selectivos
de la recaptacién de 5-HT ISRS. Ya que los bloqueadores no competitivos se unen a un
sitio de unién vesicular extracelular que es el sitio S2 de LeuT (Singh et al., 2007; Zhou et
al., 2009).

Se ha propuesto que variantes raras y comunes en el gen del transportador de
serotonina SLC6A4 pueden alterar la funcionalidad de SERT y ver comprometida su
homeostasis serotoninérgica en el cerebro (Hu et al., 2006; Prassad et al., 2009).

4.3 Gen del transportador de serotonina SLC6A4

El gen en humanos es el SLC6A4, que codifica para el transportador a serotonina,
es una region de 40 kilobases (kb), localizado en el cromosoma 17g11.2 que se compone
de catorce exones y 13 intrones, abarcando una region de 37.8 Kb (Ramamoorthy et al.,
1993) (Figura 6). La secuencia predice una proteina de 630 aminoacidos, contiene doce
dominios transmembranales (Lesch et al., 1994; Murphy et al., 2011).

SLC6A44 (Miembro 4 de la familia de transportadores de soluto 6)

Chromosome 17
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Fig. 6. Localizacion del gen SLC6A4 en humanos (Tomado de Porcelli et al., 2012. Eur.Neurpsych. 22(4):239-
258). El gen se localiza en el cromosoma 17g11.1. El gen tiene 14 exones, una regién promotora y la
region no traducida 5"y 3".

Splicing alternativo de los exones 1Ay 1B

Los exones 1A y 1B son exones que actuan como splicing alternativo ya que
regulan la expresién tejido-especifica del transportador, la variante de splicing que posee
solamente el exon 1A dirige la expresion preferencial en el tejido del sistema nervioso
central (SNC), médula adrenal y corazén, expresadas en niveles similares (Bladley et al.,
1997; Ozarac et al 2002).

El proceso de escision o separacion de estos intrones de los pre-mRNAs se
denomina splicing constitutivo e implica la participacion de una compleja maquinaria

denominada espliceosoma (spliceosome), formada por 5 RNAs pequefios en forma de
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ribo-ndcleo proteinas (snRNPs) y mas de 150 proteinas accesorias. Sin embargo, en
numerosos casos este proceso se modula de forma selectiva combinando sélo algunos de
los exones disponibles, en un proceso denominado splicing alternativo. Proceso por el
cual, el pre-mRNA que contiene todos los intrones y exones de un gen se genera uno o
varios mRNAs con un determinado patron de exones. Esta exclusién/inclusién de exones
es un proceso regulado de forma selectiva, cuya finalidad es generar versiones de RNAs
y proteinas con diferentes caracteristicas y funciones (denominadas isoformas) y asi
amplificar la capacidad funcional y/o codificante del genoma (Kornblihtt et al., 2013).

4.4 Variantes genéticas del SLC6A4 con cambios en la funcion de la proteina

En el gen se han identificado diversas variantes comunes y raras en la region del
promotor, una de las mas estudiadas es una insercion/delecién de 43 pares de bases, lo
que le confiere cambios en la expresion de la proteina transportadora a serotonina 5-
HTT/SERT (Heils at al., 1996; Hu et al, 2006). Otros estudios identificaron variantes raras
en la insercion (alelo L), donde un SNP (rs25531), que consiste en un cambio de Adenina
por Guaina, ha demostrado tener un papel relevante en la actividad transcripcional
diferencial (Hu et al., 2006). Asi mismo, se reporté otro SNP (rs25532) que consiste en el
cambio de Timina por Citosina, en donde demostraron que el alelo T disminuye la

actividad transcripcional de la molécula (Wendland et al., 2006).

SERT Variant Combinations: Theoretical
Additive Maximum Effects on 5-HT Transport
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Fig. 7. Representacion de la region del promotor 5-HTTLPR del gen SLC6A4 (Murphy., 2011;
Prasad 2005). Imagen izquierda se encuentra el gen SLC6A4 y se amplifica la region promotora el
5-HTTLPR. Los alelos L (largo) y S (short), cambia la expresion del transportador a serotonina
SERT en la neurona sinaptica. En la imagen derecha, se muestra en la grafica de expresién de
los alelos del gen SLC6AA4.

Variantes en los exones del gen SLC6A4
Las variantes genéticas reportadas en los exones del gen se clasifican de

acuerdo a su funciéon como: sinénimas (sSNP), en donde el cambio de nucle6tido no
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afecta al aminoacido. Las variantes no sinénimas (nsSNP), en las que el cambio de
nucleoétido, si afecta el aminoacido. A su vez, las variantes nsSNP, pueden ser de tipo
conservadora y no conservadora. En la primera, el aminoacido es sustituido por otro con
una cadena lateral quimicamente similar, por lo que el efecto sobre la estructura y funcién
de la proteina puede ser minimo. La no conservadora, se caracteriza porque el
aminodacido es sustituido por otro no similar, diferente en carga, polaridad, tamano de la
cadena. Son no conservadoras casi todas las sustituciones en la 2da posicién del codon
en el ribosoma (Luque J., 2001). Se estima que en las regiones de los exones ocurren el
85% de las alteraciones responsables de las enfermedades de base genética (Jackson et
al., 2018).

Se han identificado variantes genéticas en los exones del SLC6A4, como la
variante rara localizada en el exén 2, la cual se caracteriza por un cambio de una Guanina
por una Adenina dando un cambio de aminoacido de Glicina por Alanina en la posicién 56
(G56A) y el cambio de aminoacido le confiere ganancia de funcién a la proteina SERT,
otra variante que también tiene el mismo efecto en la proteina es el cambio de Timina por
Guanina, en el exon 8 el cual presenta un cambio de Lisina por Asparagina en la posicion
605 (Prasad et al., 2009).

Se ha documentado que el cambio de Adenina por Guanina en el exén 3, cambia
el aminoacido de Leucina por una Metionina en la posicion 225, este cambio a nivel
extracelular cambia el loop, lejos de los sitios de glicosilacion y fosforilacién descritos en
el transportador. En el exén 9 se reportd que el cambio de una Adenina por una Timina en
la posicién 1273, el cual da cambio de aminoacido de una Isoleucina por una Valina en la
posicion 425, el cual esta localizado en la region trans-membrana TM8 y se ha sugerido
que la mutacion modifica la estructura secundaria de la alfa hélice afectando el transporte.
La caracterizacion funcional de esta variante demostré que el transportador otorga un
aumento de funcién y esto ocurre por cambios en la regulacién por los segundos
mensajeros durante la internalizacién de la proteina, incrementando al doble, el transporte
de 5-HT (Ozaki et al., 2003; Prasad et al., 2005). Se reporté que el cambio de Lisina en la
posicion 605 a Acido Aspartico, muestra un patron de regulacién alterado por mdltiples
serinas y treoninas, que se sabe que regulan el transportador en células nativas y
transfectadas. En otro hallazgo, se reportaron variantes genéticas en los exones 2, 8y 9
del SLC6A4, que confieren ganancia de funcién a la proteina transportadora (Sutcliffe et
al., 2005). Otros hallazgos han reportado que la variante identificada en el exén 8,

caracterizada por el cambio del aminoacido Pro339Leu, confiere una baja expresion de la
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proteina a la superficie de la membrana. Finalmente existen variantes que confieren
ganancia de funcién de la proteina como las Le255Met, Ser293Phe y la Leu362Met
(Prassad et al., 2009).

4.5 Variabilidad genética en la poblacion mexicana

Los principales procesos que generan la variacidn genética son las mutaciones,
tanto en células somaticas como en las germinales; esto ocurre durante la recombinacion
de los cromosomas durante la meiosis. En todo caso, resulta necesario recordar que un
cambio de nucleétido en una posicion especifica de la secuencia de un genoma, se
denomina variante genética. Cuando existen dos o més versiones diferentes de una
secuencia de ADN en la poblacion, estas se denominan “alelos” cada alelo representa
una version particular (variante) de esa secuencia. Al analizar muchos genomas
humanos, se puede calcular la frecuencia alélica con la que ocurre en la poblacion, a
menudo se expresa como la “frecuencia del alelo menor” o MAF. Podemos clasificarlas en
términos generales como variantes raras, comunes o de baja frecuencia.

Las variantes comunes son aquellas que tiene una frecuencia del alelo menor MAF
>0.05 en la poblacién y son altamente polimorficos, se consideran que tienen un origen
mas antiguo, ya que ha subsistido a las fuerzas de seleccion natural y son mas
abundantes en las poblaciones (Conrad et al., 2010; Murdoch et al., 2013). Las variantes
raras son aquellas que tienen una frecuencia del alelo menor < 0.01 en la poblacién, se
consideran que tienen un origen relativamente reciente, por lo que tienen la posibilidad de
permanecer y aumentar su frecuencia en la poblacion o bien desaparecer en las
siguientes generaciones, también se han descrito variantes de baja frecuencia, las cuales
presentan un MAF de 0.01-0.05 (Bomba et al., 2017).

Segun sus caracteristicas de estructura y organizacion de las variantes se
distinguen diferentes tipos, como las denominadas inserciones o deleciones cortas
(indels); las variaciones en el nimero de copias (CNVs) y las variantes de un cambio
puntual de un nucleétido por otro, denominado SNP, los cuales constituyen el tipo de
variante genética mas comun en el genoma humano. Se calcula que en promedio, cada
1,000 pares de bases de una secuencia gendmica contiene de 2 a 10 SNPs. Esto significa
que uno en cada 100-500 nucleétidos es polimérfico y la sustitucion de Citosina por
Timina (C/T) es mas frecuente; De tal manera, se calcula que cada persona posee entre 3
y 4 millones de SNPs comunes en su genoma, en tanto que nuevos SNPs pudieran surgir

de nuevas mutaciones (mutaciones de novo). A la fecha se han identificado mas de 38
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millones de SNPs en el genoma humano (Human Genome Variation Society, HGVS). Con
la enorme cantidad de variacién entre los genomas humanos individuales puede hacer
que sea mas facil determinar que variantes son benignas y cuales podrian estar
asociadas con una enfermedad. Incluso, la variante asociada estara presente dentro un
contexto gendmico de millones de otras diferencias de la secuencia de referencia
(ancestral) y algunas de las cuales puede afectar la gravedad de la enfermedad en el
individuo (Jackson et al., 2018).

De manera interesante, se han descrito que las variantes de tipo no sinénimas
podrian ser consideradas como variantes causales, ya que pueden alterar la estructura y
funcionalidad de la proteina y causar alteracion biolégica en el fenotipo (Pearl., 2000;
Spirtes., 2000). De tal forma, que estas variantes por lo general son raras, ya que se
encuentran sometidas a la seleccion natural para ser disminuida o eliminada en las
poblaciones (Li et al., 1997; Nakken et al., 2007). Ademas, se ha planteado que las
enfermedades complejas qué estan influenciados por la seleccién natural con aparicion
temprana, como el autismo, estarian mas cargadas de variantes raras, en comparacion
con otras enfermedades de aparicion tardia como la esquizofrenia y el trastorno bipolar
qgue estarian mas enriquecidas de variantes comunes (Bomba et al., 2017; Kryukow et al.,
2009).

Resulta relevante identificar las frecuencias alélicas en las diferentes poblaciones,
con el prop6sito de evaluar en qué medida las poblaciones difirieren entre si. Las
poblaciones tienden a agruparse segun su distancia geografica, las geograficamente
distantes tendrian menos probabilidad de intercambiar informacién genética a lo largo de
su historia evolutiva humana. De tal forma que los cambios de frecuencia de los alelos
son impulsados por la accion combinada de diferentes fuerzas evolutivas como la
mutacioén, la seleccidén natural, la deriva génica y la migracién (Ewens., 1972; Jorde et al.,
1998). En la poblacion mexicana, el andlisis de las frecuencias alélicas ha permitido
establecer que existen diferencias entre grupos mestizos regionales, asi como registrar
que entre diversas poblaciones indigenas de nuestro pais hay una marcada estratificacion
genética, producto quiza de sucesos de aislamiento geografico (Moreno et al., 2014).

En nuestra poblacién contemporanea, se considera a una persona mestiza si es
nacido en México, tiene un apellido de origen espafol y ancestros de origen mexicano,
tres generaciones hacia atras (Gorodezky et al., 2001). La composicion genética del
mexicano es compleja debido a que por factores sociales, demograficos y econémicos la

distribucion alélica no es ecuanime en nuestra poblacién general y cambia de acuerdo a la
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region geografica analizada (Rangel et al., 1999). Existen zonas con poblaciones
amerindias que han sufrido una reduccién notable en el tamarfio de la poblacién casi al
punto de extinciéon y poblaciones mayores donde el flujo genético se ha mantenido
constante. EI componente amerindio es la base de nuestra poblacién junto con el europeo
que trajeron consigo los espafioles y una pequefia proporcién proveniente de Africa
introducida por los esparoles (Beltran., 1944). Debido a que México representa uno de los
reservorios de variacion nativa americana, los estudios de secuenciacion han utilizado
matrices de comparacion con marcadores identificados en poblaciones no nativas
americanas, lo cual no permite el descubrimiento de nuevas variantes, por lo que es
necesario realizar secuenciaciéon en nuestra poblacién. Esto nos aportara informacién
sobre la identificacion de las variantes y podremos conocer por medio de la anotacién, la
variacion funcional en los genes que codifican a proteinas, asi como los procesos
adaptativos y demograficos que han dado forma a los genomas de los nativos mexicanos
(Silva-Zolezzi et al., 2009; Moreno-Estrada et al., 2014).

Cabe senfalar, que a pesar de los recientes proyectos de secuenciacion a gran
escala como el Exome Aggregation Consortium (ExAC) y Genome Aggregation Data Base
(gnomAD) que han ampliado considerablemente el conocimiento sobre los patrones de
variacion genética en el mundo (Lek et al., 2016; Collins et al., 2019), se sabe poco sobre
la distribucidn de variantes genéticas especificas de las poblaciones, como la poblacion
mexicana (Silva-Zolezzi et al., 2009; Moreno et al., 2014), pudiendo ser la base de rasgos
evolutivos y biomédicos. El estudiar la genética de los mexicanos nos ayudara a
comprender y predecir el comportamiento de las enfermedades que tienen un
componente genético, para que en un futuro proximo se pueda utilizar la medicina de

precision para prevenir las enfermedades psiquiatricas, como la AN y BN.
5. Estudios de epidemiologia genética

5.1 Estudios en Familias

Los estudios en familias son metodologias que permiten determinar si las
enfermedades multifactoriales tienen componentes genéticos en el desarrollo de la
enfermedad. Los estudios en familia permiten identificar la agregacion familiar de un
fenotipo de interés. Lo que significa que en las familias de los pacientes donde hay mas
de un caso y la probabilidad de que uno de sus familiares de primer grado (padres y

hermanos) desarrolle la misma enfermedad es mayor que la probabilidad que en los
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miembros de las familias que no tienen antecedentes de la enfermedad (Flint et al., 2010).
La agregacion familiar en AN y BN se han documentado en diversos estudios, reportando
que familiares de primer grado presentan hasta 10 veces mas la probabilidad de
desarrollar AN o BN que aquellos que no tienen algun pariente con trastorno alimentario
(Kassett et al., 1989; Lilenfeld et al., 1998; Strober et al., 1990; 2000). De manera
interesante, en otro estudio no reportaron casos de BN en familiares de individuos que
tenian el subtipo de anorexia nervosa restrictiva, lo mismo se observé en familias con BN
y obesidad (Fowler and Bulik., 1997; Grigoroui et al., 2003). Lo que se sugiere que
familiares de AN y BN pudieran tener fenologias distintas en el componente genético y la
dinamica familiar, ya que se ha documentado que familias con ANR presentan mayor
rigidez cognitivo conductual, evitacién al dafno, ansiedad y rasgos obsesivos-compulsivos.
En tanto que en familias con BN se identifican componentes de abuso de sustancias, bajo
control de los impulsos y negligencia familiar.

5.2 Estudios en gemelos

Los estudios en gemelos son una herramienta util para diferenciar los efectos de
los genes y el medio ambiente en el origen y desarrollo de la AN y BN. Los gemelos
monocigotos (MZ) comparten el 100% del ADN vy, por lo tanto, las mismas variantes
genéticas en todos los genes. En cambio, los gemelos dicigotos (DZ) comparten el 50%
del ADN vy las diferencias fenotipicas observadas entre los gemelos pueden atribuirse a
factores ambientales (Plomin et al., 1994). Las estimaciones de heredabilidad (h2)
basadas en gemelos se derivan de la similitud fenotipica entre gemelos MZ y DZ, el
modelo estandar en gemelos captura la contribucién relativa de factores genéticos
aditivos (A), ambientales comunes (C) y ambientales unicos (E) en la variaciéon de los
rasgos o fenotipos (Hubel et al., 2018).

El primer estudio que se realizé fue en AN reportando que los gemelos MZ tenian
tasas de concordancia mas altas que los gemelos DZ (Holland et al., 1984; Treasure y
Holland., 1990). Las estimaciones de heredabilidad en AN oscilan entre 48 y 74% (Bulik et
al., 2006; 2010; Klump et al., 2001). En BN las estimaciones varian entre el 55 y 62%
(Bulik et al., 1998; 2010; 2019).

Ciertos rasgos de personalidad en la AN y BN parecen tener componentes
heredables, como lo han demostrado diversos estudios en gemelos monozigotos, en

donde han reportado que la conducta de atracén, autoinduccion del vémito y restricciones
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alimentarias sugieren concordancia genética del 46 al 72%. Respecto a la ideacién por la
delgadez presentan una concordancia del 32 al 72% (Klump et al., 2000; Rutherford et al.,
1993); en rasgos de personalidad obsesivos-compulsivos presentan concordancia
genética del 30% en AN (Halmi et al., 2000; Vitousek y Manke, 1994). Otro rasgo
heredable de la personalidad es la excesiva preocupacion por equivocarse, que es un
componente del perfeccionismo (Bacanu et al., 2005; Tozzi et al., 2005).

5.3 Estudios de ligamiento genético

Han sido una estrategia util para la identificacion de genes involucrados en el
desarrollo, evolucion y gravedad de las enfermedades multifactoriales. Los estudios de
ligamiento es un método realizado en familias, que permite identificar los patrones de
segregacion de marcadores genéticos con una determinada enfermedad, ademas de
conocer los mecanismos de transmision del fenotipo en cuestién.

Los estudios de ligamiento realizados en AN y BN, reportan evidencia sugestiva de
ligamiento en el cromosoma 1p33-36 en anorexia nervosa (AN). En este estudio se
observo presencia de ligamiento aun mas fuerte, en una sub-muestra de pacientes con el
subtipo restrictivo (Grice et al., 2002). Posteriormente, realizando un analisis de ligamiento
con pares de hermanos afectados e incorporando algunas variables conductuales,
reportaron presencia de ligamiento en los cromosomas 1, 2 y 13 en pacientes con rasgos
de obsesividad (Devlin et al., 2002). Otro hallazgo reporto que el gen 5-HT1D localizado
en el cromosoma 1p, se encontré asociado a la AN (Bergen et al., 2003).

Por otro lado, en un estudio realizado por Bulik et al (2005) reportan presencia de
ligamiento en el cromosoma 10p en BN y al realizar el andlisis en una muestra mas
homogénea definida por presentar conductas severas de auto-induccion de vémito, se
observd una significancia estadistica més fuerte. Este dato apoya los datos que muestran
la alta heredabilidad para este tipo de conducta (Sullivan et al., 1998). También se ha
reportado fenotipos como la obsesividad, ansiedad y el indice de masa corporal co-
segregan con los TCA (Becanu et al. 2005; Tozzi et al., 2005), en los cromosomas 1q,

4p, 10p, 11qy 14q.

5.4 Estudios de asociacion genética
Los estudios de asociacion se basan de la hipotesis del estudio de variantes
comunes en enfermedades comunes y comparan la frecuencia con que un marcador se

presenta en un grupo de individuos afectados no relacionados, comparado con la que se
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observa en un grupo de individuos sanos. Es decir, se establece la co-ocurrencia de un
marcador con la enfermedad u otro rasgo fenotipico en individuos de una poblacién que
fueron seleccionados al azar. Con este tipo de metodologia resulta util para identificar el
componente genético que subyace al desarrollo de las enfermedades. Existen dos tipos
de estrategias, las cuales pueden ser estudios basados en familias y de casos y controles
(Reich y Lander., 2001; Pritchard J., 2001).

Los estudios de asociacion que se han realizado con variantes genéticas de la via
serotoninérgica, es el polimorfismo 5-HTTLPR del transportador de 5-HTT/SERT, en
estudios en familias, reportando una mayor transmisién de la variante corta, el alelo S en
AN (Hinney et al., 1997; Urwin et al., 2005). El primer estudio que observé asociacién
significativa entre la variante S y la BN fue en poblaciéon caucésica, reportdé que los
pacientes portadores de dos copias del alelo corto presentan un riesgo 7 veces mayor de
BN (DiBella et al., 2000). Otros hallazgos reportaron asociacién entre la variante L y el
subtipo BNP y TCA (Monteleone et al., 2006; Steiger et al., 2009). Nuestro grupo de
investigacion report6é asociacion con el alelo S del 5-HTTLPR, observando que fue més
frecuente en los pacientes con BN respecto al grupo control (Camarena et al., 2018).

En la tabla 6 y 7, se muestran los diversos estudios de asociacion realizados entre
el gen SLC6A4 y la AN y BN, los estudios se enfocaron principalmente en la region del

promotor, intrones y exon 2.

Tabla 6. Estudios de asociacion basada en familias entre el 5-HTTLPR y TCA

Autor Poblacion Muestra Resultados

Hinney 1997 Caucasica Familias tipo trio con AN=55 No transmisién (p=0.90).
NS en IMC y edad inicio.

Urwin 2003 Caucasica Familias tipo trio con AN=106 NS (p=0.92).

Urwin y Patrick Caucasica Familias tipo trio con AN=114 Asociacién con alelo S del 5-

2005 Asiatica HTTLPR.

NS=no significativo p>0.05
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Tabla 7. Estudios de asociacion de casos y controles en TCA

Autor (ano) Poblacion  Region Muestra Resultado
del gen
Fumeron (2001) Caucasica  Promotor AN=67 Asociacion  del S5HTTLPR  por
Controles=148 genotipos (p=0.027) y alelos; p=0.024)
Lauzurica 2003 Caucasica  Promotor BNP=115 Asociacion con el haplotipo *YNTR-SS
Intron 2 Controles=107
Matsushita (2004) Asiatica Promotor AN=77 Asociacién genotipos y alelos (p=0.02;
BN=118 p=0.005).
Controles=290
Sundaramurthy (2000) Caucéasica  Promotor AN=138 Una mayor frecuencia de S-5HTTLR
Controles=90 (p=0.0128).
Rybakowski (2006) Caucéasica  Promotor AN=132 No report6 asociacion con SHTTLPR.
Controles=93 La muestra fue de pacientes
hospitalizados
Di Bella (2000) Caucasica  Promotor AN=112 Asociacién por genotipos y alelo S-
BN=50 5HTTLPR (p=0.0001; p=0.001) en BN.
Controles=120
Steiger (2009) Caucasica  Promotor AN=17 Asociacién por genotipos y alelo
BN=108 La/SHTTLPR  (p=0.028) en AN
TANEs=60 (inhibidores/compulsivos).
Steiger (2011) Caucasica  Promotor AN=63 Asociacion variante S y variante rara
BN=221 G asociada con BN.
Munn-Chernoff (2012)  Caucasica Intron 2, ANy BN No reportaron asociacién
3y8 =165
Camarena (2012) Mexicana Exon 2 AN=72 Asociacioén variante rara 56A en AN
BN=189
Controles=226
Camarena (2018) Mexicana Promotor BN=189 Asociacién con alelo comun S y el
AN=72 alelo raro G en BN (p=0.000).

Controles=337

*VNTR: Repeticién en tandem del nimero de variables.

5.5 Estudios de Asociacion del genoma amplio (GWAS)

Los estudios de GWAS, se basa de la hipétesis de analizar variantes comunes en
enfermedades comunes (CD/CV). Este tipo de estudios requiere tamanos de muestra
grandes para poder tener un adecuado poder estadistico. Se sabe que las variantes
identificadas solo tienen un efecto pequefo en el fenotipo. (Breithaupt et al., 2018;
Chakravarti 1999; Lander 1996; Kraft et al., 2009).

Los estudios de GWAS que se han realizado hasta la fecha han sido en AN (Tabla
8). El primer estudio se realiz6 en una muestra de 1033 pacientes y 3733 controles, donde
se identificaron variantes genéticas asociadas como rs7532266 del gen 5-HT1D
relacionada con la via serotoninérgica (Wang et al., 2011). Estos hallazgos alentaron a
continuar los esfuerzos mediante GWAS, ya que se sugerian que existian sefales
significativas en los datos.

En el ano 2013, se establecié el primer consorcio de genémica psiquiatrica en los
trastornos alimentarios (PGC-ED), donde han surgido diversos hallazgos, logrando
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estimar la heredabilidad en AN basado en los polimorfismos denominados SNPs, la cual
se estimé en 0.20; ademas, se identificé un locus de riesgo en el cromosoma 12 (Duncan
et al., 2017). De manera interesante, el PGC-ED reportd correlaciones genéticas entre AN
y rasgos metabdlicos y antropométricos, entre las cuales se observé correlaciones
positivas con el colesterol de lipoproteinas de alta densidad y correlaciones genéticas
negativas con el indice de masa corporal y obesidad. Con estos datos, el PGC-ED est&
obteniendo una comprension mas integral de como la variacién genética contribuye al
riesgo de AN; ademas, los estudios de GWAS han proporcionado informacion de vias
biolégicas asociadas a la AN, como el sistema serotoninérgico (Wang et al., 2011). El
PGC-ED esta recolectando activamente muestras genéticas de individuos con BN para
realizar un GWAS e identificar variantes genéticas que pudieran estar asociadas, lo cual
podria dilucidar genes y vias que se comparten entre AN y otros que pudieran ser
especificos de BN (Bulik et al., 2019).

Tabla 8. Estudios de GWAS realizados en Anorexia nervosa

Autor, aino Poblacion Muestra Resultados
Wang et al., 2011 AN=1,033 Caucasica rs7532266 en 5-HTR1D, rs6959888 en ZNF804B,
Controles=3,733 rs533123 en OPRD1
Boraska et al., 2012; AN=2,907 Caucésica AN-R: ATP2B1
2014 AN-R=1,606 AN-CP: rs9839776 en SOX20T rs17030795 en
Controles=14860 PPP3CA
Duncan et al., 2017 AN=3,495 Caucésica Locus cromosoma 12 rs4622308 correlacién con IMC

Controles=10,982

Huckins et al., 2018 AN mujeres=2,158  Caucasica rs10791286 en OPCML, y el rs7700147 in MIO1D

Controles=15,485 Cromosoma 17
Watson et al., 2019 AN=16,992 Caucésica Varias comunes NCKIPSD, CADM1, ASB3, MGMT,
Controles 55,525 FOXP1, PTBP2, CDH10, NSUN3 asociada a rasgos

psicopatoldgicos, antropométricos y metabdlicos.

ZNF804B=Zinc finger protein 804B; OPRD1=Opioid receptor delta 1; ATP2B1=ATPase calcium transporting plasma membrane 1;
SOX20T=Overlapping transcript; PPP3CA=Protein phosphatase 3 catalytic subunit alpha; OPCML=Opioid binding protein/cell adhesion
molecule like; MIO1D=Myosin 1D

5.6 Estudios de secuenciacion completa del exoma (Whole Exome Sequencing,
WES)

La secuenciacion completa del exoma es una herramienta util para identificar la
base molecular de las enfermedades complejas. El exoma es la parte funcional del
genoma formado por los exones, es decir, las partes que codifican a los genes y que
daran lugar a las proteinas. Los estudios del exoma se basan de la hipétesis de estudiar
variantes raras en enfermedades comunes (Dickson et al., 2010; Raychaudhuri S., 2011).

Hasta la fecha, se reportan tres estudios de secuenciacién completa del exoma
realizado en familias y dos estudios en casos (Tabla 9). El primer estudio incluyo a dos

32



familias con AN con multiples miembros afectados con BN, la primera familia se
caracteriz6 por presentar alto perfeccionismo, rasgos obsesivo-compulsivos, conductas
restrictivas y comorbilidad con la ansiedad. Por el contrario, la segunda familia presenté
menor ansiedad, conductas purgativas y con mas miembros afectados con BN; lo que se
sugiere que la AN y BN comparten caracteristicas similares. En el estudio, se identificaron
variantes genéticas en el gen del receptor de estrégeno ESSRA, el cual pudiera
relacionarse con la modulacion de la actividad serotoninérgica a partir de la sintesis y
degradacién del 5-HT, ademas, la proteina participa como un factor de transcripcién que
regula la expresion de genes relacionados con la produccién de energia celular, también,
se identific6 otra variante rara en el gen HDAC4, esta proteina pertenece a la familia de
histonas desacetilasas y participa en la regulacion transcripcional y el ciclo celular (Cui et
al., 2013; Smith et al., 2004).

En un estudio reciente, incluyo a dos familias con individuos masculinos con AN,
los autores reportaron variantes en el gen de neuronatina (NNAT) en ambos probandos,
una variante sin sentido (p.Trp33) y una variante rara en el 5-UTR, la proteina codificada
por el gen NNAT es un proteo lipido que participa en la regulacién de los canales i6nicos
durante el desarrollo del cerebro, también desempefna la funcion de formacién y
mantenimiento de la estructura del sistema del sistema nervioso (Lombardi et al., 2019).
Otro hallazgo, identificd 39 variantes raras que compartian tres miembros afectados con
AN, la variante p.Leu356Arg se localiza en el tercer bucle largo intracelular que codifica al
gen DRD4, la variante p.Cys387Try fue ubicada en la region citoplasmatica del gen
CCKA, que codifica al receptor de colecistoquinina y la variante p.Met11Thr afecta el
codon de inicio de la neuromedina del gen NMS (Bienvenu et al., 2019). En un estudio se
reportd que pacientes con AN presentaban variantes raras (rs1126452, rs1042032 vy
rs1042064) en el gen EPHX2, el cual se expresa en tejidos neurales vasculares y no
vasculares de relevancia para la AN y se sabe que influye en la funcién del colesterol
(Scott-Van Zeeland et al., 2014).

Otro hallazgo, incluyo a dos grupos de estudio, el restrictivo que fueron pacientes
diagnosticados con ANR vy el grupo purgativo que incluyo a pacientes con ANCP, BNP y
trastorno por atracén (TxA); donde se identificaron 186 genes en el grupo restrictivo. De
manera particular, se observo un exceso de variantes raras reportadas como deletéreas
en el gen de neurotesina (NTS), el cual codifica para una proteina que funciona como
neurotransmisor en el hipotalamo lateral y paraventricular y se involucra con la regulacién

del metabolismo de la grasa en el intestino. En el grupo purgativo se identificaron 245
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genes en vias relacionadas con los neuropéptidos; de manera interesante, se identifico
mayor numero de variantes dafiinas en el gen del glucagén GLP-1, el cual se ha sugerido
como un vinculo entre la senalizacion de GLP-1 y las conductas de atracén, como
también en la disminucién de la ingesta de alimentos inducida por la delecion del receptor
alfa de estrégeno en las neuronas serotoninégicas en modelos animales. Ademas, se
asocié a una disminucién de la secrecion del GLP-1 en las conductas de atracon en
pacientes con BN (Cao et al., 2014; Naessen et al., 2011). Del mismo modo, se informd
de variantes dafninas en el gen BDNF, el cual participa en la plasticidad neuronal del
sistema nervioso, asi como en la neurogénesis, el mantenimiento de la funcién neuronal y
la integridad estructural de las neuronas dopaminérgicas y serotoninérgicas. De manera
interesante, el gen BDNF ha sido asociado previamente con la ingesta de alimentos y el
IMC en BN (Mason et al., 2013; Ribases et al., 2004; Lutter et al, 2017).

Tabla 9. Estudios de WES realizados en los trastornos alimentarios

Autor Poblacion Muestra Resultados
Cuietal., 2013 Caucasica  Familias con AN=2 con multiples Identificacion de variantes raras vy
afectados comunes en AN rs200039730 ESRRA
rs61754648 HDACA.
Scott-Van Zeeland  Caucasica Mujeres AN=261 Genes ESR2y EPHX2
etal., 2014 Mujeres control=80
Lutter et al., 2017 Caucasica ANR=35 Grupo restrictivo=186 genes
ANCP, BNP y TxA=50 Grupo purgativo=245 genes
Via neuropeptidica
Lombardi et al., Caucésica Familias=2 p.Trp33, rs148287456 gen NNAT.
2019 Hombres con AN
Bienvenu et al., Caucasica Familia AN=1 Le356Arg/DRD4 afecta un bucle
2019 Mama afectada y 2 hijas. intracelular
Papa no afectado p.Cys387Try/ CCKAR

p. Met1Thr/NMS coddn de iniciacion
de neuromodulina.

ESRRA= estrégeno related receptor alpha; HDAC4=Histone deacetylase; ESRE=Receptor estrégeno 2; EPHX2=Epoxide hidroxilase;
NNAT=Neuronatina.
6. Asociacion sintética

Los estudios de GWAS han identificado un gran nimero de variantes asociadas
con la AN; sin embargo, este tipo de estrategia solo ha servido para analizar variantes
comunes, ya que se basan en la hipétesis de estudiar en una enfermedad comun
variantes comunes y de baja frecuencia pero las variantes encontradas tienen baja
penetrancia ya que solo explican una pequefna proporcion de la heredabilidad (Schork et
al., 2009). Mas recientemente, se han realizado exploraciones genémicas mediante un

mapeo fino o WES, que se basa en la hipétesis de estudiar una enfermedad comun-
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variante rara (CD/RV) logrando identificar alelos raros o de baja frecuencia asociados a
AN y BN, teniendo un efecto causal en los trastornos alimentarios. Sin embargo, se ha
propuesto que las variantes raras identificadas en los WES podrian estar cercanas a
variantes previamente detectadas o nunca antes identificadas mediante los GWAS.

Dickson et al., (2010) planted la hipotesis de asociacion sintética, la cual se basa,
que a partir de las asociaciones encontradas en los estudios de GWAS, no tienen un
efecto causal asociado a las variantes comunes, sino mas bien identifican otras variantes
gue pueden ser variantes raras o de baja frecuencia que se encuentren en desequilibrio
de ligamiento con la variante comun y estar asociada con la enfermedad con un efecto
causal. Las variantes raras o de baja frecuencia pudieran estar alrededor de la regién de
interés y podria conferir un mayor riesgo de la enfermedad.

La asociacién sintética se refiere a una asociacion indirecta entre una variante
comun y al menos una o posiblemente muchas variantes raras. Usando el término
sintético diferencia de lo indirecto, enfatizando que las caracteristicas de la asociacion son
muy diferentes cuando la variante causante se presenta en menor frecuencia que el
marcador identificado por un GWAS (Orozco et al., 2010).

De manera interesante, aunque no se ha encontrado asociacion con el gen del
transportador a 5-HTT/SERT en los estudios de GWAS en los TCA, existen estudios
anteriores que han proporcionado evidencias de asociacion genética en AN y BN
(Camarena et al., 2018; Calati et al., 2011; Chen et al., 2015; Polsinelli et al., 2012).

Para la busqueda de variantes raras en rasgos complejos, se han propuesto
diversas metodologias, como la seleccion de fenotipos particulares, que pueden ayudar a
identificar variantes que predispongan al riesgo de los trastornos alimentarios. Para esto,
es necesario hacer una seleccion cuidadosa de los sujetos a estudiar en uno o ambos
extremos del fenotipo alimentario y contar con el historial clinico que proporcione
informacién de las caracteristicas fenotipicas observables, tales como la impulsividad,
conductas restrictivas, purgativas, compulsivas, ideaciéon a la delgadez y el indice de
masa corporal; los cuales pueden definir fenotipos de forma mas homogénea (Bulik et al.,
2019; Cirulli et al., 2010).

6.1 Seleccion de fenotipos en los trastornos alimentarios
El fenotipo es el conjunto o un subconjunto de las caracteristicas observables o no
observables de un individuo (Bansal et al., 2010; HUbel et al., 2018). Un enfoque

alternativo en la investigacién en genética es identificar y estudiar a individuos o familias
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con fenotipos muy caracteristicos y clinicamente relevantes. Esta estrategia ha
demostrado una mayor eficacia para identificar las caracteristicas moleculares
subyacentes a tales fenotipos (Cirulli et al., 2010; Raychaudhuri et al., 2011). Una
hipdtesis que motiva la seleccion de un fenotipo es enriquecer la presencia de variantes
raras que puedan tener un efecto causal sobre el fenotipo. Ademas, las variantes pueden
ser identificadas en genes donde ya previamente se ha reportado asociacion con
variantes comunes y raras, como el gen SLC6A4 que ha sido asociado a AN y BN (Calati
et al.,, 2011; Chen et al., 2015).

Hallazgos anteriores, han utilizado métodos para definir fenotipos homogéneos en
los trastornos de la conducta alimentaria, como obtener informacion sobre los
antecedentes heredofamiliares o rasgos que tienen componente heredable, como el rasgo
obsesivo-compulsivo, el perfeccionismo, la pulsion por la delgadez, la ansiedad, ideacion
por la delgadez y las conductas restrictivas en AN. Asi mismo, los estados emocionales
negativos, la auto-induccién del vémito y la impulsividad son rasgos que muestran un
componente heredable en BN (Anderluch et al., 2003; Bulik et al., 2007; Micali et al.,
2011; Lacey and Evans., 1986; Wonderlich et al., 2005). Estos pueden ser identificados
mediante el uso de cuestionarios que evalian dimensiones de la personalidad que
relevantes para la etiologia de la AN y BN (Bulik et al., 2006; Hibel et al., 2018).

Investigaciones previas, han reportado evidencias sobre rasgos psicopatolégicos
que definen fenotipos clinicamente relevantes. Hallazgos previos, han estudiado los TCA
desde la vision dimensional. Por ejemplo, los estudios de andlisis por cluster han
identificado sub-fenotipos, como los compulsivos (sobre-regulados) e impulsivos
(desregulados). Los sujetos del grupo compulsivo estaban constituidos por pacientes con
ANR, los cuales presentan conductas como la rigidez cognitiva y conductual.

Con respecto al grupo impulsivo, se caracterizé por estar formado de pacientes
con caracteristicas del espectro bulimico, como la ANCP y BN, presentando rasgos como
la pérdida de control sobre las conductas de atracdén. Ademas, estos sub-fenotipos han
sido asociados con variaciones en genes del sistema serotoninérgico como el gen
SLC6A4 (Friederich and Herzog., 2011; Steiger, et al., 2009; van den Eynde et al., 2011).
Ademas, otras investigaciones han empleado medidas de evaluacion que tienen que ver
con el control de los impulsos y las emociones negativas en la BN, donde han
caracterizado a sujetos impulsivos, los cuales se caracterizan por presentar episodios de

atracon, autolesiones y comorbilidad clinica como el abuso de sustancias y trastorno
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limite de la personalidad (van de Eynde et al., 2011; Wildes and Marcus., 2013b;
Wonderlich., 2007).
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7.1 Justificacion

La AN y la BN son un problema de salud publica en México dado que se tienen
reportes del incremento de este padecimiento en los Ultimos afos en nuestro pais
(Romero-Martinez et al., 2018). De acuerdo con la encuesta nacional de salud publica en
los trastornos psiquiatricos, la prevalencia para adolescentes se estim6 en 0.6 para AN y
1.8 para bulimia, siendo mas frecuente en mujeres (Benjet et al., 2012; 2016). Es un
trastorno multifactorial, donde se involucran factores ambientales y biol6gicos. Se ha
documentado que la AN y la BN tienen componentes heredables, de acuerdo a hallazgos
en estudios en gemelos y en familias.

Por otra parte, la 5-HT ha mostrado ser un neurotransmisor relacionado en la
regulacion de la conducta alimentaria y los estados emocionales. Diversos estudios
neurobiol6gicos muestran que cambios en el sistema serotoninérgico se encuentran
asociados a la AN y BN. Estudios de imagen reportan que la disponibilidad de 5-HT a
nivel de sinapsis se encuentra regulado por el transportador de 5-HTT/SERT, el cual se
encarga de transportar y regular la homeostasis serotoninergica

Estudios clinicos, han planteado la hipdtesis serotoninérgica en la AN y BN,
reportando alteraciones en la densidad del 5-HTT en areas del hipotalamo relacionados
con los estados de animo y la senal de saciedad; ademas, se han reportado alteraciones
en las concentraciones del metabolito de 5-HT en pacientes con AN y BN. En estudios
genéticos se han identificado variantes genéticas en exones del gen que confieren
ganancia o pérdida de la funcién de la proteina SERT.

Los estudios de asociacién genética realizados en familias, y en casos-controles,
han reportado asociacion entre variantes raras y comunes en el SLC6A4 en AN y BN en
nuestra poblacién. En particular, se han asociado variantes localizadas en la regién
promotora y los intrones 2, 3 y 8 (Camarena et al., 2018; Lauzurica et al., 2003; Munn-
Chernoff et al., 2002). De manera interesante, las variantes genéticas situadas en la
region promotora y el intron 2 han sido asociadas con cambios en la expresion vy
funcionalidad de la proteina SERT (Hu et al., 2006; Mackenzie et al., 1999; Ali et al.,
2010), por lo que resultaria interesante identificar variantes genéticas de riesgo en el exén
1, el cual se encuentra cercano a la regién del promotor.

Diversos hallazgos han reportado variantes genéticas en el gen SLC6A4,
asociadas a rasgos psicopatolégicos en la AN y BN, lo que resultaria interesante poder
identificar otras variantes vinculadas con los rasgos psicopatolégicos en los trastornos

alimentarios. En los exones 8 y 9 se han identificado variantes raras asociadas al
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trastorno obsesivo-compulsivo, el cual comparte caracteristicas clinicas con la anorexia
nervosa; sugiriendo un fenémeno de pleiotropia.

El SLC6A4 es un gen candidato en la anorexia nervosa y bulimia nervosa, sin
embargo, la mayoria de los estudios se han enfocado en estudiar la regién del promotor e
intrones, por lo que resultaria interesante identificar otras variantes que se localicen en los
exones 1,2,3,8 y 9 del SLC6A4 en la poblacion mestiza mexicana.

Para los estudios de secuenciacion, la seleccién de fenotipos extremos en la
distribucién de los trastornos alimentarios permitira enriquecer la presencia de variantes
qgue puedan tener un efecto causal en el fenotipo de AN y BN (Barnet et al., 2013; Keel et
al., 2004; Li et al., 2011).

Por otra parte, las frecuencias de las variantes genéticas varian entre poblaciones,
por lo que resulta importante su estudio en pacientes mexicanos.

El presente trabajo es el primero en realizar un analisis de secuencia del gen
SLC6A4 en pacientes con AN y BN en poblacién mexicana, con el propésito de identificar
variantes raras y comunes que pudieran estar relacionadas con la etiologia de los TCA.
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7.2 Hipétesis
Los pacientes con anorexia nervosa y bulimia nervosa presentan un mayor nimero de

variantes raras y comunes en el gen SLC6A4 en comparacién con el grupo control.

7.3 Pregunta de investigacion

¢, Se identificard en anorexia nervosa y bulimia nervosa un mayor numero de cambios en
la secuencia de cinco exones candidatos (1, 2, 3, 8 y 9) del gen SLC6A4 en comparacion
con el grupo control?

7.4 Objetivo General

Identificar variantes raras y comunes en cinco exones candidatos del gen SLC6A4 en
pacientes mexicanos que presenten AN y BN comparado con un grupo de controles
sanos.

7.4.1 Objetivos Particulares

1.- Identificar en una muestra de pacientes con TCA, aquellos que presentan una mayor

gravedad de la sintomatologia clinica definiéndolos como fenotipos extremos.

2.- Analizar la secuencia de nucle6tidos de los exones 1, 2, 3, 8 y 9 del gen SLC6A4 en

los fenotipos extremos y en un grupo control.

3.- Identificar variantes genéticas en los dos fenotipos extremos y en un grupo control.

4.- Predecir si las variantes encontradas tienen un impacto en la funcién de la proteina.
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Muestra de estudio:

El estudio se realiz6 en el departamento de Farmacogenética del Instituto Nacional
de Psiquiatria Ramén de la Fuente Muiiz (INPRFM). Se cuenta con una base clinica y un
banco de DNAg de 428 mujeres diagnosticadas con trastornos de la conducta alimentaria.

Seleccion de los fenotipos extremos en los TCA

Se realiz6 la seleccién de los fenotipos extremos con base al andlisis de las
caracteristicas clinicas que son relevantes en los TCA y tienen un fuerte componente
heredable, los cuales incluyeron: el indice de masa corporal (IMC), antecedentes de
historia familiar de TCA, conductas restrictivas o purgativas, gravedad de los sintomas
obsesivo-compulsivos mediante la escala de Yale-Brown Conrnell-ED, el nivel de
impulsividad y los sintomas psicoldgicos relacionados con los TCA mediante la aplicacion
del inventario de trastornos alimentarios EDI-2.

Criterios de inclusion:

Que aceptaran participar en el estudio mediante firma del consentimiento informado.
Ser mexicanos con tres generaciones de padres y abuelos mexicanos.

Que cumplieran con los criterios diagnésticos del DSM-1V-TR para AN o BN.

Que no presentaran sintomas psicéticos y enfermedad médica no controlada.

Que fueran del sexo femenino

Grupo Control
En el departamento de Farmacogenética se cuenta con muestras de ADN gendémico de
400 sujetos sanos.

Criterios de inclusion:

Sin antecedentes psiquiatricos, medido mediante la aplicacién de la escala SCID.
Individuos no relacionados con otro participante en el estudio.

Edad de 30 a 65 afos

Sexo femenino

A partir de estas caracteristicas se seleccionaron 50 participantes. Previa firma dela carta

de consentimiento informado de todos los participantes.

41



El proyecto fue aprobado por el comité de ética en investigacion del Instituto

Nacional de Psiquiatria Ramén de la Fuente Muniz.

Escalas clinicas utilizadas para la evaluacion

Los pacientes cumplieron los criterios diagnésticos del DSM-IV-TR (APA, 1994)
para AN o BN, valorados mediante la aplicaciéon de la entrevista clinica estructurada para
diagndsticos del eje |, v2.0 (SCID-1). Se utilizé la base electronica de los pacientes con la
informacion demografica y clinica, informacién obtenida mediante la aplicacion de las

siguientes escalas:

1) La escala de Yale-Brown de Cornell para TCA (Caballero et al., 2003): Es una escala
qgue evalua rasgos de preocupaciones y rituales con respecto a los alimentos. El punto de
corte para considerar una mayor gravedad es =16 puntos.

a) Las preocupaciones son definidas como ideas, pensamientos, imagenes o

impulsos que entran en la mente de forma repetida, que pueden ocurrir en contra de la
voluntad. Incluyen aspectos relacionados con la comida, el peso y la apariencia fisica.

b) Los rituales son definidos como conductas o actos que se realizan de manera
impulsiva. Incluyen cualquier conducta o acto relacionado con los alimentos, el consumo
de estos, la apariencia, el peso y el ejercicio.

La escala evalla cuantitativamente la gravedad de los sintomas de preocupaciones y de

rituales.

2) Escala de Impulsividad de Plutchik (Péez et al., 1996). Es una escala que evalua el
grado de impulsividad. La escala mide diferentes aspectos, como la capacidad para
planificar, el control de los estados emocionales y el control de las conductas de consumo
de alimentos, a mayor calificacién se considera niveles mas altos de impulsividad. La
escala consta de 4 sub-escalas que miden 4 factores:

a) El autocontrol: estda compuesto por seis reactivos que mide los aspectos
relacionados con la capacidad que tiene el sujeto para esperar o retrasar sus acciones.
Este factor pudiera estar relacionado con la tendencia de tomar decisiones rapidas en su
vida diaria.

b) La planeacién de las acciones en el futuro: incluye la posibilidad de darse

cuenta de las consecuencias de sus actos y aun asi perseverar en las ideas.
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c) Conductas fisiol6gicas: Evalua el poco control sobre el consumo de los

alimentos y la actividad sexual.

d) Actuacién espontanea: se refiere a las conductas irreflexivas; es decir, no

razonan las posibles consecuencias del proceder precipitado.

3) Inventario de Trastornos de la conducta alimentaria EDI-2 (Garcia 2003):

Es un instrumento que evallua sintomas que acompanan a la AN y BN. Consta de
91 preguntas agrupadas en seis categorias o sub-escalas, cada una se califica, y son
clinicamente relevantes en los trastornos de la conducta alimentaria. Se report6 como
punto de corte 280 puntos para identificar gravedad en los rasgos psicol6gicos en los
trastornos de la conducta alimentaria. Las sub-escalas que evaluan las actitudes y
conductas psicoldgicas relacionadas con la forma de la figura y el peso son las siguientes:

a) Ideacién por la delgadez: es la busqueda incesante por la delgadez, presentan
preocupacién excesiva por el peso, las dietas y el miedo a engordar.

b) Bulimia: evalua la tendencia a tener pensamientos constantes a realizar conductas

de atracén de comida de manera incontrolable para luego realizar conductas

compensatorias.

¢) Insatisfaccién corporal: mide la inconformidad del individuo con la forma general de

su cuerpo. Este es uno de los principales factores responsables del inicio y
persistencia de conductas encaminadas a controlar el peso.

d) Perfeccionismo: mide el grado en que el sujeto cree que solo es aceptable un nivel

de rendimiento personal excelente y esta convencido de que los demas esperan de él
resultados excepcionales.
e) Conciencia interoceptiva: evalua el grado de confusion o dificultad para

reconocer y responder adecuadamente a los estados emocionales.
f) Miedo a la madurez: evalla el temor del paciente a las experiencias psicolégicas

o biol6gicas relacionadas con el peso en la edad adulta y el deseo de volver a la
apariencia prepuberal. Temor a enfrentar las responsabilidades de la edad adulta.
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8.2  Analisis genético

Secuenciacion de los exones 1, 2, 3, 8 y 9 del gen SLC6A4
La amplificacién de los cinco exones del gen SLC6A4 se realizé utilizando las

sondas previamente reportados por Kraft et al., (2005) (Tabla 10).

Tabla 10. Primers utilizados para la amplificacion de los cinco exones del SLC6A4

Region* Secuencia de los oligonucleétidos Tamafo Amplicon (pb) Tm (°C)**

Exoén 1A 5"GAGCGCAACCCATCCAGCGGGAGC 390 60
3'CGCTGGGGCGCATGCACCTCCTCG

Exén 2 5’ATGGACTGCCATGTAGCAAA 498 60
3’AGCTCAGCCACTAGGGTGGT

Exén 3 5'GGATGTGATCCTGCCTGTTC 519 60
3 TGCCTAAGGCCTGACTGATT

Exén 8 5'CATGGCAGTCAGAGCTTCAG 461 60
3'CATGCCCAGCCTTCTTTG

Exén 9 5"'TGTCAACCACCTCCTCCTCT 416 65

3" GCCAAGGGACAGTGCTTAAT

I exprosion tejdo-sspeciica del rasportador en el sistoma nervioso cemiral. - o SHEMANG que egule

Mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), se llevd a cabo la
amplificacién de cada uno de los exones, en un volumen final de reaccion de 25 pl
conteniendo 100 ng de DNA gendémico, DMSO al 5%, 1X KAPA HiFi HotStart Ready Mix
(Kappa Biosystems), y 0.5 pl de cada primer. Las condiciones de PCR fueron a 96°C por
3 minutos, seguidos por 25 ciclos a 96°c por 15 segundos a 60°C por 15 segundos (a
excepcion el exon 9 que fue a 65°C) y finalmente a 72°C por 30 segundos Los productos
de PCR fueron separados en geles de agarosa y agarosa Metaphor 1.5%, para la
confirmacién de la banda se us6 un marcador de peso molecular de 50 a 1000 pares de
bases DNA ladder. Fueron visualizados con luz UV después de la tincidon con bromuro de
etidio con una concentracién de 0.5 pg/ml para identificar las bandas especificas.

Purificacion de los amplicones de cada exon:

Se utilizaron dos kits de purificacién QAquick (Quiagen) y la enzima Exonucleasa 1
alcalina fosfatasa (ExoSAP-IT). El kit de QAquick utiliza columnas que contienen
membranas de silice para la unién del DNA. La purificacién se realizé con un volumen del
producto de PCR de 15 pl, se adicioné buffer PB (clorhidrato de guanidina) durante 30
minutos y se centrifugo durante 2 minutos a 18°G. Se elimin6é el sobrenadante y se
adiciondé a la columna una cantidad de 750 pl del buffer PE (etanol), volviendo a
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centrifugar por tres minutos. La muestra se diluyé 30 pl de H20 de PCR. La diluciéon se
guardoé en refrigeraciéon a 4°C.

El kit de ExoSap (Applied Biosystems) requirié de 2 pl del producto de PCR y 3 l
del kit ExoSap, obteniendo un volumen final de 5 pl, se colocaron en un tubo eppendorfy
se calentdé 63°C en un termobloque (eppendorf) por 15 minutos, seguido de una
inactivacion de la enzima a 80°C por 15 minutos, posteriormente se colocaron en hielo y

finalmente se cuantifico el producto purificado.

Pureza de las muestras mediante espectrofotometria.

Mediante espectrofotometria se midié la concentracién y la pureza del producto
purificado basandose en la capacidad de absorbancia a una longitud de onda
determinada. La concentracion de la muestra se calcula teniendo en cuenta el valor de
absorbancia obtenido a una longitud de onda de 260 nm, mientras que la relacion de
absorbancias 260/280 se usé para evaluar la pureza de las muestras definidas por un
valor entre el rango 1.8-2.0 nm. En cuanto a la absorbancia de 230 nm mide los valores
de muestras contaminadas con sales, fenoles o carbohidratos, se considerara la relacion
de A230/260 en el rango entre 1.5-2.0 nm en valores Optimos para que las muestras

puedan ser consideradas para realizar la secuenciacion.

Para la secuenciacion de terminacion de cadena por Sanger, se enviaron las

muestras al centro GENEWIZ (https:/www.genewiz.com/) en Nueva Jersy E.U. Las

muestras enviadas, contenian 4 ng/pl del producto de PCR purificado y 10 yM del
oligonucledtido forward. Los productos fueron analizados por electroforesis capilar en un
secuenciador automatico ABI 3730xI.

El método de secuenciacién de Sanger por terminacion de cadena consistiéo en
preparar la mezcla de reaccion conteniendo: 4 ng/ul del producto purificado de PCR, 2 pl
de BygDye Termination V3.1, 2 pl de buffer de secuencia 2.5X y 1 pl de primer foward 10
MM. La mezcla fue homogenizada y se dio un pulso en la microcentrifuga. Se colocé 4 pl
de la mezcla de reaccién en cada pozo de la placa de 96 pozos. Las condiciones de PCR
fueron a 96°C por 10 segundos, seguidos por 25 ciclos 50°C por 5 segundos a 60°C por 4
minutos y finalmente a 4°C por 30 segundos. Posteriormente se realiz6 la purificacion del
producto de secuenciacién utilizando el kit BigDye XTerminator™ Purification Kit.

El producto de PCR purificado se carga en una placa de PCR de 96 pozos, se

coloca en la maquina de secuenciacion. Se verifica que las jeringas tengan el polimero
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(POP®6), se revisa que todos los conductos y la bomba de zafiro se encuentren sin
burbujas, que los compartimientos del amortiguador tengan los niveles apropiados de
buffer de EDTA 1X y agua de PCR esterilizada. Al terminar la electroforesis se obtienen
dos archivos abi y seq, los cuales se analizan en los siguientes programas

bioinformaticos.

8.3 Andlisis de datos de la secuenciacion

Para el andlisis de secuencias de cada uno de los exones se realizo lo siguiente:

a) Alineamiento de las secuencias de cada exo6n, usando el programa Bioedit (Hall; 1999)
y Mega X64 (Kumar., 2004). Son programas que permiten la edicién de alineamientos y
analisis de multiples secuencias de ADN.

b) Se obtuvo una secuencia consenso, usando el programa CLC Sequence Viewer 8v
(http://resources.giagenbioinformatics.com/manuals/clcgenomicsworkbench/current/index.
php?manual=Viewing_mode.html&_ ga=2.222653011.956518962.1605642737-
1759400887.1605642737). El programa puede realizar una serie de funciones como
editar alineaciones, determinar y gestionar una secuencia consenso de cada exén para
obtener asi una secuencia de referencia.

c) Alineamiento contra genoma de referencia del SLC6A4 del GenBank, numero de
acceso NM_001045.5.

d) Se realiz6 la comparacion de las secuencias de los casos y los controles en la pagina

BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) del Centro Nacional de Informacion

Biotecnoldgica de Estados Unidos (NCBI). La herramienta de busqueda de alineacién
local basica (BLAST) encuentra regiones de similitud local entre secuencias. El programa
compara secuencias de nucleétidos o proteinas con bases de datos de secuencias y
calcula la significacién estadistica de las coincidencias. BLAST se puede utilizar para
inferir relaciones funcionales y evolutivas entre secuencias, asi como para ayudar a

identificar miembros de familias de genes.

8.4 Espectro de variantes genéticas en el SLC6A4
a) Variante por sustitucion: consiste en el reemplazo de un nucleétido por otro en
una posicién de la secuencia.
b) Delecidn: consiste en la pérdida de uno o mas nucleoétidos de una secuencia.
c) Insercion: es la introduccién de uno o varios nucleétidos adicionales en una

secuencia.
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d) Variantes que cambian el marco de lectura: consiste en la insercién o delecion
de nucleétidos que origina un desfasamiento en la secuencia normal de tripletes
en los que debe ser traducido el RNAm; en consecuencia, la proteina incorpora
aminodacidos erroneos y frecuentemente un codén de terminacién prematuro.

e) Variantes que no cambian el marco de lectura: la insercion o delecion de 3
pares de bases en el DNA, aunque afiade o elimina algun amino&cido a la
proteina, no cambia el marco de lectura, por lo tanto, el resto de la secuencia de
aminoacidos es normal.

f) Variantes con terminacién prematura de la proteina: algunas variantes no
afectan a la secuencia de amino&cidos codificados, sino que la sustitucion, la
insercién o la delecion de varios nucleétidos tiene como efecto la aparicién de un
codon de terminacién o de paro (UAA, UAG, UGA) (Luque., 2001).

Para la busqueda de las posibles variables, las secuencias fueron alineadas con la
secuencia consenso de SLC6A4 obtenida previamente como control comparativo asi
como cada una de los SNP reportados en las bases de datos citadas (nosynoymous SNP
functional predictions Exome Variant Server (http://evs.gs.washington.edu/EVS), Human

Genome Variation database (http://www.1000genomes.org/), genomAD
(https://gnomad.broadinstitute.org/) y dbSNP NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.qgov/snp/).

Identificacion de las variantes raras y comunes

De acuerdo con la identificacion de las variantes genéticas, Bomba et al., (2017) define
las variantes comunes como aquellas que tienen una frecuencia del alelo menor
MAF>0.05, las variantes raras tienen un MAF <0.01 y las variantes de baja frecuencia
tienen un MAF =0.01-0.05.

8.3 Analisis in silico de la prediccion de la proteina:

Se utilizaron dos programas computacionales para el andlisis de prediccion. Se
utiliz6 el programa computacional Polyphen-2 (Polimorfismo Phenotyping v2)
(http.//genetics.bwh.harvard.edu/pph2/.) la cual es una herramienta que predice el impacto

de un aminoacido sustituido en la estructura y funcién de la proteina humana. La
prediccion se basa en reglas empiricas que son aplicadas a la secuencia filogenética y la
informacidn estructural que caracteriza la sustitucion. PolyPhen-2 predice el efecto de una
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sustitucién de aminoacidos en la estructura y funcién de una proteina utilizando
homologia de secuencia, estructuras 3D de la proteina cuando estén disponibles y una
serie de otras bases de datos y herramientas Para cada sustitucion de aminoacidos
proporciona una prediccion cualitativa (“probablemente dafino”, "benigno" o
"desconocido") y una puntuaciéon que va de 0 a 1. El puntaje de PolyPhen representa la
probabilidad de que una sustitucién sea perjudicial, por lo que los valores mas cercanos a
uno se predicen como perjudiciales.
PolyPhen predice que un snSNP es:
a) Probablemente dafina: apoya con alta confidencia que la proteina esta
afectada en funcién o estructura.

b) Benigna: carece de cualquier efecto fenotipico.

También, se utilizé6 el programa SIFT (http:/sift.bii.a-star.edu.sqg/), herramienta
basada en la homologia de la secuencia que predice si es probable que una sustitucion
de aminoacidos afecte la funcion de la proteina basandose en la homologia de secuencia
y la similitud fisico-quimica entre los aminoacidos alternativos. Los datos que
proporcionamos para cada sustitucion de aminoacidos son una puntuacion y una
prediccién cualitativa ("tolerada" o "perjudicial") con una puntuacién que vade 1 a 0, por lo

gue es mas probable que las puntuaciones mas cercanas a cero sean perjudiciales.

8.4 Analisis estadistico

Para el analisis de variables continlas se utilizaron pruebas de andlisis
multivariable, ANOVA, prueba de t. Para los datos categoéricos se utilizaron pruebas de
chi-cuadrada, obtencién de frecuencias. Se realiz6 el andlisis discriminante para
seleccionar las variables dependientes o predictivas para diferenciar a los grupos,
considerando los valores de A de Wilkis y la correlacion candnica (valor 20.5), y se realizo

el anélisis de cluster.
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9. RESULTADOS

9.1 Identificacion de los fenotipos extremos en los pacientes con TCA

A partir de una muestra inicial de 428 pacientes mujeres con TCA se realizé el
andlisis de las caracteristicas demograficas y clinicas. En la muestra, el 8% se
diagnosticaron con ANR (n=36), el 9% con ANCP (n=37), el 40% BNP (n=176), el 4% a
BNNP (n=19) y el 39% fueron TANE's (n=160) (Figura 8).
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Figura 8. Distribucion de diagnosticos en 428 pacientes con TCA. En el eje
de la X se encuentra la distribucién de los subtipos diagnésticos de anorexia
nervosa restrictiva (ANR); anorexia nervosa compulsiva purgativa (ANCP);
bulimia nervosa purgativa (BNP); bulimia nervosa no purgativa (BNNP);
Trastornos alimentarios no especificos (TANE’s: 1-4). En el eje de la Y son los
ndmeros de individuos.

El estudio incluy6 solo a mujeres, ya que la incidencia del trastorno alimentario es
en mujeres, la relacion mujer hombre es de 9:1. Se realiz6 el analisis por ANOVA de un
factor, de las caracteristicas clinicas en las 428 mujeres con TCA. Como se puede
observar en la tabla 11, las caracteristicas que muestran diferencias significativas entre
los grupos diagnosticos son el IMC, el nimero de purgas, la impulsividad y las
caracteristicas medidas con la escala EDI-2. De tal manera que dichas caracteristicas
fueron consideradas para la seleccidén de los grupos diagnésticos extremos.

Del mismo modo, se observo que los TANE1, TANE2, TANE3 y TANE4 presentan
una gran variabilidad, reflejo de la heterogeneidad de los pacientes, pero con
calificaciones intermedias entre la ANR y la BNP. Por lo anterior, se decidio llevar a cabo
un nuevo andlisis tomando en cuenta solo los pacientes de los cuatro grupos
diagnésticos; es decir ANR, ANCP, BNP y BNNP.
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Tabla 11. Caracteristicas demograficas y clinicas de 428 pacientes mujeres con TCA

Caracteristicas clinicas ANR ANCP BNP BNNP TANE 1 TANE 2 TANE 3 TANE 4 F P
(n=36) (n=37) (n=1 76) (n=19) (n=17) (n=31) (n=31) (n=76)
x2D.E x2D.E xD.E x2D.E x£D.E x£D.E x£D.E x£D.E

IMC (kg/m?) 16+1.0 17+4.0 23+4.0 27+8.0 17+2.0 20+2.0 24+5.0 22+3.0 40.3 0.000*
Edad (afios) 18+4.0 19+2.0 20+5.0 21+4.0 21+5.0 1743.0 23+8.0 1946.0 4.58 0.000*
Edad inicio (afios) 1543.0 14£3.0 14£3.0 1345.0 16+3.0 14+2.0 14£3.0 14+3.0 1.520 0.172

Num. Purgas (semana) 0 12+11 12+10 0 3.016.0 4.045.2 4.045.0 1011 9.42 0.000*
Impulsividad_Plutchik 1448.0 2148.0 26+7.0 25+8.0 21+6.0 1948.0 21+7.0 21£7.0 9.33 0.000
Autocontrol 5.0+4.0 9.0+4.0 11+4.0 11£3.0 8.0+3.0 8.0+4.0 9.0+4.0 9.0+4.0 9.07 0.000*
Planeacion 6.0+2.0 6.0+2.0 7.0£3.0 7.0£3.0 8.0+3.0 7.0+2.0 5.0+2.0 6.0£3.0 2.24 0.030
Conductas_fisiologicas 1.0£1.0 2.0+1.0 3.0+1.0 2.0+1.0 1.0+1.2 1.0+1.0 2.0+2.0 1.0£1.0 13.70 0.000*
Actuacion espontanea 3.0+2.0 4.0+2.0 6.0+2.0 5.0+2.0 4.0+2.0 4.0+3.0 5.0+2.0 5.0+2.0 4.26 0.000
Yale Brown Cornell_ED 1549.0 17+7.0 1945.0 1615.0 15+7.0 15+6.0 17+4.0 16+7.0 1.89 0.072*
Preocupacion 9.0+4.0 9.0+3.0 10+2.0 10£2.0 10+2.0 8.0+3.0 8.0+2.0 8.0+4.0 2.64 0.012*
Ritual 7.0+5.0 9.0+4.0 9.0+4.0 7.0£3.0 8.015.0 7.0+4.0 8.0£2.0 7.0+4.0 1.22 0.292
EDI-2 53+24 73429 89+24 72432 70432 68+26 80+39 80+40 6.02 0.000
Ideacion_delegadez 8.016.0 1246.0 15+4.0 15£3.0 9.0£6.0 10£6.0 1446.0 14+7.0 7.44 0.000*
Bulimia 1.0£1.0 6.0+4.0 9.0+4.0 5.0+2.0 2.0+3.0 3.0+4.0 7.06.0 6.0£5.0 18.17 0.000*
Insatisfaccion corporal 10+4.0 1246.0 1745.0 1645.0 1045.0 1246.0 1545.0 1446.0 6.73 0.000*
Perfeccionismo 6.0£3.0 9.0£9.0 9.0+4.0 6.0£5.0 8.0£7.0 6.0+4.0 8.015.0 8.0+5.0 2.49 0.016
Conciencia_interoceptiva 6.0+6.0 12+7.0 1446.0 14+8.0 1046.0 11£7.0 1449.0 1248.0 517 0.000*
Miedo a madurar 8.045.0 7.0+4.0 8.0+5.0 7.0£7.0 1146.0 8.0£6.0 9.0+7.8 10£7.0 0.45 0.865

*Correccion por Bonferroni.

En el analisis de los cuatro subtipos diagnésticos de ANR, ANCP, BNP y BNNP

(Tabla 12), se observa que las caracteristicas que muestran diferencias son el IMC, la

impulsividad, el Yale-Brown de Cornell y la escala EDI-2. Dado que estas calificaciones

mostraron diferencias que distinguen de manera clara al grupo de las 36 mujeres con

ANR, se decidi6 seleccionarlo como un fenotipo extremo como uno de los grupos para

realizar el estudio denominandolo como el fenotipo restrictivo.

Del mismo modo, se decidié realizar un analisis adicional entre los tres grupos

restantes, con el propdésito de identificar de manera mas clara, el fenotipo extremo al
grupo de ANR.
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Tabla 12. Analisis por ANOVA de las caracteristicas demograficas y clinicas de mujeres con ANy BN

Caracteristicas clinicas ANR ANCP BNP BNNP F P
(n=36) (n=37) (n=176) (n=19)
x£D.E x£D.E x2D.E x£D.E

IMC (kg/m?) 16+1.0 17+4.0 23+4.0 2748.0 19.9 0.000*
Edad (afios) 18+4.0 19+2.0 2045.0 21+4.0 3.30 0.021*
Num de purgas/semana 0 12+11 12+10 0 0.22 0.198
Impulsividad_Plutchik 14+8.0 2148.0 26+7.0 25+8.0 15.5 0.000*
Autocontrol 5.04.0 9.0+4.0 11+4.0 11+3.0 14.3 0.000*
Planeacién 6.0+2.0 6.0+2.0 7.0£3.0 7.0+3.0 3.71 0.013
Conductas fisiolégicas 1.0+1.0 2.0£1.0 3.0£1.0 2.0£1.0 12.6 0.000*
Actuacion espontanea 3.0£2.0 4.0£2.0 6.0£2.0 5.0£2.0 7.40 0.000
Yale_Brown Cornell_ED 15+9.0 17x7.0 1915.0 16x5.0 2.85 0.040
Preocupacion 9.0+4.0 9.0+3.0 10£2.0 10£2.0 3.23 0.024
Ritual 7.015.0 9.0+4.0 9.0+4.0 7.0+3.0 2.24 0.086
EDI-2 53+24 73129 89124 72432 12.8 0.000
Ideacién_delegadez 8.016.0 1246.0 15+4.0 15+3.0 11.3 0.000*
Bulimia 1.0£1.0 6.0+4.0 9.0+4.0 5.0+2.0 30.9 0.000*
Insatisfaccion corporal 10+4.0 1246.0 171£5.0 16£5.0 11.2 0.000*
Perfeccionismo 6.0£3.0 9.0+9.0 9.0+4.0 6.0+5.0 2.24 0.088
Conciencia_interoceptiva 6.016.0 12£7.0 1416.0 14+8.0 7.38 0.000*
Miedo a madurar 8.015.0 7.0+4.0 8.05.0 7.0+7.0 0.16 0.923

9.1.2 Analisis discriminante entre los grupos de ANCP, BNP y BNNP

Con el proposito de seleccionar al fenotipo extremo como grupo de comparacién
en el estudio, primero se realiz6 un andlisis de cluster, que resulta apropiado para
identificar que variables clinicas medidas en ANCP, BNP y BNNP, permitan diferenciar a
los subtipos diagnosticos. Para el analisis se incluyd las siguientes variables clinicas:
edad, IMC, numero de purgas, impulsividad (autocontrol, planeacién, conductas
fisiolégicas, actuacidén espontanea), escala de Yale-Brown de Cornell-ED (preocupaciones
y rituales) y el Inventario de trastornos alimentarios (ideacién por la delgadez, bulimia,
insatisfaccién corporal, perfeccionismo, conciencia interoceptiva y miedo a madurar).

En el andlisis discriminante, se observé que el auto valor fue de 0.900 y la
correlacion canonica fue de 0.900, la cual es confiable, ya que nos indica que las
variables clinicas incluidas son lineales y suficientes para determinar la variabilidad entre
los subtipos diagnésticos para discriminarlos mejor, las cuales tiene que reportan valores
cercanos a 1 (Tabla 13).
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Tabla 13. Prueba de inclusion de pasos y la correlacion candnica
Prueba de pasos Auto valor % de varianza % acumulado Correlacion canénica
1 0.900 65 65.0 0.900

El estadistico lambda de Wilks (A), permite contrastar la hipétesis nula de que las
medias de los grupos son iguales, los valores cercanos a 1 indicaran similitudes de las
variantes clinicas entre los grupos, si su valor es cercano a 0 debe interpretarse que los
grupos son diferentes y, por lo tanto, la funcién discriminante puede pronosticar que las
variables clinicas incluidas son suficientes para diferenciar a los grupos de estudio. Su
significacion se realiza mediante la transformacion al valor de Chi-square.

En el analisis realizado, se observé un valor de A Wilkis, de 0.543, lo que significa
que existe un sobre-lapamiento entre los subtipos diagnésticos; sin embargo, el valor
transformado de lambda (x*=65.72 P=0.000) reporta diferencias significativas, en
consecuencia, se rechaza la hipétesis nula de que los subtipos diagnosticos son iguales.
Cabe sefalar que se realizaron varias pruebas discriminantes incluyendo o excluyendo
variables clinicas que resultaran informativas para obtener valores de A de Wilkis que
fueran optimos para agrupar a los individuos de acuerdo con sus similitudes clinicas. Las
variables que finalmente se incluyeron fueron: el IMC, la impulsividad, el autocontrol,
conductas fisiolégicas, la preocupacién hacia los alimentos, la ideacién por la delgadez, la
bulimia y la insatisfaccién corporal (Tabla 14).

En la prueba de igualdad de medias de Lambda de Wilkis, se encontré en BNP,
mayor nivel de impulsividad; en particular en el autocontrol y las conductas fisiol6gicas; en
la escala de Yale-Brown de Cornell, la preocupacion por los alimentos; y finalmente en el
inventario de trastornos alimentarios muestra diferencias, particularmente dado por la
ideacién por la delgadez, bulimia y la insatisfaccion corporal en comparacién con los
grupos de ANCP y BNNP (Tabla 14).
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Tabla 14. Prueba de igualdad de medias de Lambda de Wilkis entre ANCP, BNP y BNNP

Caracteristicas clinicas ANCP BNP BNNP Lamda F P
xzD.E  x#D.E xzD.E  Wilkis

IMC (Kg/m?) 17+4.0 23+4.0 28+8.0 0.930 3.62 0.030
Edad (afios) 19+2.0 20+5.0 22+7.0 0.752 1.61  0.331
NUm. purgas (sem) 12411 12+10 0 0.801 1.00 0.195
Impulsividad_Plutchik 2148.0 26+7.0 2416.0 0.937 3.61 0.030
Autocontrol 9.0£44.0 11x4.0 1044.0 0.962 214  0.022
Planeacion 6.0£2.0 7.0+3.0 6.0+2.0 0.957 245 0.091
Conductas_fisiologicas 2.0+1.0 3.0z1.0 2.0%#1.0 0.933 3.89 0.023
Actuacién espontanea 4.0+2.0 6.0£2.0 4.0%#1.0 0.966 1.95 0.151
Yale_Brown Cornell_ED 17+7.0 1945.0 17+4.0 0.975 1.35 0.262
Preocupacion 9.0+£3.0 10+2.0 9.0+3.0 0.942 3.18 0.040
Ritual 9.0+4.0 9.0%4.0 7.03.0 0.983 0.92 0.402
EDI-2 73129 89124 83136 0.939 3.51 0.033
Ideacién delgadez 1246.0 15+4.0 14+4.0 0.938 3.59  0.031
Bulimia 6.0+4.0 9.0x4.0 8.0+6.0 0.912 5.23 0.007
Insatisfaccion corporal 1216.0 17+£5.0 1515.0 0.921 463 0.012
Perfeccionismo 9.0+9.0 9.0+4.0 8.0%5.0 0.852 0.88 0.147
Conciencia interoceptiva 12+7.0 14+6.0 1418.0 0.988 0.67 0.511
Miedo a madurar 7.044.0 8.0#¢5.0 8.0+7.0 0.998 0.10  0.897

En el ultimo paso del andlisis discriminante, se muestra el cuadro del resumen de
los subtipos diagnésticos que cambiaron, debido a que presentaron semejanzas en los
valores de las medias de las variables clinicas (Tabla 15).

Tabla 15. Matriz de reclasificacion de los diagndsticos clinicos

De\A ANCP BNNP BNP n (%)
ANCP 19 0 18 37 (16)
BNNP 1 17 1 19 (8)

BNP 4 1 171 176 (76)
Total 24 18 190 232 (100)

Dado que se observo que 171 individuos con BNP presentaron valores similares
en las caracteristicas clinicas, se procedié a realizar un andlisis de cluster de k-medias
con el fin de identificar grupos homogéneos de menor tamafno y que tuvieran
caracteristicas similares entre ellos, pero diferentes a los de los otros grupos para asi

identificar al otro fenotipo extremo de comparacion.

9.1.3 Analisis de cluster de k-medias en el grupo de BNP

Se llevd a cabo el andlisis de cluster en el grupo de las 171 pacientes con BNP
identificando cinco clases diferentes, se observo que la clase 1 presenté mayor IMC, la
impulsividad y el inventario de trastornos alimentarios (Tabla 16).
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Tabla 16. Caracteristicas clinicas de las clases en 171 mujeres con BNP

Caracteristicas clinicas Clase 1 Clase2 Clase 3 Clase 4 Clase 5 F P
xtD.E xtD.E xtD.E xtD.E xtD.E
n=50 n=34 n=27 n=40 n=20
IMC (Kg/m?) 25+4.0 24+5.0 24+4.0 24+5.0 24+4.0 3.07 0.018
Impulsividad_Plutchik 27+7.0 25+5.0 24+7.0 25+6.0 24+7.0 2.05 0.050
Autocontrol 12+4.0 10+£3.0 10+4.0 10+4.0 9+2.0 1.10 0.335
Conductas_fisiologicas 3.0+2.0 2.0+1.0 2.0%1.0 2.0+1.0 2.0+1.0 0.18 0.515
Preocupaciones_YBC-ED 9.0+2.0 8.0+3.0 8.0+£3.0 8.0+3.0 943.0 9.50 0.040
EDI-2 90+46 68+36 66+31 70+38 82+32 13.95 0.000
Ideacion delgadez 18+8.0 16+7.0 1545.0 1446.0 14+8.0 9.39 0.000
Bulimia 1248.0 9.0+¢8.0 8.0%5.0 10£7.0 9.0+9.0 6.59 0.000
Insatisfaccion corporal 1715.0 1515.0 15+£3.0 1546.0 1315.0 1.19 0.314

Se reporté que el grupo 1 mostro menor varianza (104.13) y la lambda de Wilkis

fue de 0.07 lo que indicd que se trata del grupo mas homogéneo. (Tabla 17).

Tabla 17. Analisis estadistico de la interaccion en BNP

Clases (no.Ind) | Varianza intraclase Lambda de Wilkis
1.0 (n=50) 104.13 0.07
2.0 (n=34) 670.85 0.05
3.0 (n=27) 525.95 0.04
4.0 (n=40) 489.17 0.03
5.0 (n=20) 474.04 0.03

De manera interesante, el grupo 1 presenté menor valor de varianza intraclase de
las variantes clinicas, lo que significa que presenté mejor homogeneidad en este grupo,
ademas, se observé diferencias en las calificaciones del IMC e inventario de trastornos
alimentarios en las 50 mujeres con BN, se decidié seleccionarlo como un fenotipo
relevante en los trastornos alimentarios definiéndolo como uno de los grupos para realizar

el estudio denominandolo como el fenotipo purgativo.

9.1.4. Descripcion de los fenotipos extremos identificados

El fenotipo restrictivo constituido por 36 mujeres con el diagnostico de anorexia
nervosa restrictiva, el cual presentdé mayor control de los impulsos hacia el consumo de
los alimentos (14+8.0), realizando conductas restrictivas, se observd un indice de masa
corporal bajo (16%1.0). En lo que respecta a los rasgos psicopatologicos de las conductas

alimentarias, se reporta que el fenotipo presenta una preocupacién excesiva por el
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incremento de peso (8+6.0), realizando dietas estrictas (1.0 £1.0) y presenta
inconformidad con la forma general de su cuerpo (10£4.0).

El fenotipo purgativo, estuvo representado por 50 mujeres diagnosticadas con
bulimia nervosa purgativa, el cual present6 bajo control de los impulsos hacia el consumo
de los alimentos (27+7), con pensamientos persistentes sobre la preocupacién excesiva
por ganar peso (18+8.0). Ademas, realizan conductas purgativas (12+10) con el fin de no
ganar peso, sin embargo, el IMC es de 25 kg/m2. Con respecto a la caracteristica de
bulimia, se reporta que el fenotipo presenta pensamientos persistentes sobre el consumo
de alimentos (12+8.0), lo que lo lleva a realizar conductas de atracén y purgas (12+10), de
manera que no pueden controlar su consumo de alimentos (12+4.0) y presentan una

mayor insatisfaccion por su figura corporal (17+5.0) (Tabla 18).

Tabla 18. Prueba de t-Students de las caracteristicas clinicas del fenotipo restrictivo y purgativo

Caracteristicas clinicas Fenotipo restrictivo Fenotipo purgativo t P

(n=36) (n=50)

x+D.E x+D.E
IMC (kg/m?) 16+1.0 25+4.0 -13.30 0.0000
Edad (afios) 18+4.0 20%4.0 -2.11 0.0500
Num. Purgas (sem) 0 12+10 -5.03 0.0001
Impulsividad Plutchik 1418.0 27+7.0 -6.13 0.0001
Autocontrol 5.0+4.0 12+4.0 -6.39 0.0001
Conductas fisiolégicas 1.0+1.0 3.0£1.0 -5.16 0.0001
Preocupaciénes_YBC-ED 9.014.0 9.0£2.0 -2.01 0.0900
EDI-2 53+24 90+46 -3.72 0.0000
Ideacion por delgadez 8.046.0 1848.0 -4.43 0.0001
Bulimia 1.0£1.0 1248.0 -6.63 0.0001
Insatisfaccion corporal 10+4.0 17+5.0 -5.10 0.0001

9.2 Analisis genético
Se realiz6 la amplificacion de los exones 1, 2, 3, 8 y 9 del SLC6A4 en 36 pacientes

con el fenotipo restrictivo, 50 pacientes del fenotipo purgativo y 50 sujetos control (Figura
9).
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Figura 9. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio. Amplificacién de los productos de PCR en la figura
(a) se muestra la amplificacion del exon 1 con 390pb. En la figura (b) se muestra el exén 2 con 498 pb. En la figura (c) se
encuentra el exén 3 con 519 pb. En la figura (d) se encuentra el exdn 8 con 461 pb. En la figura (e) se encuentra el exén
9 con 519 pb. El primer carril corresponde al marcador de peso molecular, escalera de 100 pb.

9.2.1 Identificacion de variantes genéticas en el fenotipo restrictivo

En el andlisis de las secuencias del fenotipo restrictivo y los controles, se observo
un mayor namero de variantes genéticas en el fenotipo restrictivo (n=11), en relaciéon con
las identificadas en los controles (n=5). Asi mismo, se observé un mayor nimero de
variantes en el exén 2; sin embargo, en el exén 9 no se identificaron variantes en el
fenotipo restrictivo y controles, de acuerdo con el analisis comparativo con las bases
publicas gnomAD, dbSNP y 1000 Genomes con la secuencia de los exones del gen
SLC6A4 (Tabla 19).

Tabla 19. Numero de variantes genéticas identificadas en los cinco exones del gen
SLC6A4 en el fenotipo restrictivo y el grupo control.

Fenotipo restrictivo Sujetos control

Exon Secuencia Nam. Nam. Nam. Nam.

(pb) variantes variantes Variantes Variantes db

nuevas dbSNP nuevas SNP

1 390 2 0 1 0

2 498 0 4 0 3

3 519 0 2 0 1

8 461 1 2 0 0

9 416 0 0 0 0

Total 2,284 3 8 1 4
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Con respecto al tipo de variantes genéticas en los cinco exones, se observé que el
fenotipo restrictivo presenté mayor numero de deleciones (n=2) y de variantes doSNP
(n=6) que se encuentran reportadas en las bases publicas gnomAD y dbSNP, en relaciéon

con los controles (Figura 10).

® Fenotipo restrictivo 8 Grupo control

NUM. DE VARIANTES
O L, N W A O N

2
Insercion Delecion Duplicacion dbSNP
TIPO DE VARIANTES

Figura 10. Tipo de variantes genéticas en los cinco exones del SLC6A4 en el
fenotipo restrictivo. En el eje de la x se encuentra el tipo de variantes genéticas. En el
eje de la Y se encuentra el niUmero de variantes genéticas.

En relacion con la clasificacion de variantes sinénimas y no sinénimas, se observo
que el fenotipo restrictivo presenté un mayor nimero de variantes no sinénimas (n=5) en
comparacion con el grupo control (n=4); ademas, se observd 3 variantes sindnimas y 3

nuevas (Figura 11).

m Fenotipo restrictivo  m Controles

A I R A

NUm. variantes

—_

Sinénima No sinénima Nuevas
Clasificacion

Figura 11. Variantes sinonimas, no sinénimas y nuevas localizadas en los
exones del SLC6A4 en el fenotipo restrictivo. En el eje de la X se encuentran la
clasificacion de variantes genéticas. En el eje de la Y se encuentra el nimero de
variantes genéticas.

El andlisis de la secuencia de los 5 exones en el grupo restrictivo y el control, se
identificaron dos variantes nuevas, la g.130delA localizada en el exén 1, identificadas en
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dos sujetos homocigotos a la delecién de Adenina y en el grupo control se observé la
insercion (Figura 12a). La ¢.1740G>A localizada en el exén 8, se observé en un sujeto
heterocigoto1740A, no siendo observada en los controles. (Figura 12b). De manera
interesante, las variantes nuevas identificadas no han sido reportadas en las bases
publicas del exdma y del Proyecto 1000 genomas.

2.130delA c.1740G>A

a) b)

10 20 7 280
Z (G €6 A CGCG G CGCG GGG AGC TAGOGAALT GAAGAT GT GT C T4GAG

) f\\ |

SN S N, AN

Figura 12. Electroferogramas de las variantes nuevas identificadas en el fenotipo restrictivo y el
grupo control. En el panel (a) se muestra la variante 130delA. En la parte superior se presenta el alelo
con la insercién de A y en la parte inferior la delecién de A. En el panel (b) se muestra la variante
¢.1740G>A. La parte superior muestra el alelo G y en la parte inferior el alelo A. La flecha roja indica el
sitio del cambio de nucleétido.

Se identificaron variantes sinénimas que previamente ya han sido reportadas en
las bases del exoma humano y el GenBank, como la variante c.411G>A, localizada en el
exon 3, un sujeto fue homocigoto a la Adenina (Figura 13a). Se reportaron dos variantes
genéticas en el exén 8, como la ¢.1149C>T, la cual fue observada en un sujeto que fue
heterocigoto a Timina (Figura 13b) y la variante c.1164G>A, se identificé en un sujeto que
fue heterocigoto a Adenina (Figura 13c). Es interesante sefalar, que las variantes
identificadas no se reportaron en el grupo control. Ademas, se ha documentado que las
variantes sinénimas no afectan el cambio de aminoacido ni la secuencia de la proteina

transportadora de 5-HTT/SERT.
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Figura 13. Electroferogramas de variantes sindnimas identificadas en el fenotipo restrictivo y el grupo
control. En el panel (a) se muestra la variante c.411G>A. En la parte superior se presenta el alelo con la
variante G y en la parte inferior la variante A. En el panel (b) se reporta la variante c.1149C>T. En la parte
superior se presenta el alelo C y en la parte inferior la variante T. En el panel (c) se observa la variante
¢.1164G>A. En la parte superior se presenta el alelo con la variante G y en la parte inferior la variante A. La
flecha roja indica el sitio del cambio de nucleétido.

Con respecto a la variante no sinénima, se reportd que la c.268T>A, localizada en
el exdn 2 se encontré en tres sujetos heterocigotos para la variante Adenina (Figura 14),
la cual causa un cambio de aminoacido de leucina a fenilalanina (L90F), no afectando la
longitud de la proteina; sin embargo; en el analisis de la prediccion de la proteina se
reporté como deletérea y dafina (SIFT= 0.01; Polyphen=1).
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Figura 14. Electroferograma de la variante no sinénima identificada en el fenotipo
restrictivo y el grupo control. Se muestra la variante c.268T>A. En la parte superior se
presenta se reporta el alelo T y en la parte inferior se observa el alelo A. La flecha roja
indica el sitio del cambio de nucleétido.

Se observaron cinco SNPs que estuvieron presentes en los 50 sujetos control
como en las 36 mujeres del fenotipo restrictivo. Se observé un SNP nuevo g.136delC en
el exén 1 (Figura 15a) de manera interesante también, se encontr6 ausente en las bases
publicas de genomAD vy del Proyecto 1000 genomas. Ademas, se reportaron SNPs no
sinénimas, como la ¢.139_140InsAC en el ex6n 2, la insercion nucleotidica predice un
cambio de aminoacido (p.T47fs) que afecta el desplazamiento de marco de lectura en la
traduccién (Figura 15b). Otra variante que tuvo el mismo efecto, fue la ¢.1179dupA,
localizada en el exén 3, y el cambio de aminoacido (p.V394C) afecta la longitud de la
secuencia de la proteina transportadora SERT (Figura 15c¢). También, se observaron dos
SNPs localizadas en el exdn 2, como la ¢.148G>C y el cambio de amino&cido (V50L) no
afecta la longitud de la proteina, sin embargo, en el analisis de la prediccion de la proteina
se reportdé como tolerante y benigna (SIFT: 0.32; Polyphen=0.059) (Figura 15d). Otro fue
la ¢.121C>T, que el cambio de aminoacido (G41A) da como resultado una secuencia de
aminoacidos diferente, pero conserva la longitud de la proteina, sin embargo, de acuerdo
a los andlisis de la prediccion de la proteina se reportdé como deletérea (SIFT=0.04) y
benigna (Polyphen=0.23) (Figura 15e).
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Figura 15. Electroferogramas de los SNPs compartidos en el fenotipo restrictivo y el grupo control. .
En el panel (a) se muestra la g.136delC; (b) la c.139_140InsAC; (c) la ¢c.148G>C; (d) la c.121C>T; (e) la
¢.1179DupA. La flecha roja indica el sitio del cambio de nucleétido.

9.2.2. Variantes raras y comunes en el fenotipo restrictivo

En la tabla 21 se muestran las frecuencias del alelo menor de la poblacién
estudiada. Como se puede observar en el fenotipo restrictivo no se logro identificar ningun
alelo raro; sin embargo, se logré observar 6 variantes de baja frecuencia, definido por
tener un MAF=0.01-0.05. Ademas, se identificaron 5 variantes genéticas comunes en el
fenotipo restrictivo y el grupo control (Tabla 20).

En la figura 16, se representa la localizacién de las variantes identificadas en los

cinco exones del gen SLC6A4 en el fenotipo restrictivo.
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Tabla 20. Frecuencia del alelo menor en el fenotipo restrictivo

Prediccion Grupos
Frecuencia alelo menor
(MAF)
Regién Referencia Cambio Cambio de SIFT PolyPhen Fenotipo Control
gen dbSNP Nucleétido aminoacido restrictivo (n=50)
(n=36)
Exon 1 Nueva g.130delA - - - 0.03 0
Exon 1 Nueva g.136delC - - - 1 1
Exon 2 rs769651028  c¢.139_140insAC p.T47fs - - 1 1
Exon 2 rs202152288 c.148G>C p.V50L Tolerante  Benigna 1 1
Exon 2 rs1183088111 C.268T>A p.L90OF Deleteria Danina 0.04 0
Exon 2 rs140436169 c.121C>T p.G41A Deleteria  Benigna 1 1
Exon 3 rs34542731 ¢.1179dupA p.V394fs - - 1 1
Exon 3 rs57172732 c411G>A p.L137 - - 0.01 0
Exon 8 rs55908624 c.1149C>T p.L383 - - 0.01 0
Exon 8 rs74478645 c.1164G>A p.G388 - - 0.01 0
Exon 8 Nueva c.1740G>A - - - 0.01 0
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Figura 16. Localizacion de las variantes genéticas en los cinco exones del gen SLC6A4 en el fenotipo
restrictivo. En la parte superior, se encuentra el cromosoma 17, donde se sefala con la flecha roja la
ubicacién del gen 17q11.1. En la parte inferior, se representa el gen SLC6A4 con 14 exones y se reportan las
variantes genéticas identificadas en los exones del gen.

9.3. Identificacion de variantes genéticas en el fenotipo purgativo

El andlisis de las secuencias del fenotipo purgativo y los controles observé un
mayor numero de variantes genéticas en el fenotipo purgativo (n=8) en comparacién con
los controles (n=5). Asi mismo, se observé mayor numero de variantes en el exén 2, tanto
en el fenotipo purgativo como los controles. Ademas, se observdé un menor nimero de

variantes (n=1) en los exones 8 y 9 en el fenotipo purgativo. (Tabla 21).
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Tabla 21. Numero de variantes genéticas identificadas en los cinco exones del
SLC6A4 del fenotipo purgativo

Fenotipo purgativo Sujetos control
Exén Secuencia Num. Num. Num. Nuam.
(pb) variantes variantes Variantes Variantes
nuevas dbSNP nuevas db SNP
1 390 2 0 1 0
2 498 0 3 0 3
3 519 0 1 0 1
8 461 1 0 0 0
9 416 0 1 0 0
Total 2,284 3 5 1 4

Con respecto al tipo de variantes genéticas de los cinco exones, se observé que el
fenotipo purgativo presenté un mayor numero de dbSNP (n=5), seguido de inserciones y

duplicaciones (n=3) (Figura 17).
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Tipo de variantes

Figura 17. Tipo de variante variantes genéticas en el fenotipo purgativo.
En el eje de la X se muestran el tipo de variantes. En el eje de la Y se
muestran los numeros de variantes genéticas.

En relacién con la clasificacién de variantes sinénimas y no sinénimas, se reporto
mayor numero de no sindénimas en el fenotipo purgativo (n=5) y mayor nimero de
variantes nuevas (n=3), las cuales no han sido reportadas en las bases publicas del
genomAD y dbSNP. De manera interesante, no se observd ninguna variante sinénima en

el fenotipo purgativo (Figura 18).
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Figura 18. Variantes sinonimas, no sindnimas y nuevas en el fenotipo
purgativo. En el eje de la X se muestran la clasificacion de las variantes
genéticas. En el eje de Y se reporta el nimero de variantes genéticas.

En el andlisis de los cinco exones del gen, se realizd la alineacién de las
secuencias de los pacientes y el grupo control. Se observo dos variantes nuevas, como la
0.295C>G localizada en el exén 1, donde se reportd que dos sujetos fueron homocigotos
a la Guanina (Figura 19a). La variante c.1725InsA, localizada en el exon 8 se observo en
sujeto homocigoto a la insercion de Adenina (Figura 19b). Cabe sefalar que las variantes
nuevas fueron verificadas en las bases publicas de genomAD y dbSNP y no han sido

reportadas.
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Figura 19. Electroferogramas de las variantes nuevas identificadas en el fenotipo purgativo y el grupo
control. En el panel (a) se muestra la variante g.295C>G, en la parte superior se presenta el alelo con la
variante C y en la parte inferior el alelo G. En el panel (b) se muestra la variante c. 1725InsA, la parte superior
muestra la delecién y en la parte inferior se reporta la Insercion de A. La flecha roja indica el sitio del cambio
de nucledétido.
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Se report6 de una variante no sinénima, localizada en el exén 9 del gen SLC6A4,
en tres sujetos del fenotipo purgativo, los cuales fueron homocigotos para la 1273T
(Figura 20), el cambio de aminoacido de Isoleucina a Valina (1425V), no afecta la longitud
de la proteina, y en el andlisis de la prediccidén de la proteina se reporté como tolerante y
benigna (SIFT=0.63; Polyphen=0.06).
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Figura 20. Electroferograma de la variante no sinénima en el fenotipo purgativo y el grupo
control. Se muestra la variante ¢.1273A>T. En la parte superior se reporta el alelo A y en | parte
inferior se observa el alelo T. La flecha roja indica el sitio del cambio de nucleétido.

Se observaron cinco SNPs que estuvieron presentes en los 50 sujetos control
como en las 50 mujeres del fenotipo purgativo. Se observé un SNP nuevo g.136delC en el
exon 1 (Figura 21a), de manera interesante, la variante no ha sido reportada en las bases
publicas del Proyecto de 100 Genomas, tampoco en las bases del exoma. Ademas, se
reportaron no sinénimas, como la ¢.139_140InsAC en el exdn 2, esta insercién
nucleotidica predice un cambio de aminoacido (p.T47fs) que afecta el desplazamiento de
marco de lectura en la traduccién (Figura 21b). Otro fue la ¢.1179dupA, localizada en el
exon 3, y el cambio de aminoacido (p.V394C) afecta la longitud de la secuencia de la
proteina transportadora SERT (Figura 21c). También, se observaron dos variantes SNPs
localizadas en el ex6n 2, como la ¢.148G>C (Figura 21d) y el cambio de aminoacido
(V50L) no afecta la longitud de la proteina, sin embargo, en el analisis de la prediccion de
la proteina se reporté como tolerante y benigna (SIFT: 0.32; Polyphen=0.059). Otra fue la
¢.121C>T, que el cambio de aminoacido (G41A) da como resultado una secuencia de
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aminoacidos diferente, pero conserva la longitud de la proteina (Figura 21e), sin embargo,
de acuerdo a los andlisis de la prediccion de la proteina se reporté como deletérea
(SIFT=0.04) y benigna (Polyphen=0.23).

i) g.136delA b) c.139_140InsAC o c.148G>C
10 2 380 390 210
99:9:9.909.0:0C0 000, ACATTAAQ CCAATGOGTACTCAGCAC TCAGCAGTTCCAA
a0 c.121C>T o c.1179DupA
180 » )
SAGTCCGGGCAAA ATGAAGATOTOGTCTOAGCGTO

Figura 21. Electroferogramas de los SNPs compartidos en el fenotipo purgativo y el grupo control. En
el panel (a) se muestra la variante g.136delC; (b) la ¢.139_140InsAC; (c) la variante ¢.148G>C; (d) la
c.121C>T; (e) la c.1179DupA. La flecha roja indica el sitio del cambio de nucleétido

9.3.1. Variantes raras y comunes en el fenotipo purgativo

En la tabla 22 de muestran las variantes identificadas. Como se puede observar no
se identific6 ninguna variante rara en la muestra estudiada. Sin embargo, logramos
observar 3 variantes de baja frecuencia en el fenotipo purgativo y 5 variantes genéticas
comunes que fueron observadas en el fenotipo restrictivo y el grupo control.

Asi mismo, se muestra el mapa del gen SLC6A4, con la localizacion de las
variantes que se identificaron en los cinco exones del gen en el fenotipo purgativo (Figura
22).
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Tabla 22. Frecuencias del alelo menor en el fenotipo purgativo

Prediccion No. de sujetos
Frecuencia alelo
menor MAF
Region  Referencia Cambio Aminoacido SIFT PolyPhen Fenotipo Controles
del gen dbSNP nucleotido purgativo (n=50)
(n=50)
Exon 1 New g.136delC - - - 1 1
Exo6n 1 New g.295C>G - - - 0.02 0
Exon2 rs769651028 c¢.139_140insAC p.T47Sfs - - 1 1
Exon2  rs202152288 ¢.148G>C p.V50L Tolerant Benign 1 1
Exon2  rs140436169 c.121C>T p-G41A Deleterious Damaging 1 1
Exon 3 rs34542731 ¢.1179dupA p.V394fs - - 1 1
Exon 8 New c.1725InsA - - - 0.01 0
Exon 9 rs28914832 c.1273A>T p.1425V Tolerant Benign 0.03 0
17 . - i | — 1 I .
Fenotipo purgativo
SIrcoAdA+4
c.1725InsA
€.295C>G | c.1848A>T
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Figura 22. Localizacion de las variantes genéticas en los cinco exones del gen SLC6A4 en el fenotipo
purgativo. En la parte superior, se encuentra el cromosoma 17, donde se sefala con la flecha roja la ubicacion
del gen 17g11.1. En la parte inferior, se representa el gen SLC6A4 con 14 exones y se reportan las variantes

genéticas identificadas en los exones del gen. En la parte derecha se muestra la proteina transportadora de
serotonina SERT.
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10. DISCUSION

La ANR y BNP es un trastorno complejo, con mayor incidencia hacia las mujeres,
dado que presentan mayor preocupacion por la figura y el peso, ademas, de la presion
social por el ideal a la delgadez y las criticas constantes del cuerpo, es mas frecuente que
ocurra en las mujeres, lo que contribuye a la baja autoestima y la susceptibilidad a
desarrollar ANR o BNP (Méndez et al., 2008; Vargas et al., 2021). Otro factor que se
encuentra involucrado en la AN y BN son los factores genéticos.

Estudios previos, han identificado variantes raras y comunes en el gen SLC6A4
asociadas con ANR y BNP (Calati et al., 2011; Camarena et al., 2018; Lauzurica et al.,
2003); sin embargo, los resultados no son concluyentes. La mayoria de los investigadores
gue estudian la genética de la AN y BN coinciden en que existen otras variantes genéticas
que pueden ser raras o de baja frecuencia que tienen mayor impacto en el fenotipo, las
cuales pueden ser identificadas por estudios de secuenciacién. En este estudio, se
reportan los resultados de la secuenciacién por Sanger en cinco exones candidatos del
gen SLC6A4 en individuos del fenotipo restrictivo, purgativo y un grupo control.

Variantes del gen SLC6A4 en el fenotipo restrictivo

Los hallazgos en el presente estudio, identificaron en el fenotipo restrictivo
variantes de baja frecuencia (g.130delA, C.268T>A, C.411G>A, ¢.1149C>T, ¢c.1164G>A y
c.170G>A) no se reportaron variantes raras, lo cual pudo deberse al tamafo de la
muestra. Del mismo modo, se identificaron variantes comunes (g.136delC, c.149_140AC;
c.1179DupA, ¢.148G>C y ¢.121C>T) en los fenotipos restrictivo, purgativo y en el grupo
control, las cuales ya han sido reportadas en otras poblaciones, en la poblacion mexicana
se reportan como no polimérficas las cuales pudieran no estar relacionadas con los TCA.
Estudios previos han encontrado diferencias en las frecuencias alélicas de variantes
genéticas en el gen SLC6A4 en otras poblaciones (Gibbs et al., 2003; Haberstick et al.,
2015; Murdoch et al., 2013). Por lo que, en la poblacién mestiza mexicana, observamos la
presencia de variantes de baja frecuencia, posiblemente, diferencias interindividuales
entre las poblaciones (Lurescia et al., 2016; Ortega 2014).

Por otra parte, dentro de un marco evolutivo, las frecuencias de los alelos reflejan
antiguas adaptaciones genéticas (migraciones, cuello de botella) que han cambiado

debido a las diferencias en el medio ambiente y el estilo de vida alimentaria entre las
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poblaciones (Di Rienzo and Hudson., 2005). Se considera que las variantes raras y de
baja frecuencia son evolutivamente recientes, debido a que mantienen un equilibrio entre
la seleccion natural positiva y la deriva génica de los alelos entre las poblaciones. De
manera interesante, la deriva génica no toma en cuenta el beneficio o dafo que un alelo
proporciona a su portador, lo que significa que probablemente un alelo resultaria
ventajoso (como los que confieren mayor expresién o ganancia de funcién a la proteina
SERT), pudiera desaparecer o bien fijarse en la poblacién Unicamente por azar,
alcanzando frecuencias alélicas comunes. Sin embargo, las variantes que pueden ser
perjudiciales podrian ser eliminadas con mayor rapidez entre las poblaciones, por las
presiones selectivas naturales que actuan sobre las variantes, lo que conlleva, a la
observacién de un amplio espectro de frecuencias alélicas que sustentan los diferentes
fenotipos complejos en las enfermedades (Bomba et al., 2017; Eyre-Walker., 2010; Taub
and Page, 2016).

De manera interesante, se ha sugerido que los fenotipos complejos que se
presentan en edades tempranas como el autismo, pudieran presentar un mayor numero
de variantes raras y de baja frecuencia en rasgos fuertemente influenciados por la
seleccién natural negativa, en comparacion con los trastornos de aparicion tardia como la
esquizofrenia o el trastorno bipolar que podrian tener asociacién con un mayor nimero de
variantes comunes (Lee et al., 2012; de Girolamo et al., 2016; Park et al., 2011). Por lo
tanto, se sugiere que el fenotipo restrictivo en anorexia podria estar sesgado hacia una
mayor presencia de variantes de baja frecuencia, dado que tiene un inicio temprano del
trastorno. En otros hallazgos, se ha documentado sobre la presencia de variantes raras y
de baja frecuencia asociadas al fenotipo restrictivo en poblaciones caucasicas, las cuales
podrian estar sobre expresadas en areas cerebrales del nucleo paraventricular y la
amigdala, que estan relacionadas con la sefial de saciedad y las emociones (Cui et al.,
2013; Howard et al., 2020; Lutter et al., 2017; Negraes et al., 2017).

Previamente se estudi6 la variabilidad en genes relacionados con la
neurotransmision neuronal y reportdé que el gen SLC6A4 presentdé mayor numero de
variantes no sindénimas (n=15) en comparacién con el gen transportador de aminas
SLC18A2 (n=4); sin embargo, se observé mayor numero de variantes no codificantes en
el SLC18A2 (n=17) que el SLC6A4 (n=5), lo que podria indicar que la seleccién natural
probablemente esté actuando para preservar la estructura de aminoacidos de la proteina
transportadora a 5-HTT/SERT (Glatt et al., 2001; Yates et al., 2013). Lo anterior puede

deberse al papel central que tiene la proteina SERT en el sistema nervioso central, como
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el mantenimiento de la homeostasis serotoninérgica en las areas del hipotalamo
relacionadas con la senal de saciedad y regulacion de las emociones en los individuos.

En el fenotipo restrictivo se identificaron variantes genéticas en los cuatro exones,
no se observd ninguna variante en el exén 9, pudiera ser un locus sin riesgo genético para
el fenotipo; sin embargo, seria interesante su confirmacién en una muestra de mayor
tamano. De manera interesante, un estudio document6 de una variante rara (1425V)
localizada en el ex6n 9 del SLC6A4 en una familia con multiples afectados con rasgos
obsesivos-compulsivos y anorexia nervosa en poblacion caucésica, lo que pudiera indicar
que, para nuestra poblacidén mestiza mexicana, el exén 9 no representé un sitio de riesgo
en el fenotipo de anorexia restrictiva (Ozaki et al., 2003).

Ademas, se identificaron variantes sindénimas tipo SNP, el c.411G>A, localizado en
el exon 3y en el exén 8 el c.1149C>T y ¢.1164G>A. Cabe sefalar que hasta la fecha no
se tienen reportes sobre estas variantes genéticas asociadas con algun fenotipo en
particular. Sin embargo, se ha documentado que las variantes sinbnimas podrian afectar
la expresidn y la funcién de la proteina transportadora a 5-HTT/SERT, como el empalme
de RNAm y provocar una disminucion de la velocidad en la traduccidn o retrasar y detener
el alargamiento de la cadena peptidica en el ribosoma, lo cual podria tener un efecto
negativo sobre la proteina transportadora a 5-HTT/SERT, dando como consecuencia una
baja afinidad al sustrato 5-HT (Chen et al., 2001; Pagani et al., 2005; Shabalina et al.,
2013). Es interesante sefalar que dichas variantes se reportaron en estado homocigoto y
no fueron observadas en el grupo control.

Ademas, se identifico la variante no sindbnima ¢.268T>A en el fenotipo restrictivo,
que fue catalogada como deletérea y dafina, ya que el reemplazo del amino&cido
Leucina, que pertenece a la clase neutra hidrofébica, cambia por Fenilalanina, la cual se
encuentra en la clase de aminodcidos aromaticos, sustitucion que pudiera alterar la
similitud quimica en los dominios transmembranales hidrofébicos (TMD) como las TDM1,
TDM5 y TDM7 de la proteina transportadora SERT misma que podria alterar la afinidad al
sustrato 5-HT (Barker et al., 1999; Humphrey et al., 1994; Laursen et al., 2018). Donde la
Adenina podria ser considerada como una variante causal, ya que da origen a una
alteracion bioldgica confiriendo vulnerabilidad genética al fenotipo restrictivo (Howard et
al., 2020; Pearl., 2000; Spirtes., 2000).

En el estudio se identificaron variantes nuevas para el fenotipo restrictivo, la

9.130delA y ¢.1740G>A y la variante genética g.136delC que también se observé en el
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grupo control, las cuales no se encuentran reportadas en las bases genéticas publicas. En
particular, podrian tratarse de variantes privadas para nuestra poblacién, ya que no se
encuentran reportadas en las bases publicas del GenBank. (Silva-Zolezzi et al., 2009).
Hasta la fecha, se sabe poco sobre la distribucién de variantes genéticas especificas en
poblacién mexicana; sin embargo, estas variantes pudieran ser especificas para nuestra
poblacién y podrian constituir un reservorio de variantes de riesgo en la etiologia de
diversas enfermedades, en particular, para el fenotipo restrictivo en anorexia (Lupski et
al., 2013; Moreno et al., 2014).

Evidencias clinicas respaldan la hipotesis de una disfuncion en el sistema
serotoninérgico, donde se sugiere que pacientes del fenotipo restrictivo presentan un
aumento de las concentraciones extracelulares de 5-HT y desequilibrio en los receptores
post-sinapticos como 5-HTia y 5-Htza, ademas de la vulnerabilidad genética del
transportador a 5-HTT/SERT que podrian conferir ganancia o pérdida de su funcién, lo
cual podria estar asociado con la disminucion de su actividad y alterar la cascada de
sefalizacién de saciedad y exacerbar la psicopatologia del fenotipo restrictivo, como la
rigidez cognitivo conductual hacia el consumo de los alimentos, el sobre control de los
impulsos y la preocupacién excesiva de la imagen corporal, dando pie a realizar

conductas restrictivas y conferir riesgo biolégico para desarrollar el fenotipo restrictivo.

Como se sabe, el hambre y la saciedad se encuentran regulados por un conjunto
de senales internas y externas que mantienen la homeostasis energética en el organismo.
Ademas, las personas se esfuerzan por lograr un equilibrio energético, sin embargo, en
los ultimos afos una porcién de la poblacién se encuentra en un balance energético
positivo prolongado, con una ingesta calérica mayor que el gasto energético, lo que ha
dado origen a la obesidad. En un marcado contraste se encuentran los individuos con
ANR que realizan conductas de dietas restrictivas, niegan la presencia de sefnales tipicas
de hambre, posiblemente debido en parte a la percepciéon reducida de las sefales de
hambre y las ideaciones continuas sobre la delgadez. Los individuos con ANR tienden a la
ansiedad; sin embargo, la restriccion alimentaria tiene en ellos un efecto calmante y la
actividad fisica que realizan de manera compulsiva funciona mas como un estimulante a
diferencia que la ingestién de alimentos. Lo anterior se refuerza por un estudio de GWAS
que reportd una correlacion genética positiva entre la actividad fisica y peso bajo
(IMC=16) en ANR, lo que sugiere que el peso bajo pudiera estar también relacionado el

componente genético (Watson et al., 2019). Ademas, la pérdida de peso después de la
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recuperacion, los pacientes presentan recaidas en la disminucién del peso, lo que podria
indicar que regresan a un punto de ajuste o estabilizacion del peso bajo, incluso después
de la restauracién del peso corporal durante las terapias de tratamiento (Muller et al.,
2018).

Hasta la fecha en los estudios de GWAS y WES que se han realizado en la
poblacién caucasica con el fenotipo restrictivo no se ha incluido a la poblacion mestiza
mexicana (PGC-ED), por lo que se desconoce hasta la fecha, las variantes genéticas de
riesgo en nuestra poblacion. Sin embargo, los estudios de asociacion genética han
aportado informacién sobre variantes genéticas en el gen SLC6A4 asociadas al fenotipo
restrictivo, como variantes comunes (VNTR y alelo S) y una variante rara del SNP
rs25531, como lo documentan dos meta-analisis en poblaciones caucésica y Asiatica
(Calati et al., 2011; Chen et al., 2015). Pero en poblacién mestiza mexicana se ha
informado de variantes en el gen SLC6A4 asociadas a la ANR y BNP (Camarena et al.,
2012, 2018; Hernandez-Munoz et al., 2020). Por lo tanto, resulta necesario identificar las
variantes genéticas e informar sobre las frecuencias alélicas en nuestra poblacion, para
conocer las variantes y analizar la funcién de estas en la susceptibilidad al desarrollo del

trastorno alimentario en la poblacion mexicana.

Variantes del gen SLC6A4 en el fenotipo purgativo

El andlisis en el fenotipo purgativo identifico variantes de baja frecuencia
(9.295C>G, ¢.1725InsA y ¢.1273A>T) en los cinco exones del gen del SLC6A4. Sin
embargo, no se identificaron variantes raras, debido a que el tamafio de muestra es
pequeno. Se identificaron variantes comunes en el fenotipo purgativo, restrictivo y en el
grupo control. Hasta la fecha, existen pocos estudios genéticos realizados para el fenotipo
purgativo, lo que limita la informacién sobre las variantes de susceptibilidad. Sin embargo,
previos reportes han informado de variantes comunes y raras asociados a la bulimia
nervosa purgativa (Di Bella et al., 2000; Camarena et al., 2018; Steiger et al., 2011;
Lauzurica et al., 2003). Este estudio, es el primero en informar sobre la presencia de
variantes de baja frecuencia en la region codificante del gen SLC6A4 en la poblacién
mestiza mexicana (Hernandez-Munoz et al., 2020).

En el fenotipo purgativo encontramos una variante no sinénima, la ¢.1273A>T, la
cual, ha sido reportada como tolerante y benigna, de acuerdo con los andlisis de la
predicciébn de la proteina. Sin embargo, se ha demostrado mediante estudios de

transfeccién, que dicho polimorfismo al provocar un cambio del aminoacido (l1425V)
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confiere una ganancia de la funcién a la proteina SERT, ya que se reportdé que la Valina
mejora la actividad del transporte junto con un aumento de la densidad de la superficie
celular y una mejor capacidad de transporte de 5-HT. También, se ha estudiado su
actividad de hSERT mutado en lineas celulares, donde se ha reportado que cuando esta
presente la mutaciébn 425V se presenta insensibilidad en los segundos mensajeros
durante la internalizacion de la proteina en la membrana, (proteina quinasa G (PKG) y la
proteina quinasa activada por mitégeno p38 (MAPK)), lo que podria dar lugar a una rapida
internalizacién y un aumento inmediato a la superficie de la membrana (Kilic et al., 2003;
Prasad et al., 2005; 2009).

De forma interesante, nosotros reportamos asociacién entre la variante Lg (5-
HTTLPR/rs25531) y el fenotipo purgativo, variantes que han sido relacionadas con una
menor expresion de la proteina SERT. Es posible que las variantes genéticas que afectan
la expresion y la actividad de la proteina SERT podrian comprometer la capacidad de la
proteina para modular su actividad en respuesta a las demandas ambientales y aumentar
el riesgo a desarrollar el fenotipo purgativo, relacionado con una posible sefalizacion
alterada de 5-HT (Camarena et al., 2018; Hu et al.,, 2006). De manera interesante, la
variante 1273T se observd en estado homocigoto y el grupo control no presenté este
cambio de nucleoétido.

Se ha planteado la hipétesis de menor tono serotoninérgico en el fenotipo
purgativo para bulimia, lo cual se ha relacionado con la exacerbacion de la impulsividad y
de la ideacion psicopatolégica por la delgadez, lo cual se refleja con la presencia de
episodios de atracones y purgas. Estudios clinicos, han documentado una baja densidad
de la proteina SERT en areas relacionadas con la saciedad y los estados emocionales
como el nucleo paraventricular y la amigdala durante los episodios de purga en la bulimia
nervosa. Del mismo modo, se sabe de la vulnerabilidad genética que contribuye al
desarrollo del fenotipo purgativo (Frank et al., 2005; Pichika et al., 2012; Prassad et al.,
2005; Steiger H., 2004).

De forma interesante, la variante 425V ha sido asociada con el espectro obsesivo-
compulsivo, como lo demuestra un estudio genético basado en familias, donde se report6
una mayor transmision de la variante 425V en pacientes con anorexia nervosa y el rasgo
obsesivo compulsivo (Ozaki et al., 2003). Estas observaciones pueden indicar que varios
trastornos psiquiatricos podrian compartir algunas variantes genéticas, como podria ser la
p.1425V. Un estudio de WES identificé dos variantes raras (rs200039730, rs61754648) en

los genes ESRRA y HDAC4 en familias con multiples personas afectadas con anorexia
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nervosa y bulimia nerviosa purgativa que presentaban comorbilidad con ansiedad y
rasgos obsesivo-compulsivos (Cui et al., 2013). Por lo tanto, la variante identificada en el
SLC6A4 podria tener un efecto pleiotropico en el fenotipo purgativo y fenotipos, que
coexisten con los trastornos alimentarios como los rasgos obsesivo-compulsivos ya que
estan bajo control de los impulsos, caracteristico del fenotipo purgativo. Se ha sugerido,
que las variantes que causan un efecto en la alteracion de las proteinas pudieran
predisponer al espectro de fenotipos serotoninérgicos complejos relacionados con una
disfuncion del sistema serotoninérgico (Antilla et al., 2018).

En este estudio, se identificaron dos SNPs nuevas, la 9.295C>F y ¢.1725InsA en el
fenotipo purgativo y la g.136delC que también se reportd en los controles, las cuales no
se encuentran reportadas en las bases genéticas publicas. En particular, podrian tratarse
de SNPs especificas de la poblacibn mestiza mexicana ya que, hasta la fecha, se sabe
poco sobre la distribucién de SNPs genéticas especificas de la poblacién mestiza
mexicana (Moreno et al., 2014).

El fenotipo restrictivo y purgativo son rasgos complejos, que involucran factores
ambientales, familiares y genéticos que participan en conjunto para el desarrollo de los
trastornos alimentarios. Sin embargo, los genes por si solos no predicen que se desarrolle
el trastorno alimentario, se deben incluir para su estudio otros factores que influyen en la
vulnerabilidad, como son los antropomeétricos, rasgos psicopatoldgicos, conductas
alimentarias, antecedentes de historia familiar, los cuales confieren riesgo para
desarrollarlos (Bulik et al., 2007).

Es importante que se lleven a cabo estudios de secuenciacion en cada poblacién,
ya que las frecuencias de los alelos varian de acuerdo con cada regién geografica, por lo
que es necesario identificarlas en la poblacion mestiza mexicana, ya que hasta la fecha
no existen datos contundentes sobre las variantes genéticas de riesgo en nuestra
poblacién. Este estudio contribuye al conocimiento de las bases genéticas del fenotipo

restrictivo y purgativo en la poblacién mestiza mexicana.

Una estrategia utilizada en los estudios de secuenciacién es la identificacién
selectiva de fenotipos homogéneos que sean clinicamente relevantes, para poder
identificar los genes de riesgo. La aportaciéon que tienen los estudios de secuenciacién es
el potencial de descubrir variantes causales que predisponen a enfermedades complejas,
como lo son los trastornos alimentarios. El presente estudio logré identificar variantes de

baja frecuencia como los que se identificaron en el fenotipo restrictivo (c.268T>A) y el

74



fenotipo purgativo (¢.1273A>T), lo cual aporta evidencia a favor del SLC6A4, en la que la
proteina a la que codifica participa en la sefal de saciedad y regulacion de las emociones.

Adicionalmente, identificamos variantes nuevas en nuestra poblacion, y también se
identifico variantes genéticas de riesgo en el fenotipo restrictivo (g.130delA, ¢.1740G>A) y
el fenotipo purgativo (9.295C>Gc.1725InsA) en la poblacion mestiza mexicana.

El estudiar la genética de los fenotipos restrictivo y purgativo en la poblacién
mestiza mexicana, nos ayudara a entender sobre el componente genético, para que en un
futuro proximo se pueda elegir regimenes terapéuticos guiados por alelos de riesgo en
nuestra poblaciéon, ya que la proteina SERT es blanco terapéutico en el tratamiento
farmacoldgico de estos trastornos.
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11. CONCLUSIONES

1.-No se identificaron variantes raras en los fenotipos extremos.

2.-Se identifico variantes de baja frecuencia en el fenotipo restrictivo y purgativo de la
poblacién mestizo mexicana.

3.- Se detectaron variantes genéticas (1273A>T; 268T>A) que confieren poca afinidad al
sustrato (p.1425V) o tener un efecto en la estructura quimica de la proteina (p.L90F),
apoyando la hipétesis de una disfuncion en la proteina transportadora de SERT en el
desarrollo de los trastornos alimentarios.

4.- Se identificaron variantes nuevas en el fenotipo restrictivo (g.130delA; c.1740G>A) y
purgativo (g.295C>G) que son particulares para la poblacibn mestizo mexicana vy
contribuyen a la vulnerabilidad genética de un TCA.

5.- Se identific6 SNPs nuevos comunes en los fenotipos restrictivo, purgativo y el grupo
control, los cuales constituyen un reservorio de la poblacion mestizo mexicana.

6.- Nuestro estudio aporta informacién de variantes asociadas con el desarrollo de ANR y

BNP en poblacion mestizo mexicana.
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12. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

1.- El tamafno pequefio de la muestra resultdé en un poder limitado para identificar

variantes raras.

2.- Solo se secuenciaron cinco exones del gen, podria ser interesante explorar la

secuencia completa de SLC6A4.

3.- No se incluy6 a otros subtipos de trastornos alimentarios, que pueden pasar por alto
algunos hallazgos sobre el papel de SLC6A4 en los trastornos alimentarios.
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13. PERSPECTIVAS DEL ESTUDIO

1.- Analizar las variantes genéticas identificadas en una muestra independiente y mayor.
2.- Analizar la secuencia completa de SCL6A4 en todos los TCA.

3.- Realizar estudios de secuenciacion de exoma completo (WES) en familias con
trastornos alimentarios en la poblacién mestiza mexicana.

4.-Vincular las variantes de riesgo con las vias biolégicas en los trastornos de la conducta
alimentaria.

5.- Realizar estudio de biologia de sistemas, donde se integren los estudios psicoldgicos,
la historia clinica, estudios genéticos, protedmicos y transcripcionales en los trastornos de
la conducta alimentaria, que permita dilucidar la etiologia y proponer tratamientos

personalizados en los trastornos alimentarios
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Keywoards: Background: Ac evidence indic: that alterations in the serotonin system are related to changes in
Anorexia Nervosa eating behavior. The serotonin transporter is encoded by the SLC6A4 gene and has been an interesting candidate
RORNE Dl for anorexia nervosa- restrictive type (AN-R) and bulimia nervosa (BN). Interestingly, functional variants have
S_“""““‘“" transporier been identified in the coding region that could contribute to understand the role ufl.hls gene in e.nng duordcn
SLCo:‘; - The aim was to identify genetic variants in five exons of SLC6A4 gene using Sang, in
Broos ner ictive and bulimia nervosa i and a control group.
Genstic variants Method: The sample isted of 86 p and 50 1 subj We obtained DNA les from all subj

and performed Sanger-sequence analysis of the 1, 2, 3, 8 and 9 exons. The sequences were compared with the
reference sequence of the SLC6A4 gene.

Results: The sequence analysis of the five exons of the gene identified several variants. In the AN-R, we observed
two novel variants (g.130delA and ¢.1740G = A), three synonymous variants (rs57172732, rs55908624,
rs74478645) and a missense variant (L90F) reporting a probably deleterious and damaging variant.

In BN, we identified two novel vanants (.295C > G and ¢.1725G > A), and the non-synonymous
(rs28914832/1425V), reported as benign. Interestingly, we observed the 425V variant in three patients in the
BN, variant that previously was reported in patients with a spectrum obsessive—compulsive disorder.
Conclusion: The results of our study suggest that variants of the SLO6A4 gene are related with a possible da-
maging or gain-of-function and may be involved in the susceptibility to AN-R and BN patients. However, the
present findings should be idered as preli y until 1 in large 1

1. Introduction underweight. AN restrictive (AN-R) type is defined by severe restric-

tions on the amount and type of food they consume, obsessive rules and

Anorexia nervosa (AN) and bulimia nervosa (BN) are mental dis
orders characterized by severe disturbance of body image and meal
patterns (DSM-5). AN is defined by an intense fear of gaining weight, or
persistent behavior that interferes with weight gain, even though
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acterized by binge eating followed by inappropriate compensatory be-
haviors to prevent weight gain (DSM-5). The etiology is unknown, but
the genetic influences contribute in the onset and development of the
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Nomenclature

ED Eating disorders

AN-R Anorexia nervosa restrictive

BN Bulimia nervosa

5-HTT serotonin transporter

PKC Protein kinase

PKG Protein kinase G

MAPK p38 mitogen- activated protein kinase
WES Whole exome sequencing

GWAS  Genome-wide association study

HDAC4 Histone deacetylase 4

disease (1hor 0.

Evidence supports alter gic neurot in the
physiology of AN and BN. Studies in animal models and humans in-
dicate that alterations of the serotonin system result in changes in
emotional states and altered satiety signaling in the brain.

The serotonin transporter (5-H1T) is a protein key in the ser
otoninergic system it is on the pre-synaptic membranes of nerve term
inals in the midbrain and in the brain stem raphe nuclei. The synaptic
activity of 5-HTT mediates rapid removal and recyding of released
serotonin following neuronal stimulation in the brain and terminates
the action of serotonin, playing a role in mediating the regulation of the
availability of serotonin to other receptors of serotonergic systems.
Additionally, the 5-HTT is regulated by protein kinase-associated
pathways, including protein kinase C (PKC), protein kinase G (PKG),
and p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK). The PKC-dependent
phosphorylation and down-regulation of the 5-HTT protein is sensitive
to extracellular serotonin, which plays a regulatory role in the trans
porter of 5-HT (Mo WO8).

The 5-HTT is encoded by the SLC6A4 gene located on chromosome
17911.1-q12 and is composed of 14 exons, spanning 40 kb. The se
quences of the transcript codified a protein comprising 630 amino acid
and has twelve t brane d i Common variants, minor al
lele frequency (MAF) z 5%, low-frequency variants
(05 = MAF < 5%), and rare variants (MAF < 0.5%) have been
identified in Mexican-American population (¢! 2001).

AN- are highly heritable suggesting that genetic variations play an
important role in the pathogenesis (Vulik ¥):). The whole
exome sequencing (WES) studies have identified variants that may have
a major contribution in the development to diseases. Previously, one
study analyzed two large families with multiple members with AN,
identifying two rare variants, rs200039730 and rs61754648 in HHDAC4
and ESRRA genes respectively, increasing the risk of the developed
eating disorders (¢ « 11 %). In addition, an excessive burden of
novel damaging variants was identified in 186 genes in restricted-eating
group and in 245 genes in the binge-eating group, with an implication
of the genes involved in neuropeptide/neurotrophic pathways im-
plicated in appetite regulation, including the neurotensin-glucagon-like
peptide-1 and BDNF signaling (! .11 t 2l 2017). More recently, were
identified missense variants in the DRD4, CCKR, NMS genes that are
highly expressed in the hypothalamus system, and co-segregate with
AN (Bienv 019).

Genetic studies of SLC6A4 polymorphisms reported in Mexican
patients an association between S/Lg alleles and BN (¢

(115). An association was reported between BN and variable number
tandem repeat polymorphism VNTR located in intron 2. Other research
found differences between subtypes of anorexia nervosa and the SNPs
rs1872924 and rs3794809, located in introns 2 and 3 ( ,

2010). Similarly, a study in multiple families with eating pathology
analyzed SNPs located in introns 2, 3, 4, and a 3untranslated region, but
no significant associations were found between any genetic variant and
ED-related phenotypes such as binge eating and weight/shape concern

Gene /48 (2U2)) 1446/5

ESRRA  Estrogen related receptor alpha
SLC6A4 Gen transporter of serotonin

BDNF brain derived neurotrophic factor
DRD4 dopamine receptor D4

CCKR Pyamide receptor

NMS Neuromedin S

SERT solute carrier family 6 (ncurotr itter t P
otonin), member 4

SCID Structured Clinical Interview for Mental Disorders

YBC-EDS Yale Brown-Cornell Eating Disorders Scale

ExoSAP-IT Shrimp Alkaline Phosphatase

ter, ser-

(Munn Ch f ). We analyzed the G56A variant (rs6355)
that presents amino acid changes and affects the transportation func-
tion and regulation, reporting an over-transmission of the 56A allele in
families with AN (¢ ) ). Finally, other study identified
functional variants in the exons 8 and 9, which were assodated with
obsessive-compulsive behaviors and anorexia nervosa (Uruhi ¢f

1) 1). Interesting, this trait has been observed in AN-R patients, sug-
gesting a common etiology (° 1 1., 2018).

‘The variants identified in exons can have a structural and functional
impact in the gene causing a gain or loss of function of the protein. Also,
p.G56A, p.L605A, and p.1425V polymorphisms revealed high levels of
basal 5S-HT transporter in transfected and natively expressing cells
(Prasac ¥14). Additionally, it was reported that p.G56A and
p.L60SA showed an altered pattern of regulation by multiple Ser/Thr
kinases known to regulate SERT in native and transfected cells. Thus,
both variants d rate i itivity to activators of protein kinase G
(PKG) and p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK), stimuli that
normally trigger elevated surface expression or enhancement of SERT
catalytic rates (! 1), It is interesting to identify other
genetic variants in eating disorders; therefore, the aim of the study was
to perform the sequencing of five exons of SLC6A4 in AN-R and BN
patients.

2. Methods
2.1. Subjects

The participants were recruited from the Clinic of Eating Disorders
at the Instituto Nadional de Psiquiatria Ramon de la Fuente Muniz. The
local Institutional Ethics Committec approved the study. All partic-
pants and healthy controls gave written informed consent for partici-
pation at the time of recruitment.

The total sample included 86 female patients, 36 with anorexia
nervosa-restrictive type (AN-R) and 50 with bulimia nervosa (BN) ac-
cording to DSM-5 criteria.

Exclusion criteria included psychotic symptoms and significant
medical and/or neurological illness.

The control group comprised 50 healthy females without current or
past psychiatric history, screened using the Spanish version of the
Diagnostic Interview Schedule (DIS). All individuals were over the age
or risk for ED. All participants were Mexican Mestizos with a family
background of three generations born in Mexico. All the participants
provided written informed consent by the Ethics Committee of the
Institute.

2.2. Assessment

Patients were evaluated and diagnosed according to DSM-5
(Diagnostic and istical M 1 of M ! Disorders, 5th edition) criteria
for ED using the Structured Clinical Interview for Mental Disorders v2.0
(SCID-1) (! 115). We ed the pr e of impulsivity
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using the Plutchik’s impulsivity scale, Sp version (/ !
1996), the severity of preoccupations and rituals using the Spanish
language version of the Yale Brown-Comell Eating Disorders Scale
(YBC-EDS) (¢ 11y ¥11), and the evaluation of behavior and
psychological traits in eating disorders using the Eating Disorder In
ventory EDI-2 (¢ ¢ 003).

2.3. DNA isolation and exon sequencing

Genomic DNA was extracted from whole blood using the Wizard
Genomic DNA Purification Kit. Five primer pairs were used to amplify
the exons 1, 2, 3, 8, and 9 (kruit « '(0)5). The amplification was
performed in a final volume of 25 ul containing 100 ng genomic DNA
template, 5% DMSO, 1X KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Kappa Bio-
systems), and 0.50 uM of each primer. PCR conditions were 96 C for
3 min, followed by 25 cydes at 96 °C for 15 sec at 60 “C for 15 sec
(exception exon 9, which was 65 "C) and finally 72 “C for 30 sec. After
amplification, the samples were visualized in 1.5% agarose Metaphor
and 1.5% agarose gel and the size of the PCR product was confirmed
using a 50 and 1000 bp DNA ladder. The remaining PCR product was
cleaned up using enzyme Exonuclease 1 and Shrimp Alkaline Phos-
phatase (ExoSAP-IT).

The sequencing of amplicons was carried out using Big DyeTM
chemistry (BigDye Terminator, Version 3.1; Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). PCR products of the samples were sent to Genewiz
Global Headquarter South Plainfield, NJ., USA (htip v

m), for Sanger sequencing with a 373xL DNA Analyzer. The DNA
sequence was analyzed using the Bioedit software version 7.2.5. Each
sequence was subjected to an individual BLAST search to verify its
identity to the GenBank mRNA sequence NM 001045.5.

2.4. In silico analysis

To evaluate the effect of the coding variants in protein, we used two
software, the SIFT (v f vi.0r), which is a sequence homology-
based tool that predicts the deleterious and tolerant and the Polyphen-2
(http tics. bw 1¢ ), which is a sequence and
structure evolutionary conservation-based tool to classify damaging
effect of amino acid substitutions and estimates position specific in-
dependent count score demonstrating 0-1 probably damaging index.

3. Results
3.1. Clinical characteristics

The sample included 36 patients with AN-R, 50 with BN and 50
control subjects. The patients included in the study did not experience a
diagnostic transition between eating disorders.

In terms of clinical characteristics of the sample, we observed dif
ferences in the age, (F = 114.4, P = 0.00), and BMI (F = 70.4,
P = 0.00) between AN-R, BN and control group. Also, we observed less
impulsivity in the AN-R (mean 15.63 SD 8.11) than BN (mean 27.36 SD
6.72). Also, the severity of the preoccupations and rituals was minor
score in AN-R (mean 15.87 SD 8.72) and major in BN (mean 21.21 SD
4.30) (Table 1).

In the sample, 47 patients (55%) had a comorbidity, 5 (14%) and 13
(26%) had anxiety disorders; 12 (33%) and 19 (38%) had major de
pressive disorder, in AN-R and BN patients, respectively.

3.2. Genetic variants

3.2.1. Anorexia nervosa-restrictive type

In the analysis of the five exons of the gene, there were alignment of
the sequences of the patients and the control group ( ). Among
the discovered variants in the patients, two were novel variants,
2.130delA and c.1740G > A, located in exons 1 and 8 respectively,

Gene /48 (ZU20) 144675

and they have not been reported yet in public databases (gnomAD,
dbSNP, 1000 Genomes). In addition, we detected variants to the
gnomAD database, three synonymous variants, rs57172732,
s55908624, and rs74478645 located in the exons 3 and 8, and could
not affect the amino acid. Finally, we observed one missense variant,
rs1183088111, in the exon 2, this variant c.268T > A causes the
amino acid change from leucine to phenylalanine (L9OF); the change
did not affect the length of the protein, but in the analysis of prediction
of protein, the change of amino acid was reported as probably dele-
terious and damaging (SIFT score = 0.01; Polyphen score = 1). In
total, 3/36 individuals in our restricted eating group were heterozygous
for the L9OF variant of the gen (! la, b).

3.2.2. Bulimia nervasa

In the analysis of sequencing, there were 1
of the patients and control group (l:blc J). Among the discovered
variants, two novel variants, .295C > G andc.1725G > A located in
the exons 1 and 8 respectively, and not been reported yet in public
databases, and we observed one missense variant, rs28914832, found in
exon 9; transversion changes of the varant (A > T) cause the amino
acid change from isoleucine to valine in position 425. However, the
change did not affect the length of the protein; in the analyeie of pre.
diction of protein, the change of amino acid was reported as tolerant
and benign (SIFT score = 0.63; PolyPhen score = 0.06). The potential
impact of this variant was also interpreted according to current stan-
dards and guideli which suggested that the variant is pathogenic
(& 2017). Additionally, we observed that 3/50 patients
were homozygous 425 V (! ic, d).

Finally, we observed variants shared among AN-R, BN and control
groups, for a total of five variants: one novel variant g.136delC, located
in the exon 1, two missenses, rs202152288 and rs140436169, identified
in exon 2, and two frameshift insertions, rs769651028 and rs34542731,
in exons 2 and 3 ( ).

of the es

4. Discussion

Previous studies have identified genetic variants of the SLC6A
gene, which are associated with ED (101 1. 2011; Camar \
2015). In the present study, we reported the findings of Sanger se-
quencing in individuals with AN-R, BN and a control group. We iden-
tified a higher number of variants in exons 1, 2, and 8, and a lower
number in exons 3 and 9, those coding highly conserved regions in the
SLC6A4. In general, we reported functional variants, as frameshifts
insertion (p.T47fs and p.V394fs) that could be introduced an early stop
codon of the protein, and functional variants (p.V50L, p.L9OF, p.GA1A,
and 1425V) that together could have an effect on the protein

Table 1
Clinical characteristics of the sample with females of AN-R and BN
AN R BN Controbs
(n 36) (n 50) (n - 50)
Mean SD Mean SD Mean SD
Age (years) 18.08 389 20.0 4.30 40 116
BMI (Ilg/m2) 15.66 1.51 24.61 4.41 2 34
Age_of onsel (years) 14.40 250 13.48 2.84
Duration of disease (years)  4.03 4.44 7.30 4.74
Plutchiks scale 1563  8.11 27.36 672
YBC EDs scale 15.87 872 21.21 4.30
EDI 2:
Drive for thinness 10.35 792 16.90 5.48
Bulimia 1.85 558 10.14  5.91
Body dissatisfaction 10.55 498 16.48 5.28
Interoceplive awareness 885 932 15.94 7.97
EDI Total score 62.53 41.39 93.78 34.49

SD: Standard deviation. YBC-EDs: Scale Yale-Brown of Cornell Eating Disorders.
EDI-2: Eating Disorders Inventory.
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Table 2
Variants of SLC6A4 identified in restrictive-eating.
Prediction No. of subjects
Gene region References dbSNP Nucleotide change Amino acid SIFT PolyPhen AN R Controls
(m  36) (n -~ 50)

Exon 1 New 8-130delA 0.03 0
Exon 1 New £-136delC 1 1
Exon 2 769651028 €.139_140insAC pT47fs 1 1
Exon 2 rs202152288 c.148G = C p-V50L Tolerant Benign 1 1
Exon 2 rs1183088111 c.268T = A p190F Del D 0.04 o
Exon 2 140436169 cl21C=>T P-GAlA Dx De i 1 1
Exon3 1334542731 ¢.1179dupA Pp.V394is 1 1
Exon 3 57172732 411G = A pL137 0.01 o

oy 1383 0.01 o
Exon 8 rs55908624 c1149C> T P o ?
Exon 8 rs74478645 c.1164G = A pG388 = - O.OI o
Exon 8 New c.1740G = A - %

c.268T>A c.1273A>T
A C
- 1 =
« < « o
| H \ ' '
\ ] \ 7 ' | ¢ A
e e Y] R ) § S AARNE L
B % D

MAAPRRARKSRERARE

’

sl g & bt

Fig. 1. Sequencing results of the forward strand of the variants in the exons. Arrows denote the variant. The results in the exon 2, (A) Control subjects c.268 T > A;

(B) Patients with AN-R were heterozygous. Results in the exon 9. (C) Control subjects ¢.1273A >

Table 3

Variants of SLC6A4 identified in BN-binge-eating.

T: (D) Patients with BN homozygous.

Prediction No. of subjects
Gene region References dbSNP Nucleotide change Amino acid SIFT PolyPhen BN Coatrols
(n -~ 50) (n  50)
Exon 1 New £-136delC 1 1
Exon 1 New £8295C > G 0.02 o
Exon 2 769651028 €.139_140insAC p.TA7SEs 1 1
Exon 2 rs202152288 148G - C p.V50L Tolerant Benign 1 1
Exon 2 rs140436169 cl21IC=>T p.GAIA Deleterious Damaging 1 1
Exon 3 34542731 €1179dup A P-V394Is 1 1
Exon 8 New c1725G = A 0.01 o
Exon 9 rs28914832 cl1273A=> T pl425v Tolerant Benign 0.03 0

transporter, as confer a gain of function of the protein or a poor affinity
(05). In particular, we identified three

to the 5-HT (M

phy «

2010; Cam

'

serotonin transporter with a major role in anorexia nervosa (k1

016). WES reports

patients in the AN-R group heterozygous for p.L90OF, located in the exon
2, a change of amino acid that could modulate the exonic splicing en
hancer or silencer after bioinformatics prediction. Interestingly, we
previously reported a variant p.G56A in the same exon in a ANR,
which has been reported as a gain-of-function variant; therefore, it is
possible that two variants could have a critical role in the serotonin
transporter activity in the brain (1’1 2008). Despite the lim-
itation of GWAS findings for serotonin risk-conferring genes in AN-re-
strictive type, different studies have identified functional variants in the

identified functional variants in genes that are expressed in the lateral
parabrachial and ventral tegmental areas of the hypothalamus, which
plays a key role in the regulation of appetite; therefore, some functional
variants identified in SLC6A4 could confer biological vulnerability to
develop an eating behavior as for example, the identification of da-
maging variants in patients with anorexia nervosa restrictive (oo
cta t 2017).

Interestingly, the present study reported a minor number of variants
in the BN group compared with control subjects. We identified three
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patients homozygous for 425 V, a functional variant that was previously
associated with the spectrum rigid-compulsive behaviors (I n

1 2005). A family association study reported an over-transmission
of the 425 V variant in patients with anorexia nervosa and OCD with
perfectionist and compulsive behaviors related with food and exercise.
These observations might indicate that several disorders partially
overlap in clinical comorbidity and in causality, including genetic
transmission of the p.1425V that may operate as an aggravating factor
for the severity of these disorders (700 1 11 1). Also, WES study
identified a functional variant in the ESRRA and HDAC4 genes in fa
milies with multiple persons affected with anorexia and bulimia ner
vosa with a high comorbidity with OCD and perfectionism personality
trait (Cui 2013).

We observed comorbidity with anxiety disorder and major depres
sion disorder according with previous studies (k.\ 004; S
ot al. 2001). Interestingly, SLC6A4 gene reported association with
bulimia nervosa and comorbid psychopathology (!

008; Stei 2004); therefore, gene variants of SLC6A4 could
have a pleiotropic effect in AN-R, BN and phenotypes that co-occur with
eating disorders such as anxiety disorder and major depressive disorder.

It has been suggested that functional variants have been over
represented in the brain and predispose to the spectrum of complex
serotonergic phenotypes and can be related to serotonin dysfunction
(Anttila '1114). The expectation that syndromes with a restrictive
form should be characterized by an exaggeration of dysphoric mood
relational with increased serotoninergic tone, whereas syndromes
characterized by binge-purge type would correspond to increased im
pulsivity, disinhibition of eating behavior, and other features associated
with low serotonergic tone (~ r, 2004).
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