2™

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
Unidad Xochimilco

Universidad Autonoma Metropolitana

Unidad Xochimilco
Reporte de Servicio Social

ANALISIS DE VARIANTES GENETICAS EN RECEPTORES
DE NEUROTRANSMISORES EN EL TRASTORNO
DEPRESIVO MAYOR EN POBLACION MESTIZA

MEXICANA

José de Jests Rodriguez Chavez

Matricula: 2183029229

Fecha: 25 de julio de 2024

Vo. Bo.

A
asiablpdip :

Dra. Marisol Lopez Lopez Dra. Nancy Monroy Jaramillo
7808 09136591
Departamento de Sistemas Biologicos Departamento de Genética

UAM Xochimilco INNNMVS



Contenido

L.

II.

I

IV.
A)
B)
Q)
D)
E)
F)

V.
A)
B)

VL
A)
B)
Q)

4)

D)

VIL.
A)
B)

Q)

DAtos ZENETAIES .....oiuviiiiiiiieiie et 3
INETOAUCCION ...ttt ettt e e bt e e nbb e e e nnb e e e beeeennes 4
JUSTITICACION 1.t nbb e bb e e sbeeeans 5
A B 70 IR 15T ) o (o7 F SRR 6
GEN HTRILA .ottt et sttt st b et e s bt st et e bt e bt e sheesate st e s b e e neenneenaes 6
GEN HTR2A ...ttt sttt e e e s ba e e s s b e e e s ara e e 6
LCT=T I o I TP TSP 7
GEN DRD2Z ...ttt st e s e s et e s e e s e e s e e s e nnereean 7
GEN DRDZ .. s 8
PCR-RFLP .ttt sttt sttt b e bt e s ae e st e et e e bt e bt e nbeesaeesanesaneeas 8

(00 1515 470 L TP TPRT 9
(0] o T4 A e N =T a1 - | PRI 9
(0] o1 A A Lo I =X 1= Tolo 1R 9
MEtOAOLOZIA. .. vt 9
SEleCCion de 1aS MUESLIAS ..o..eiiuiiiiieie ettt ettt ettt she e st et e et e beesaeesaes 9
Analisis cuantitativo y cualitativo del DNA genOmMiCO........ccccecveeeeeciiie e 10
Genotipificacion POr PCR-RFLP.......c..uii ittt eritee s e e e e e e 10

1) Obtencidn de 10S aMPlCONES .......viiiiiiiiieeciee e e e e e e re e e e rae e e e e nreas 10

2) Resolucién de amplicones y RFLP, mediante electroforesis en geles de agarosa............. 13

3) Seleccidn de las enzimas de reStriCCiON ........c.ceeeeciiieeeciiee e e 13
Digestion de 10S amMPliCONES......cuvuiii ittt e st e e e sbr e e ssbeeeessbaeeesnes 16

5) Interpretacion tedrica de resultados ......cccccveeeiciiieecciiee e e 17
ANBIISIS @STATISTICO weuuviueiirieiieriee ettt e 20

1) Equilibrio de Hardy-Weinbherg........uu ittt e 20

2)  Comparacion de freCUBNCIAS .....cccuiii ettt ettt et e e e e are e e e nreas 20
RESUIAAOS. .. .ei i 21
DeSCripCion de 1@ MUESTIA ..cciie it e e e e e e e e e e e e enbaar e e e e e e e esannreaneeas 21
Genotipificacidn de la variante HTRIA_rS6295 .......uueieeiiieieeiiieeeesiiee e esree e estee e siaee e e 22

1) CONTIOIES ettt ee et e e e e e et a e e e e e e eees bbb aaeeeeeseeentbraaeaaeeeeeantararaeens 22

D I o= Tol =] | <L YRR 23
Genotipificacion de la variante HTR2A rS6311 ........uviveeeeiiiiiiiieeeee ettt ee e e ecrnree e e e 23



1) CONTIOIES ...ttt et e et e e et e e e et a e e e e e ar e e e e aabeeeeeabeeeeanreeaeearaeeeannreas 24

D I - ol [T | YT RR 24
D) Genotipificacion de la variante HTR2A_IS6313 .....cccccvieeiiciiieeeciieeeeetree e eeveee e eevree e eeiaee e e 24
) T 10 o 1 o] 1=y TSP 25
D I - Vol =] o] (Y-S SRS U PSR 25

E) Genotipificacion de la variante HTR2A_ISB314 ........ooecvieeciieeciieeieeeeeesteeseeesiee e saae e 26
1) CONTIOIES ceureeeeee ettt ettt eee et e e e e e ee e tab b b e e e e e e eeestabaaaeeeeeeeesttraaaeeeeseeansaraaaeens 26
D I o= Tol =] | <L YRR 27

F)  Genotipificacion de la variante HTR6 _rs1805054.........cccoccuuieeeciuieeeeeiiieeeeeieeeeeeveeeeeeraeeeeans 27
) T 0] oY ] [T TSR 27

) TR - 1ol =T o TSRS 28
G) Genotipificacidn de la variante DRD2_rs1801028 .......ccccueeevirieeeeiiieeeesieeeeeieeeesraeeeesneeas 28
) T 010 o 1 o] 1=y ORI 29

D I - Vol =] o] (Y-S U UR U 29
H) Genotipificacion de la variante DRD2_rs1800497 .......cceeccueeeieeesiieeeiieeesieesireeseveesseeensneens 30
i) T 0o o 1 o] [T TP PR 30

D) I o= Tol 1] | <L TSRO PPTR RSP 30

I)  Genotipificacion de la variante DRD3_rSB280 .......cccccueeeeiiiieeeeiiieeeectieeeeeireeeeeereeeeeesaeeeeanes 31
1) CONTIOIES ...ttt e et e e e et e e e et te e e e abb e e e e aabeeeeaasbeeeeanareeaeensraeeeannreas 31

D T - 1ol =] o TSP UR USRS 32

J)  Clasificacion de la respuesta en pacientes segln la escala de Hamilton.........cccceeeeviieenns 32
T Vo P 1 E e LI =] U 11 =T Lo LSRR 36
1) Comparacién entre pacientes y CONTIOIES ......ccccuviiiiciiieeeiiee e e 36

2) Comparacién de controles con otras poblaciones.........ccccoccveeeeeciiee e 37

3) Comparacién de pacientes segun la respuesta al tratamiento farmacoldgico................. 40

L) CONCIUSIONES.....ciiettireeeeee ettt ettt e e e e ee bbb e e e e e eeeesababaseeeeeeesasstabeeaeeeeeesnnsrsreraeesenans 43
VIII.  Referencias bibliografiCas.........ccooiiiiiiiiiiiiiieiieseeee e 43



I. Datos generales
Titulo

Andlisis de variantes genéticas en receptores de neurotransmisores en el Trastorno Depresivo
Mayor en poblacion mestiza mexicana

Lugar de realizacion

Laboratorio de Genética Molecular N-103, UAM-Xochimilco y Departamento de Genética,
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Sudrez (INNNMVS).

Periodo de realizacion

Del 24 de junio de 2023 al 25 de diciembre de 2023
Lugar de procedencia

Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco
Division

Division de Ciencias Biologicas y de la Salud
Licenciatura

Quimica Farmacéutica Biologica

Asesores

Asesor interno: Dra. Marisol Lopez Lopez

Asesor externo: Dra. Nancy Monroy Jaramillo



II. Introduccion

La depresion es un trastorno del estado de &nimo que se caracteriza por la presencia de
cuadros de tristeza, los cuales pueden interferir con el dia a dia de las personas'. De acuerdo
a la Organizacion Mundial de la Salud [OMS] se estima que para 2030 sera la causa principal
de morbilidad a nivel mundial®>. Algunos de los principales sintomas que caracterizan a la
depresion, ademas del sentimiento de tristeza, son la melancolia, bajo estado de animo,
sentirse infeliz, pérdida del placer o interés, alteraciones del apetito, suefio y pensamientos
suicidas’.

Clinicamente, la depresion tiene diversas clasificaciones, una de ellas es el trastorno
depresivo mayor (TDM), el cual se define, segun el Manual de Diagnostico y Estadistico de
los Trastornos Mentales 5 (DSM-5) cuando se presentan al menos cinco de los siguientes
sintomas simultaneamente por al menos dos semanas, siendo los primeros dos necesarios
para el diagndstico*:

e Estado de 4nimo deprimido recurrente o irritable en el caso de nifios y adolescentes.
e Disminucion del interés o placer por la mayoria de las actividades.

e Pérdida o ganancia de peso, o alteraciones del apetito.

e Alteraciones del suefio.

e Agitacion o retraso psicomotor.

o Fatiga.

e Sentirse inutil o culpable.

e Disminucion del razonamiento, concentracion y capacidad de toma de decisiones.

e Pensamientos recurrentes de muerte, ideas suicidas.

El diagndstico del TDM se hace con distintas escalas de cuestionarios, de los cuales la Escala
de Depresion de Hamilton de diecisiete preguntas (HDRS-17) es la mas utilizada. Las
preguntas del HDRS tienen distintos puntajes; donde, un puntaje final <7 se considera dentro
del rango normal (remision de los sintomas) y un puntaje >20 es un indicador de severidad
moderada y requiere de un tratamiento médico°. Para los valores intermedios con puntajes
entre 7-20 existen diversas interpretaciones. Esta escala también permite evaluar la respuesta
al tratamiento con farmacos antidepresivos, de manera general se usa el porcentaje de mejora
como criterio de evaluacion y se considera que una disminucion del 50% o mas corresponde
a una buena respuesta farmacologica®.

La etiologia del TDM es compleja y multifactorial, al respecto existen diversas hipdtesis
sobre la patogénesis de esta enfermedad. Actualmente se describen seis mecanismos
interrelacionados que explican en gran parte su etiologia:’

e Disfuncién del eje hipotalamo-hipofisario-suprarrenal (HHS).
e Desregulacion del sistema monoaminérgico.

e Procesos proinflamatorios.

e Anomalias genéticas y epigenéticas.

e Alteraciones estructurales y funcionales del cerebro.



e Ambiente psicosocial.

La mayoria de las estrategias farmacologicas para tratar el TDM se centran en la teoria de la
desregulacion en la neurotransmision’, por ello, los antidepresivos mas usados son los
triciclicos, inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS), inhibidores de la
recaptura de serotonina y norepinefrina, entre otros. Sin embargo, cerca de un tercio de los
pacientes no responde satisfactoriamente al tratamiento, y cerca de la mitad de los
respondedores presentaran recaidas dentro de los primeros 12 meses de tratamiento®. Se ha
reportado que algunos de estos farmacos a pesar de tener como principal diana a uno o varios
sistemas de neurotransmisores, a largo plazo, son capaces de actuar a otros niveles, como en
el eje HHS o a nivel de alteraciones estructurales, via aumento de la neurogénesis®,
reforzando asi la teoria multifactorial de la enfermedad y abriendo la puerta al desarrollo de
nuevas alternativas farmacologicas que aumenten el porcentaje de respuesta en pacientes y
disminuyan el riesgo de recaida.

Otra estrategia alternativa frente al problema de la TDM resistente al tratamiento, es la
aplicacion de la farmacogenomica (FGX), o uso de la informacion gendmica para encontrar
el tipo y/o dosis del tratamiento farmacolégico adecuado para los pacientes. La FGX ha
demostrado aumentar la respuesta terapéutica a nivel personal y, a nivel general, aumentando
la proporcion de pacientes respondedores’.

Considerando que a la fecha no existen estudios farmacogenomicos en poblacion mexicana
sobre el efecto de farmacogenes en receptores serotoninérgicos y dopaminérgicos, el presente
estudio se propuso analizar las frecuencias genotipicas y alélicas de 8 variantes de interés en
el TDM, HTRIA rs6295, HTR2A rs6311, HTR2A rs6313, HTR2A rs6314,
HTR6 151805054, DRD2 rs1801028, DRD2 rs1800497 y DRD3 rs6280, en una muestra
de pacientes con TDM y controles.

III. Justificacion

En México no existen datos especificos para el TDM. En el 2021, la Secretaria de Salud
reportd que existen al menos 3.6 millones de personas adultas con depresion'®. Ese mismo
aflo, el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia [INEGI] reportd que el 15.4% de la
poblacién mayor de 18 afios presentaba sintomas de depresion y que, en el caso de las mujeres
este porcentaje se elevaba hasta 19.5%!!. El reporte de la Secretaria de Salud también
mencionaba que el 73.9% de la poblacién con depresion no recibe tratamiento oportuno'®.
Por otro lado, segun datos del INEGI, de 2017 a 2022 la tasa de suicidio por cada 100 mil
habitantes aument6 de 5.3 a 6.3, relacionando estos datos con la depresion y con la
percepcion de un bajo o nulo apoyo familiar y social por parte de los pacientes'?.

Otro problema dentro del tratamiento del TDM es el abandono de la terapia por parte de los
pacientes debido a falta de resultados. Un estudio hecho en poblacion mestiza mexicana,
relacion6 el abandono prematuro a variantes genéticas en enzimas metabolizadoras de
farmacos'?. Todos los datos anteriores de prevalencia, falta de tratamiento oportuno, aumento
de suicidio, abandono de la terapia, ademas de la falta de estudios farmacogendmicos sobre
la depresion en poblacion mestiza mexicana, hacen que sea de interés investigar variantes
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FGX, asociadas a la neurotransmision, que puedan modificar la respuesta terapéutica y
traducirse en beneficios a los pacientes y en mejoras sobre las estadisticas nacionales
asociadas a depresion.

IV. Marco teorico

A) Gen HTRIA

Este gen codifica para el receptor 1A de serotonina (5-HTi1aR, HTR1A), el cual actua
principalmente como autorreceptor y regula negativamente la liberacion neuronal de
serotonina, via el acoplamiento con proteina Gi/GO. Se ha observado una actividad
incrementada de este receptor en los nicleos del rafé (ntcleos situados en el tronco cerebral)
de cerebro post-mortem de victimas de suicidio y diagnostico de depresion. Aunque se ha
reportado que después de cierto tiempo los 5-HTRIA pasan por mecanismos de
desensibilizacion, algunas variantes genéticas del receptor pueden alterar la actividad de la
serotonina, predisponer a desarrollar depresion o alterar la respuesta a inhibidores selectivos
de la serotonina.'

Una de las variantes asociada a depresion que mas ha sido estudiada es la HTRIA rs6295
(c.-1019C>QG), ubicada dentro de la region promotora que sirve como sitio de unioén para
proteinas reguladoras'® como DEAF1/NUDR y HES5/HESI, por lo que altera su unién y
modifica la expresion génica. Dichas proteinas reguladoras tienen funciones distintas
dependiendo de su ubicacion, por ejemplo, el complejo DEAF1, actia como represor en el
nucleo del rafé, mientras que en las neuronas postsinapticas funciona como un potenciador
de la transcripcion (enhancer),'* por lo que se esperaria que el alelo G aumentara la expresion
presinaptica, incrementando la inhibicién de la liberacién de serotonina, al mismo tiempo
que disminuye la expresion postsindptica del receptor.

A nivel clinico, diversos estudios han asociado al alelo G con mayor riesgo de desarrollar
TDM, trastorno bipolar, o suicidio; asi como con una respuesta disminuida al tratamiento con
inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina. Esto se ha explicado por una mayor
unién al receptor, resultado de la expresion a la alta en ciertas regiones del cerebro, sin
embargo, no se descarta que otros factores, como los epigenéticos o la formacion de
heterorreceptores contribuyan en el efecto observado a nivel clinico.!®

B) Gen HTR2A

El receptor 2A de serotonina (5-HT2aR, HTR2A) es codificado por este gen y es uno de los
componentes principales de la neurotransmision serotoninérgica dentro del cerebro y en la
periferia con efectos pro excitatorios que promueven la liberacién intracelular de calcio.'®
HTR2A se expresa principalmente en la corteza prefrontal y en el hipocampo.!” De entre
todas sus funciones, destaca regular la liberacion del neurotransmisor inhibitorio GABA
(4cido gamma-aminobutirico) en la amigdala.'® Este receptor es clave para la patogénesis de
la enfermedad, para la respuesta antidepresiva'® y se ha relacionado con la gravedad de los
cuadros de depresion terapéutica.'®



Dos de las variantes mas estudiadas de este gen son HTR2A4 rs6311 (-1438G>A) y
HTR2A4 1s6313 (102C>T; p.Ser34=), que ademds se encuentran en desequilibrio de
ligamiento y aunque no cambian la estructura proteica del receptor, si afectan su expresion.
La variante HTR2A rs6311 se ha relacionado también con la severidad del TDM,'" ya que
diversos estudios han reportado que el alelo A favorece la unién para potenciadores®! y
factores de transcripcion especificos,?” regulando de manera especifica a ciertos tejidos y
zonas del cerebro. En cuanto a los efectos clinicos de la variante sobre la respuesta
antidepresiva, algunos estudios describen que los pacientes homocigotos AA presentan una
respuesta disminuida vs. los pacientes con genotipo GG, 22 sin embargo otras investigaciones
no han encontrado efectos singificativos.”> Por otro lado, la variante sinénima
HTR2A 156313 se ha relacionado con la regulacion de la expresion a través de la metilacion
de islas CpG cercanas, observando una hipometilacion en los portadores del alelo C.?*

Por ultimo, la variante HTR2A 1s6314 (c.1354C>T; p.His452Tyr) se relaciona con una
actividad disminuida del receptor, los portadores del alelo T presentan hipermetilacién en
distintas islas CpG, que afectan la expresion®* y disminuyen la respuesta farmacologica.?®

C) Gen HTRG6

Este gene codifica al receptor tipo 6 de serotonina se expresa principalmente en corteza
prefrontal, hipocampo, amigdala y estriado, participa en la activacion de neuronas
gabaérgicas y regula diversos sistemas de neurotransmisores como la dopamina, glutamato,
serotonina y acetilcolina, por lo que H7R6 se ha relacionado con la fisiopatologia de los
trastornos del estado de 4nimo.?¢

Una de las variantes mas estudiadas en el TDM y en la respuesta farmacologica antidepresiva
es HTR6 1s1805054 (¢.267T>C; p.Tyr89=), sin embargo, no se ha encontrado asociacion con
la enfermedad o la respuesta farmacolégica?’?® y sélo existe un trabajo que apoya al genotipo
heterocigoto CT con predisposicion a una mejor respuesta farmacolégica.?’

D) Gen DRD?2

El receptor tipo 2 de dopamina es un receptor que pertenece a la familia D2, se expresa
principalmente en el hipocampo, el estriado, el tdlamo, la sustancia negra y la hipofisis.
Diversos agonistas de este receptor, tales como el ropirinol y el pramipexol, han demostrado
tener actividad antidepresiva a través de neurogénesis o regulacion de enzimas implicadas en
sintesis y transporte de catecolaminas.*® Los distintos tipos de receptores de la dopamina son
capaces de asociarse y formar heterodimeros, por ejemplo, un estudio encontré una mayor
densidad de heterodimeros D1/D2 en tejido cerebral post-mortem de pacientes con TDM.

La variante DRD2 1rs1801028 (c.932C>G; p.Ser311Cys) cuando se presenta en estado
homocigoto representa un riesgo incrementado para desarrollar esquizofrenia®! y se asocia
con poca respuesta a farmacos como la risperidona.*? Algunos estudios han investigado el
papel de esta variante en la respuesta al tratamiento con antidepresivos, sin embargo, no se
han encontrado diferencias estadisticamente significativas.*®

La variante DRD2 151800497 (c.2137G>A; p.Glu713Lys), también conocida como TaqlA
se encuentra dentro de la region codificante de ANKK, a mas de 10 000 pb de DRD2, y sin
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embargo se le relaciona con una menor densidad cerebral del receptor de dopamina.** El alelo
A, antes conocido como alelo DRD2*A1, tiene un comportamiento mendeliano dominante y
se asocia a una menor expresion del gen que clinicamente se traduce en un aumento de la
severidad de los sintomas depresivos.>> Adicionalmente, esta variante se asocia con
comorbilidades del TDM como el alcoholismo** y el suicidio.*¢

E) Gen DRD3

Al igual que el receptor DRD2, el receptor codificado por este gen, también pertenece a la
familia D2, su funcién es muy similar, ya que actia como sensor de las concentraciones
extracelulares de dopamina para controlar su sintesis, ademas de que algunos de sus agonistas
han presentado efectos antidepresivos.’® Especificamente, se ha observado que la
estimulacién de DRD3 por el pramipexol es responsable del efecto antidepresivo en pacientes
con enfermedad de Parkinson.?’

Una de las variantes de mayor interés en la depresion secundaria a enfermedad de Parkinson
es la DRD3 156280 (c.25C>T; p.Gly9Ser)*® que también se ha relacionado con el desarrollo
de comportamientos obsesivo-compulsivos en pacientes con TDM.*® En cuanto a la respuesta
al tratamiento farmacoldgico, se ha documentado que los pacientes homocigotos para el alelo
alternativo (TT) presentan respuesta disminuida a la paroxetina, un ISRS.*°

F) PCR-RFLP
Uno de los métodos mas utilizados para la genotipificacion de variantes de un solo nucleo6tido
(SNV) es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real (qQPCR) que requiere
sondas de hidrdlisis tipo TagMan®. Esta qPCR es rapida, sensible, especifica y reproducible,
sin embargo, el precio de las sondas, hace que el método sea costoso a la hora de estudiar
grandes poblaciones.*!

Un método alternativo, barato y simple es la PCR acoplada a los polimorfismos de longitud
de fragmentos de restriccion (PCR-RFLP por sus siglas en inglés, restriction fragment length
polymorphism) que mantiene la especificidad usando un termociclador de punto final y una
camara de electroforesis*’. Este método necesita una enzima de restriccion o endonucleasa,
generalmente de origen bacteriano que reconoce una secuencia especifica palindromica o
espejo.??

Para llevar a cabo este método, solo se necesitan cuatro pasos consecutivos:>>

1. Amplificacién por PCR convencional o punto final de un amplicon que contenga la
SNV de interés.

2. Verificacion de la amplificacion especifica por nimero de amplicones y tamafos en
pares de bases (pb) en una electroforesis horizontal.

3. Digestion del amplicon con una enzima de restriccion especifica que reconozca una
secuencia de aproximadamente 4-8 pb e incluya a la variante estudiada.

4. Observacion del patron de bandeo (fragmentos del amplicon) en un gel de agarosa de
mayor concentracion (o geles de poliacrilamida verticales).



Algunos puntos importantes para el desarrollo de este método son: (1) la estandarizacion de
las condiciones de la PCR punto final para obtener un solo amplicén, (2) la especificidad sin
bandas adicionales (amplicones inespecificos); (3) asi como también las condiciones de la
reaccion de restriccion para asegurar una digestion completa y evitar confusiones en la
interpretacion de los resultados, (4) la eleccion de la enzima de restriccion considera las
secuencias adyacentes al sitio de la variante y se procura que el sitio de restriccion sea tnico
en el amplicon. Una limitante de la PCR-RFLP es la resolucién por electroforesis,*? a
diferencia de la gPCR.*!

V. Objetivos
A) Objetivo General

Determinar el impacto de las variantes genéticas en receptores de neurotransmisores en el
trastorno depresivo mayor en poblacion mestiza mexicana.

B) Objetivos Especificos

e Identificar las variantes genéticas en receptores de dopamina y serotonina en
pacientes mexicanos con TDM.

e Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de variantes genéticas en receptores
de dopamina y serotonina en pacientes mexicanos con TDM y en individuos controles
sanos mestizos mexicanos.

e Comparar las frecuencias genotipicas y alélicas de variantes genéticas en receptores
de dopamina y serotonina con otras poblaciones.

e Evaluar el impacto de las variantes genéticas en receptores de dopamina y serotonina
asociadas con la respuesta al tratamiento antidepresivo en pacientes con TDM.

VI. Metodologia

Descripcion del estudio

El estudio realizado corresponde a un estudio observacional y descriptivo sobre el impacto
de las variantes genéticas en receptores serotoninérgicos y dopaminérgicos sobre la respuesta
farmacoldgica a la terapia antidepresiva de pacientes mestizos mexicanos con TDM. La
metodologia general se describe en la Figura 1.

A) Seleccion de las muestras

La seleccion de las muestras se realizo a partir de las muestras recolectadas en el estudio del
proyecto aprobado por el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco
Suarez (INNNMVS) y financiado por CONACyT no. 59366. '* Las muestras de controles
fueron seleccionadas de un banco de DNA de muestras de controles clinicamente sanos (CT)
del INNNMVS y de la UAM-Xochimilco (Proyecto No. 34605034). Los CT se parearon con
los Px por sexo y edad (considerando + 5 afios). Estas muestras se obtuvieron siguiendo todos
los requerimientos éticos y legales, previa carta de consentimiento de los participantes.



B) Analisis cuantitativo y cualitativo del DNA genomico

Todas las muestras fueron cuantificadas en el equipo Thermo Scientific™ NanoDrop™ One
para el analisis de su concentracion y pureza. La concentracion de las muestras se determind
mediante la absorbancia una longitud de onda de 260 nm, las condiciones 6ptimas de pureza
se determinaron de acuerdo a los siguientes parametros: valores de 1.8-2.0 para la relacion
de absorbancias a 260/280 y un valor >1.8 para la relacion A260/230. En las lecturas se utilizd
1 uL de agua libre de nucleasas como blanco y se analizé 1 uL de cada una de las muestras
por duplicado. Las muestras de trabajo correspondieron a muestras con una concentracion de
50 ng/uL de DNA (verificadas por duplicado en NanoDrop).

La integridad y el peso molecular se determinaron mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1%, a 100 V durante 38 min. Se emple6 TBE 1X [TRIS, acido bérico, EDTA] como
solucion amortiguadora, se aplicaron 5 pL de cada muestra con 2 uL de solucion de carga
con colorante GelRed 6x, y marcador de 100 pb Solis BioDyne® 100 pb DNA Ladder Ready
to Load mezclado con la misma cantidad de solucion de carga. Los parametros Optimos
considerados fueron muestras que no presentaran degradacion y tuvieran un alto peso
molecular.

C) Genotipificacion por PCR-RFLP

1) Obtencion de los amplicones

Se analizaron un total de ocho variantes genéticas asociadas al TDM o a la respuesta
farmacologica de antidepresivos. Las variantes pertenecen a tres genes que codifican
receptores de serotonina y dos genes de receptores dopaminérgicos. Se realizo una revision
de la literatura para seleccionar los oligonucledtidos especificos para la amplificacion de cada
una de las variantes. Las condiciones de reaccién de PCR sdlo se encontraron para 6 de las 8
variantes, estas se probaron y se modificaron en caso de ser necesario. Todas las
amplificaciones se verificaron in silico con la herramienta Primer-BLAST de la base de datos
del NCBL

La estandarizacion de las condiciones de amplificacion de las 2 variantes (sin informacion
previamente reportada), se realizd mediante gradientes de concentracion de DNA y de
temperatura. Las condiciones finales de amplificacion para las variantes (Tabla 1) emplearon
la mezcla comercial Mix 2G de la marca Kapa en un volumen de reaccion de 12 pl., como
sigue:

e 6 pL de mezcla de reaccion comercial con los ingredientes para PCR (master mix)
e 1 uL oligonucleotido sentido [10uM] (F)

e 1 uL oligonucleotido antisentido [10uM] (R)

e 1 uL de DNA [50 ng/uL]

e 3 uL de agua libre de nucleasas.

Tabla 1. Condiciones para la amplificacion de cada una de las variantes.

. . i, = Condiciones .
Variante Oligonucleotidos Tamafo . Referencia
del de reaccion

10



amplicon

(pb)
HTRIA
Desnaturaliza
¢ion inicial 5
min a 90°C
GGCTGGACTG’IEl:Yi’(:]ATGATAACG 3 35 ciclos de:
) 95°C/30 s,
(Tm=58.95°C) .
1s6295 163 59.5°C/40 s, 44
R:5°- 72°C/50 s.
GGAAGAAGACCGAGTGTGTCAT-3’
(Tm=60.03°C) Extension
final a 72°C /
5 min.
HTR2A4
Desnaturaliza
Fr 50 cion inicial a
TGCTAATAGTTTATCAGAGTTATCACCA 94°C/5 min
CA-3
30 ciclos de:
(Tm= 60.59°C) 94°C/30 s,
o311 R 5 234 56°C/30 s, 45
TGCAGATTCCCATTAAGGTAGGTA 72°C/30 s
A-3° .
(Tm=59.57°C) Extension
final a 72°C
/5 min.
Desnaturaliza
cion inicial a
F: 5- 94°C/8 min
CAAGGTGAATGGTGAGCAGAAA-3’
(Tm=59.11°C) 40 ciclos:
rs6313 R.5- 94OC/30 S, 46
TGGCAAGTGACATCAGGAAATA-3’ 55°C/30 s,
(Tm=57.70°C) 72°C/30 s.
Extension
final a
72°C/10 min.

11



Desnaturaliza
cion inicial a
94°C/5 min

F: 5>-CAAAGCAAGATGCCAAGACA-
¥ 30 ciclos de
(Tm= 56910C) 94oc/30 S
rs6314 Rese 249 52°C/30's, 47
GGCATACAGATATGATCGTTGG-3’ 72°C/30 s.
(Tm=56.80°C) .
Extension
final a
72°C/5 min.
HTR6
Desnaturaliza
cion inicial a
F:5- 94°C/3 min.
TGCTGATCGCGCTCATCTGCACTC- .
3 30 ciclos de
rs180505 (Tm= 67.52°C) 94°C/30 s,
4 >78 60°C/30 s, 48
R:5°- o
CTGCAGCGTCTCCGAGGCCTGACTG-3’ 72°C/30's.
(Tm=70.80°C) Extension
final a
72°C/3 min.
DRD?2
Desnaturaliza
cion inicial a
F:5%- 95°C/3 min
ACCAGCTGACTCTCCCCGACCGGT-
3 35 ciclos:
Tm= 70.94°C °
rs180102 ( ) 299 950(:/30 s, 49
8 R: 5'- 55°C/30s,
GGAAGGACATGGCAGGGAATGGGAC- 72°C/30 s.
3
(Tm= 67.14°C) Extension
final a
72°C/3 min.
F: 5°-CCTTCCTGAGTGTCATCAAC- )
rs180049 ¥ (Tm=5577°C) Desnaturaliza
7 ’ , 237 cion inicial a 50
R: 5’-ACGGCTCCTTGCCCTCTAG-3 94°C/5 min.
(Tm=61.06°C)
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30 ciclos:
95°C/30 s,
59°C/30 s,
72°C/30 s.

Extension
final a
72°C/5 min.

DRD3

Desnaturaliza
cion inicial a
94°C/8 min
F: 5°-GCTCTATCTCCAACTCTCACA-

3’ 35 ciclos:

(Tm=56.56°C) o .

156280 463 94°C/1 min, 51

R: 5’- 55°C/30 s,

AAGTCTACTCACCTCCAGGTA-3’ 72°C/60 s

(Tm=56.89°C)

Extension
final a

72°C/10 min.

Notas: F= forward (secuencia sentido), R= reverse (secuencia antisentido),
Tm=temperatura de alineamiento.

2) Resolucion de amplicones y RFLP, mediante electroforesis en geles de agarosa
Para determinar la concentracion Optima de agarosa, se realizaron diversas pruebas a
concentraciones de 3 y 4% con agarosa marca Axygen AGR-LE-500, disuelta en TBE 1X,
usando los marcadores de pesos de 25 pb y 100 pb (GeneRuler Low Range DNA Ladder y
Solis BioDyne® 100 pb DNA Ladder Ready to Load, respectivamente).

La resolucion de los amplicones se realizo en geles al 2%, a 100 V por 37 min, mientras que,
en el caso de la RFLP, esta se resolvio con geles al 3% a 100 V por 60 min.

3) Seleccion de las enzimas de restriccion
A partir de las secuencias obtenidas en la simulacién in silico de cada una de las
amplificaciones y con ayuda del programa SnapGene para la digestion virtual, se
seleccionaron las enzimas de restriccion para cada una de las variantes. En la Tabla 2 se
presentan las secuencias amplificadas y los sitios de interés dentro de ellas.

Tabla 2. Analisis de las secuencias obtenidas in silico

. Enzima de . .
Variante e o, Secuencia amplificada
restriccion
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HTRIA 156295
(c.-1019C>G)

BseGl
5’-GGATG NN|-3°
3’-CCTACTNN-5’

5.
GGCTGGACTGTTAGATGATAACGGAGG
TACCGTTTTGTTGTTGTTGTCGTCGTTG
TTCGTTTGTTTTTGGAGACGGAGTCTC
GCTCTGTCGCCCAGGCTGGAGTGCAAT
GGCGCGAGAACGGAGGTAGCTTTTTAA
AAAGGATGAC|ACACTCGGTCTTCTTCC
-3’

HTR2A r1s6311
(c.-1438G>A)

Msp 1
5’-ClCGG-3’
3’-GGC1C-5°

5°-
TGCTAATAGTTTATCAGAGTTATCACCA
CAGACGTGCCTAGCCACCCTGAGCCTA
TGTGGCCAATGTCAGTAATTCCACTCT
GGACACAAACACTGTTGGCTTTGGATG
GAAGTGCJCGGACACTCACAGCACTCC
GAGGACATACTGTTTTCTAGCCTTATTT
ATGTTCTCTCTTCACCCTTCAGCCTAAA
AAATTACCACAGTGCCACTTACCTACC
TTAATGGGAATCTGCA-3’

HTR2A rs6313
(c.102C>T)

Msp 1
5’-ClCGG-3’
3’-GGC1C-5°

5°-
CAAGGTGAATGGTGAGCAGAAACTATA
ACCTGTTAGTCCTTCTACACCTCATCTG
CTACAAGTTCTGGCTTAGACATGGATAT
TCTTTGTGAAGAAAATACTTCTTTGAG
CTCAACTACGAACTCCCTAATGCAATT
AAATGATGACACCAGGCTCTACAGTAA
TGACTTTAACTCICGGAGAAGCTAACA
CTTCTGATGCATTTAACTGGACAGTCG
ACTCTGAAAATCGAACCAACCTTTCCT
GTGAAGGGTGCCTCTCACCGTCGTGTC
TCTCCTTACTTCATCTCCAGGAAAAAA
ACTGGTCTGCTTTACTGACAGCCGTAG
TGATTATTCTAACTATTGCTGGAAACAT
ACTCGTCATCATGGCAGTGTCCCTAGA
GAAAAAGCTGCAGAATGCCACCAACT
ATTTCCTGATGTCACTTGCCA-3’

HTR24_1s6314
(c.1354C>T)

Lsp 11091
5’-GCAGC(N)8]-3’
3’-CGTCG(N)121-
5’

5°-

CAAAGCAAGATGCCAAGACAACAGAT
AATGACTGCTCAATGGTTGCTCTAGGA
AAGCAGCATTCTGAA|GAGGCTTCTAA
AGACAATAGCGACGGAGTGAATGAAA
AGGTGAGCTGTGTGTGATAGGCTAGTT
GCCGTGGCAACTGTGGAAGGCACACT
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GAGCAAGTTTTCACCTATCTGGAAAAA
AAAAAATATGAGATTGGAAAAAATTAG
ACAAGTCTAGTGGAACCAACGATCATA
TCTGTATGCC-3’

HTRG6 151805054
(c.267T>C)

Rsa l
5’-GT|AC-3’
3’-CATTG-5’

5°-
TGCTGATCGCGCTCATCTGCACTCAGC
CCGCGCTGCGCAACACGTCCAACTTCT
TCCTGGTGTCGCTCTTCACGTCTGACC
TGATGGTGGGGCTGGTGGTGATGCCGC
CGGCCATGCTGAACGCGCTGTIACGGG
CGCTGGGTGCTGGCGCGCGGCCTCTGC
CTGCTCTGGACCGCCTTCGACGTGATG
TGCTGCAGCGCCTCCATCCTCAACCTC
TGCCTCATCAGCCTGGACCGCTACCTG
CTCATCCTCTCGCCGCTGCGCTACAAG
CTGCGCATGACGCCCCTGCGTGCCCTG
GCCCTAGTCCTGGGCGCCTGGAGCCTC
GCCGCTCTCGCCTCCTTCCTGCCCCTG
CTGCTGGGCTGGCACGAGCTGGGCCA
CGCACGGCCACCCGTCCCTGGCCAGTG
CCGCCTGCTGGCCAGCCTGCCTTTTGT
CCTTGTGGCGTCGGGCCTCACCTTCTT
CCTGCCCTCGGGTGCCATATGCTTCAC
CTACTGCAGGATCCTGCTAGCTGCCCG
CAAGCAGGCCGTGCAGGTGGCCTCCC
TCACCACCGGCATGGCCAGTCAGGCCT
CGGAGACGCTGCAG-3

DRD2 151801028
(c.932C>G)

Cfir131
5’- G|GNCC-3
3’-CCNG1G-5°

5.
ACCAGCTGACTCTCCCCGACCG|GTCC
CACCATGGTCTCCACAGCACTCCCGAC
AGCCCCGCCAAACCAGAGAAGAATGG
GCATGCCAAAGACCACCCCAAGATTGC
CAAGATCTTTGAGATCCAGACCATGCC
CAATGGCAAAACCCGIGACCTCCCTCA
AGACCATGAGCCGTAGGAAGCTCTCCC
AGCAGAAGGAGAAGAAAGCCACTCAG
ATGCTCGCCATTGTTCTCGGTGAGTCG]
GCCCTGGCTGCTGGCCACAGCCCGGTC
TGTGAAAG|GTCCCATTCCCTGCCATGT
CCTTCC-3’

15



5°-
ACGGCTCCTTGCCCTCTAGGAAGGACA
TGATGCCCTGCTTTCGGCTGCGGAGGG
Tug 1 CCAGTTGCAGGGGTGTGCAGCTCACTC
DRD2 151800497 | 5°-T|CGA.3 | CATCCTGGACGTCCAGCTGGGCGCCTG
(c2137G>A) 3.AGOITs | CCRIBGACCAGCACTTTGAGGATGGCT
GTGTTGCCCTTGAGGGCGGCCAGGTG
GGCGGGTGTCCAGCCCACCTTGTTGCG
GGCGTGGACATTTGCGTGATGTTCTAG
GAGGTTGATGACACTCAGGAAGG-3’

5°-
GCTCTATCTCCAACTCTCACAACAGTG
CCTACTATATAGAAAATGCTCAATAAAT
ATTTGCTGATGCAATAAATAAAAAAAT
GTAACTAAGCAACCAAGCCCCAAAGA
GTCTGATTTTATTAATATTGTTTTCTGTC
TCCTCACAGGAAGCCCCTTGGCATCAC
GCACCTCCCTCTGGGCTATGGCATCTCT
Mscl GAGCCAGCTGAGTGG|CCACCTGAACT
DRD3 156280 5’-TGG|CCA-3" | ACACCTGTGGGGCAGAGAACTCCACA

(c.25C>T) 3*-ACCIGGT.5" GGTGCCAGCCAGGCCCGCCCACATGCC

TACTATGCCCTCTCCTACTGCGCGCTCA

TCCTGG|CCATCGTCTTCGGCAATGGCC
TGGTGTGCATGGCTGTGCTGAAGGAGC
GGGCCCTGCAGACTACCACCAACTACT
TAGTAGTGAGCCTGGCTGTGGCAGACT
TGCTGGTGG|CCACCTTGGTGATGCCC
TGGGTGGTATACCTGGAGGTGAGTAGA
CTT-3’

En azul se resaltan las secuencias correspondientes a los oligonucledtidos, en verde los sitios de
restriccion presentes en la secuencia amplificada, la flecha indica el sitio de corte. En gris se indica
superposicion del sitio de restriccidon y las secuencias de los oligonucle6tidos, el nucle6tido en color
rojo muestra al alelo analizado de cada variante.

4) Digestion de los amplicones
Cada amplicon se digirié con las enzimas mostradas en la Tabla 2. En todos los casos,
excepto para las variantes HTR2A4 rs6311 y HTR2A rs6313 se usaron enzimas de répida
procesividad FastDigest ®, el tiempo de digestion fue de 15 min a 37°C, excepto para la
enzima Taql que fue de 65°C, los volumenes de reaccion fueron de 15 pL y consistieron de:

e 0.3 puL de enzima endonucleasa

e 1.5 uL de amortiguador de digestion
e 5 uL de producto de PCR (amplicén)
e 8.2 uL de agua libre de nucleasas.
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En el caso de las variantes HTR2A4 rs6311 y HTR2A4 rs6313 se endonucleasas
convencionales y se digirid durante una noche (10 h). El volumen de reaccion también fue
de 15 puL y se compuso de:

0.5 uL de enzima endonucleasa
1.5 pL de amortiguador 7ango
e 5 uL de producto de PCR

e 8§ uL de agua libre de nucleasas.

Los patrones de bandeo obtenidos de cada una de las digestiones se resolvieron en geles de
agarosa al 3% tefiidos con GelRed 1000 X de la marca Biotium, en cada pocillo se cargaron
15 uL de producto digerido + 3 uL del colorante de carga de ADN TriTrack (6X), como
marcador de peso molecular se usaron 2 pL de 3 reactivos distintos correspondientes a
escaleras de 25, 50 y 100 pb, segin la disponibilidad, + 2 pL de TriTrack (6X). Las
condiciones de electroforesis fueron: 60 min a 100 V.

5) Interpretacion tedrica de resultados
Los resultados obtenidos en los geles de agarosa al 3% se resolvieron segun los sitios de
restriccion indicados en la Tabla 2, los patrones de bandeo esperados correspondientes a cada
uno de los genotipos se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Patrones de bandeo correspondientes a cada genotipo

Variante Patrones esperados
CC CG GG

HTRIA 1s6295
(c.-1019C>G)
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GG GA AA
m— 234 pb E—
HTR2A rs6311
(c.-1438G>A) ] ]G+]18 pb  —
CC CT TT
e 427 pb I—
HTR2A 1s6313
(c.102C>T) = 251pb e—
w76 pb —
CC CT TT
249 pb E—
(c.1354C>T)
m—— 68 pb —
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s 249 pb I
w81 pb ——
HTR6 rs180505
4 (c.267T>C)
s 68 pb —
CC CG GG
s 151 pb —
DRD2 1180102 e 123 pb  —
8 (c.932C>G) — Ol pb  — —
I 35 pb — —
B 25+22 pb——— —
GG GA AA
DRD2
rs1800497 s 237 pb —
(c.2137G>A)
I 126 pb I
E— 111 pb I
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s 305 pb —

207 pb  e—
111 pb

—
98 pb  m—
E—

DRD3 156280
(c.25C>T)

47 pb

Nota: para las variantes DRD2 151801028 y DRD3 156280 debdido a la presenCia de multiples
bandas, se muestran en rojo aquellas que se emplearon para asignar los genotipos
correspondientes. Pb, pares de bases.

D) Analisis estadistico
Los analisis estadisticos se realizaron con ayuda del programa GraphPad Prism 8.0, excepto
cuando se indique lo contrario.

1) Equilibrio de Hardy-Weinberg
Los resultados de los genotipos se agruparon para calcular las frecuencias genotipicas y
alélicas correspondientes, y se construyeron las tablas de contingencia como se ejemplifica
en la Tabla 4.

Tabla 4. Ejemplo de tabla de contingencia para el calculo del equilibrio de Hardy-

Weinberg
. Observados Esperados (No — Ne)?
Genotipos "o 15 A FA Ne FG T Ne
Pp x  xXT  (2x)*(y) p p>*T Xe a
Pq y y/T 2pq*T Ve B
Qq z 72T  (2z)Hy) q Q**T Ze C
Total T 1 2T 1 T 1 Y’=a+b+c

FG: frecuencia genotipica, A: alelos, FA: frecuencia alélica. No, nimero observado y Ne,
numero esperado.

El valor de %’ fue usado como estadistico de prueba (1 grado de libertad, 0=0.05) 3.84.

2) Comparacion de frecuencias
Para la comparacion de frecuencias entre dos grupos, se usaron dos pruebas estadisticas
distintas, la prueba de ¢ y la prueba exacta de Fisher, la eleccion de esta se hizo dependiendo
de las dimensiones de la tabla de contingencia a analizar.
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Cuando la tabla de contingencia de los datos analizados tenia dimensiones de 2x2 se utilizé
la prueba exacta de Fisher, por otro lado, si las dimensiones eran mayores, se hizo un primer
analisis con la prueba de y*> y s6lo en caso de encontrar diferencias estadisticamente
significativas, se parearon cada uno de las columnas para analizarse de forma independiente
con la prueba exacta de Fisher.

Finalmente se calcularon los OR (Odds ratio) en los casos donde se encontraron diferencias
significativas.

1. Seleccién de las 2. Andlisis cuantitativo 3. Amplificacion por PCR
muestras y cualitativo del DNA punto final

4. Electroforesis en gel de 5. Digestion de los 6. Resolucion en gel de
agarosa [ amphccnes ] agarosa

(TTIT G|AATTC THy
ML GAATT|C L
5 _/

Hpall
Rsal
Taql
BseGl
Lsp 11091
Cfri3l
Msc |

[ 7. Andlisis estadistico )

Equilibrio de Hardy-Weinberg

Prueba exacta de Fisher

Figura 1. Diagrama de la metodologia seguida

VII. Resultados

A) Descripcion de 1a muestra
Se analizaron 49 muestras de pacientes mexicanos con diagnostico de TDM (Px), asi como
50 muestras control (Ct) tomadas del banco de DNA del laboratorio de Genética Molecular
N-103. Todas las muestras se encontraron dentro de los pardmetros Optimos durante el
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analisis cuantitativo y cualitativo. Las caracteristicas demogréaficas se muestran en la Tabla

5.
Tabla 5. Caracteristicas demograficas de la muestra
Caracteristicas
Grupo - Masculino N Femenino N Edad
Individuos (N) (%) (%) (afios:DE)
Px 49 9 (18.37) 40 (81.63) 37.11£11.51
Ct 50 13 (26.00) 37 (74.00) 31.9£10.50
Total 99

Notas: Px= pacientes, Ct= controles, DE= desviacion estandar

B) Genotipificacion de la variante HTRI1A rs6295
Se identificaron los tres genotipos CC, GG y CG de la variante (Figura 2).

724 731747

Figura 2. Imagen representativa con los genotipos de la variante HTRIA_1s6295. Electroforesis en gel de agarosa al 3%
de las muestras 724, 731 y 747 con genotipos CC, GG y CG, respectivamente. A la derecha, se muestra marcador de peso
molecular de 100 pb (Solis BioDyne® 100 pb DNA Ladder Ready to Load).

Una vez identificados los patrones de bandeo, se obtuvieron los siguientes resultados para
los controles y pacientes.

1) Controles
Los resultados de la PCR-RFLP identificaron 13 homocigotos wild type, 19 heterocigotos y
18 homocigotos para la variante HTRIA 1s6295 en controles. Los resultados del analisis de
las frecuencias genotipicas y alélicas, asi como el célculo del equilibrio de Hardy-Weinberg
se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Genotipificacion de la variante HTRIA_rs6295 en el grupo control

2
Genotipos Observados Esperados (Nobservada - Nesperada)
N FG A FA N FG N esperada
CC 13 026 45 045 | 10.13 0.20 0.816
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CG 19 0.38 2475 0.50 1.336
GG 18 036 55 0.55 ] 15.13 0.30 0.546
Total 50 1 100 1 50 1 ¥*=2.699%*

FG: frecuencia genotipica, A: alelos, FA: frecuencia alélica.
* v? calculada < y* tablas

2) Pacientes
Se identificaron 8 pacientes homocigotos wild type, 37 heterocigotos y 4 homocigotos para
HTRIA 156295, las frecuencias genotipicas no se encontraron en equilibrio de Hardy-
Weinberg, los resultados se observan en la Tabla 7.

Tabla 7. Genotipificacion de la variante HTRIA rs6295 en el grupo de pacientes

2
Genotipo Observados Esperado ( N ypservada — Nespemda)
N FG N FA N FG Nesperada
CC 8§ 0.16 53 0.54]1433 0.29 2.797
CG 37 0.76 2434 0.50 6.589
GG 4 008 45 0461033 0.21 3.880
Total 49 1 98 1 49 1 13.267

FG: frecuencia genotipica, A: alelos, FA: frecuencia alélica.
y* calculada > y” tablas

C) Genotipificacion de la variante HTR2A rs6311
Los resultados del patron de bandeo para cada uno de los genotipos de esta variante
coincidieron con aquellos esperados, en la Figura 3 se muestran los patrones para los
genotipos GG (wild type), AA (homocigoto para la variante) y GA (heterocigoto),
respectivamente.

723 724 731

Figura 3. Imagen representativa con los genotipos de la variante HTR2A rs6311. Electroforesis en gel de agarosa al 3%
de las muestras 723, 724 y 731 con genotipos GG, AA y GA, respectivamente. A la derecha, se muestra marcador de peso
molecular de 100 pb (Solis BioDyne® 100 pb DNA Ladder Ready to Load).

23



1) Controles
Se encontraron 20 individuos homocigotos wild type, 23 heterocigotos y 7 portadores de la
variante en estado homocigoto. Las frecuencias observadas se encontraron en equilibrio de
Hardy-Weinberg. Los resultados se resumen en la Tabla 8.

Tabla 8. Genotipificacion de la variante HTR2A rs6311 en el grupo control

Genotipo Observados Esperado (Nobservada — Nespera da)z
FG N FA| N FG Nooporade
AA 7 014 37 037 | 685 0.14 0.004
GA 23 046 23.31 0.46 0.004
GG 20 04 63 063 | 19.84 0.40 0.001
Total 50 1 100 1 50 1 0.009*

FG: frecuencia genotipica, A: alelos, FA: frecuencia alélica.
*y? calculada < y* tablas

2) Pacientes
Se identificaron 24 pacientes homocigotos, 19 portadores de la variante en estado
heterocigoto y 6 homocigotos a la variante, las frecuencias obtenidas se encontraron en
equilibrio de Hardy-Weinberg, tal como se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Genotipificacion de la variante HTR2A rs6311 en el grupo de pacientes

Genotipo Observados Esperado | (N, . .. — Nespemda)z
N FG N FA| N FG Nooyorade
AA 6 0.12 31 0.32 | 4.90 0.10 0.245
GA 19 0.39 21.19 043 0.227
GG 24 0.49 67 0.68 | 2290 047 0.053
Total 49 1 98 1 49 1 0.525*

FG: frecuencia genotipica, A: alelos, FA: frecuencia alélica.
*y? calculada < y” tablas

D) Genotipificacion de la variante HTR2A rs6313

En la Figura 4 se ilustran los patrones de bandeo caracteristicos a los genotipos homocigoto
wild type (CC), homocigoto a la variante (TT) y heterocigoto (CT), respectivamente. El
nimero y peso molecular de las bandas coincidieron con los esperados.

24



723 724 731

Figura 4. Imagen representativa con los genotipos de la variante HTR2A4_rs6313. Electroforesis en gel de agarosa al 3%
de las muestras 723, 724 y 731 con genotipos CC, TT y CT, respectivamente. A la derecha, se muestra marcador de peso
molecular de 100 pb (Solis BioDyne® 100 pb DNA Ladder Ready to Load).

1) Controles
Dentro de los controles se encontraron 20 individuos portadores de la variante wild type, 23
portadores heterocigotos y 7 portadores homocigotos de la variante T, las frecuencias
genotipicas obtenidas se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg, tal y como se resume
en la Tabla 10.

Tabla 10. Genotipificacion de la variante HTR2A rs6313 en el grupo control

2
Genotipo Observados Esperado ( Nobservada — Nespera da)
N FG N FA N FG Nesperada
CC 20 0.4 63 0.63 | 19.85 0.40 0.001
CT 23 0.46 2331 047 0.004
TT 7 0.14 37 037 | 6.85 0.14 0.004
Totales 50 1 100 1 50 1 0.009*

FG: frecuencia genotipica, A: alelos, FA: frecuencia alélica.
*y? calculada < y* tablas

2) Pacientes
De los 49 pacientes estudiados, se identificaron 26 homocigotos wild type, 17 portadores
heterocigotos y 6 portadores homocigotos del alelo T, las frecuencias genotipicas encontradas
estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 11).

Tabla 11. Genotipificacion de la variante HTR2A rs6313 en el grupo de pacientes

2
Genotipo Observados Esperado ( N observada — Nespem da)
N FG N FA N FG Nesperada
CcC 26 0.53 69 0.70 | 24.29  0.50 0.120
CT 17 0.35 2042 042 0.572
TT 6 0.12 29 0.30 4.29 0.09 0.681
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Totales 49 1.00 98 1.00 | 49.00 1.00 1.373*

FG: frecuencia genotipica, A: alelos, FA: frecuencia alélica.
*y? calculada < y* tablas

E) Genotipificacion de la variante HTR2A rs6314
Los patrones de bandeo para esta variante fueron los esperados, en la Figura 5, se observan
los patrones de bandeo para un genotipo TT, CC y dos CT, respectivamente.
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Figura 5. Imagen representativa con los genotipos de la variante HTR2A4_rs6314. Electroforesis en gel de agarosa al 3%
de las muestras 72, 73, 74 'y 79 con genotipos TT, CC, CT y CT, respectivamente. A la derecha, se muestra marcador de
peso molecular de 50 pb (50 bp GeneRuler).

1) Controles
Se identificaron 26 individuos sanos con genotipo CC, 15 CT y 9 TT, las frecuencias
calculadas no estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg (véase Tabla 12).

Tabla 12. Genotipificacion de la variante HTR2A rs6314 en el grupo control

2
Genotipo Observados Esperado ( N ybservada — Nesperada)
N FG N FA N FG Nesperada
CC 26 0.52 67 0.67 | 2245 045 0.563
CT 15 0.3 22.11 0.44 2.286
TT 9 0.18 33 0.33 5.45 0.11 2.321
Total 50 1 100 1 50 1 5.170

FG: frecuencia genotipica, A: alelos, FA: frecuencia alélica.
y* calculada > y” tablas

26



2) Pacientes
Se genotipificaron 36 pacientes con genotipo CC, 13 CT y no se encontrd ningun paciente
homocigoto a la variante, a pesar de ello, las frecuencias genotipicas estuvieron en equilibrio
de Hardy-Weinberg (Tabla 13).

Tabla 13. Genotipificacion de la variante HTR2A rs6314 en el grupo de pacientes

Genotip Observados Esperado (N observada — N esperada)2
0 N FG N FA | N FG Nesperada
CC 36 073 8 087 | 36.86 0.75 0.020
CT 13 0.27 11.28  0.23 0.264
TT 0 0.00 13 013 | 086  0.02 0.862
Total 49 1 98 1 49 1 1.146*

FG: frecuencia genotipica, A: alelos, FA: frecuencia alélica.
*y? calculada < y* tablas

F) Genotipificacion de la variante HTR6 rs1805054
El patron de bandeo observado en los geles de agarosa correspondio al esperado, en la Figura
6 se muestra el patron de bandeo especifico para los genotipos CC, TT y CT, respectivamente.

Figura 6. Imagen representativa con los genotipos de la variante HTR6_rs1805054. Electroforesis en gel de agarosa al 3%
de las muestras 23, 24, y 25 con genotipos CC, TT y CT, respectivamente. A la derecha, se muestra marcador de peso
molecular de 50 pb (50 bp GeneRuler).

1) Controles
De las 50 muestras de controles sanos analizadas, 26 de ellas mostraron un genotipo
homocigoto wild type, mientras que el resto (24) presentaron un estado heterocigoto de la
variante, no se encontré ningn individuo homocigoto a la variante y debido a la variacion
entre las frecuencias genotipicas observadas y las esperada, la muestra no estuvo en equilibrio
de Hardy-Weinberg (Tabla 14).
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Tabla 14. Genotipificacion de la variante HTR6 rs1805054 en el grupo control

2
Genotipo Observados Esperado ( N ypservada — Nespemda)
N FG N FA N FG N esperada
CC 26 0.52 76 0.76 | 28.88 0.58 0.287
CT 24 0.48 1824 0.36 1.819
TT 0 0 24 0.24 2.88 0.06 2.880
Total 50 1 100 1 50 1 4.986

FG: frecuencia genotipica, A: alelos, FA: frecuencia alélica.
y* calculada > y” tablas

2) Pacientes
Dentro del grupo de 49 pacientes se encontraron 14 sujetos con genotipo homocigoto wild
type, mientras que 32 y 3 sujetos presentaron genotipos heterocigotos y homocigotos a la
variante, respectivamente. Como se puede observar en la Tabla 15, las frecuencias
encontradas no se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabla 15. Genotipificacion de la variante HTR6 rs1805054 en el grupo de pacientes

2
Genotipo Observados Esperado ( Nobservada — Nespera da)
N FG N FA N FG Neosperada
CC 14 0.29 60 0.61 18.37 0.37 1.038
CT 32 0.65 23.27 0.47 3.279
TT 3 0.06 38 0.39 7.37 0.15 2.589
Total 49 1 98 1 49 1 6.907

FG: frecuencia genotipica, A: alelos, FA: frecuencia alélica.
y* calculada > y” tablas

G) Genotipificacion de la variante DRD2 rs1801028
Debido a que se encontraron hasta 4 sitios de restriccion, el patron de bandeo de los
amplicones digeridos presentd bandas adicionales, producto de la digestion incompleta de
todos los fragmentos posibles, sin embargo, se lograron identificar cada uno de los genotipos
de acuerdo a las bandas presentes en la region delimitada por las bandas de 100 y 150 pb, en

la Figura 7 se muestra el patron de bandeo caracteristico para los genotipos CC, CG y GG,
respectivamente.
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Figura. 7. Imagen representativa con los genotipos de la variante DRD2 rs1801028. Electroforesis en gel de agarosa al
3% de las muestras 30, 24 y 25 con genotipos CC, CG y GG, respectivamente. A la izquierda, se muestra marcador de
peso molecular de 25 pb (GeneRuler Low Range DNA Ladder) y en el rectangulo rojo se incluyen las bandas
correspondientes de 100 y 150 pb.

1) Controles
Todos los controles presentaron genotipo heterocigoto para la variante DRD2 rs1801028
(Tabla 16), debido a la ausencia de individuos con genotipos homocigotos de ambos alelos,
la muestra no estuvo en equilibrio.

Tabla 16. Genotipificacion de la variante DRD2 rs1801028 en el grupo control

2
Genotipo Observados Esperado ( N ypservada — Nesperada)
N FG N FA N FG Neosperada
CC 0 0 50 0.5 12.50  0.25 12.500
CG 50 1 25.00 0.50 25.000
GG 0 0 50 0.5 12.50 0.25 12.500
Total 50 1 100 1 50 1 50.000

FG: frecuencia genotipica, A: alelos, FA: frecuencia alélica.
y* calculada > y” tablas

2) Pacientes
Se detectaron 25 pacientes con genotipo wild type, 23 heterocigotos y un solo paciente
portador de la variante en estado homocigoto, las frecuencias genotipicas obtenidas se

encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabla 17).

Tabla 17. Genotipificacion de la variante DRD2 rs1801028 en el grupo de pacientes

2
Genotipo Observados Esperado ( Nobservada — Nespera da)
N FG N FA N FG Nesperada
CC 25 0.51 73 0.74 | 27.19 0.55 0.176
CG 23 0.47 18.62 0.38 1.029
GG 1 0.02 25 0.26 3.19 0.07 1.502
Total 49 1 98 1 49 1 2.708*

FG: frecuencia genotipica, A: alelos, FA: frecuencia alélica.
*v? calculada < y* tablas
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H) Genotipificacion de la variante DRD2 rs1800497

En la Figura 8 se observan los patrones de bandeo correspondientes a los genotipos GG, GA
y AA de 3 muestras control.

680 682 685

Figura 8. Imagen representativa con los genotipos de la variante DRD2 rs1800497. Electroforesis en gel de agarosa al
3% de las muestras 680, 682 y 685 con genotipos GG, GA 'y AA, respectivamente. A la derecha, se muestra marcador de
peso molecular de 100 pb (Solis BioDyne® 100 pb DNA Ladder Ready to Load).

1) Controles
De los 50 controles analizados, 11 tuvieron genotipo homocigoto wild type, 24 heterocigotos

y 15 homocigotos para el alelo alternativo, las frecuencias estuvieron en equilibrio de Hardy-
Weinberg (Tabla 18).

Tabla 18. Genotipificacion de la variante DRD2 rs1800497 en el grupo control

Genotipo Observados Esperado | (y,, . .. — Nespemda)z
N FG N FA | N FG Nooyorade
GG 11 0.22 46 0.46 | 10.58 0.21 0.017
GA 24 048 2484  0.50 0.028
AA 15 0.3 54 0.54 | 1458 0.29 0.012
Total 50 1 100 1 50 1 0.057*

FG: frecuencia genotipica, A: alelos, FA: frecuencia alélica.
*y? calculada < y* tablas

2) Pacientes
Las frecuencias genotipicas encontradas se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg, de
las 49 muestras de pacientes analizadas, 15 presentan un genotipo wild type, 23 heterocigotos
y 11 portadores homocigotos del alelo alternativo (véase Tabla 19).
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Tabla 19. Genotipificacion de la variante DRD2 rs1800497 en el grupo de pacientes

Genotipo Observados Esperado (Nobservada — Nespemda)z
N FG N FA | N FG Nooyorade
GG 15 0.3l1 53 0.54 | 14.33 0.29 0.031
GA 23 047 2434 0.50 0.073
AA 11 0.22 45 046 | 10.33 0.21 0.043
Total 49 1 98 1 49 1 0.148*

FG: frecuencia genotipica, A: alelos, FA: frecuencia alélica.
*y? calculada < y* tablas

I) Genotipificacion de la variante DRD3 rs6280
Los resultados de este ensayo mostraron algunas bandas extra, producto de la digestion
incompleta del amplicdn, sin embargo, se hizo la genotipificacion identificando dos bandas
principales de 305 y 207 pb, con ayuda de las bandas del marcador de peso molecular
correspondientes a 300 y 200 pb. A continuacion, en la Figura 9, se muestran los patrones
correspondientes a los genotipos CC, TT y CT, respectivamente

Figura 9. Imagen representativa con los genotipos de la variante DRD3 rs6280. Electroforesis en gel de agarosa al 3% de
las muestras 1, 2 y 4 con genotipos CC, TT y CT, respectivamente. A la derecha, se muestra marcador de peso molecular
de 50 pb (50 bp GeneRuler) y en el rectangulo rojo se incluyen las bandas correspondientes de 200, 250 y 300 pb.

1) Controles
Se encontraron 18 sujetos con un genotipo TT, 32 heterocigotos TC y ninglin individuo con

genotipo CC. En la Tabla 20, se observa que las frecuencias genotipicas obtenidas no se
encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabla 20. Genotipificacion de la variante DRD3 rs6280 en el grupo control

2
Genotipo Observados Esperado ( N ybservada — Nespemda)
N FG N FA N FG N esperada
TT 18 0.36 68 0.68 | 23.12 0.46 1.134
TC 32 0.64 21.76  0.44 4.819
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CC 0 0 32 032 | 5.12 0.10 5.120
Total 50 1 100 1 50 1 11.073

FG: frecuencia genotipica, A: alelos, FA: frecuencia alélica.
y* calculada > y” tablas

2) Pacientes
En el caso de esta ultima variante, los amplicones de 6 muestras no mostraron signos de
digestion a la hora de correr la electroforesis, por lo que la N, en este tinico caso, disminuy6
a 43. De estos, 18 individuos presentan un genotipo TT, 22 uno TC y 3 corresponden al
genotipo CC. Tal y como se resume en la Tabla 21, las frecuencias se encontraron en
equilibrio de Hardy-Weinberg

Tabla 21. Genotipificacion de la variante DRD3 rs6280 en el grupo de pacientes

Genotino Observados Esperado ( N ypservada — Nesperada)z
PP N PG N FA| N FG N ooporada
TT 18 0.42 58 0.67 | 19.56 045 0.124
TC 22 0.51 18.88 0.44 0.514
CC 3 0.07 28 0.33 4.56 0.11 0.533
Total 43 1 86 1 43 1 1.171%*

FG: frecuencia genotipica, A: alelos, FA: frecuencia alélica.
*y? calculada < y* tablas

J) Clasificacion de la respuesta en pacientes segun la escala de Hamilton
Todos los pacientes fueron tratados con fluoxetina o amitriptilina, para su clasificacion en no
respondedores (NR), respondedores parciales (RP) y respondedores totales (RT) al
tratamiento antidepresivo, se consideraron los datos de la escala de Hamilton de 30 de ellos,
ya que no se contaban con los datos de la totalidad del grupo de pacientes, debido al abandono
del seguimiento del estudio. La clasificacion se hizo a partir del porcentaje de mejora,
considerando un porcentaje de mejora mayor a 50% como RT,® 25-50% como RP, y <25%
como NR (Tabla 22).

Tabla 22. Caracteristicas de los pacientes de acuerdo a su respuesta al tratamiento antidepresivo

Puntaje en la . .
Cédigo escala de o, de | Clasificacién Ed~ad Sexo Frec1,1e‘nc1as Fre?l.lencm
de px Hamilton mejora | = casos (%) (afios (N, genotipicas N | s alélicas N
" inicial | Final | +DE | %) (%) (%)
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C: 4 (50%),

G: 4 (50%)
HTRIA_rs6295
34 23 18 21.74 CG: 4 (100%) A:5(62%)
G: 3 (38%)
HTR2A_rs6311
AA: 2 (50%)
GA: 1 (25%)
GG: 1 (25%)
HTR2A rs6313
CC: 1(25%) | C:3(38%)
CT:1(25%) | T:5(62%)
TT: 2 (50%)
36 23 18 21.74
HTR2A rs6314
CC: 4 (100%) C:8
(100%)
NR = 4 31.25 (1130:04})/ HTR6_1“‘s180505
0 o
(1333%) | £9.43 ) CC: 1 (25%)
CT: 3 (75%)
C: 5 (63%)
DRD2 rs180102 | T: 3 (37%)
8
2 22 18.52
37 7 8.5 CC: 2 (50%)
CG: 2 (50%)
DRD2 rs180049 | C: 6 (75%)
7 G: 2 (25%)
GG: 2 (50%)
GA: 2 (50%)
DRD3 rs6280
TT: 1 (25%) | G: 6 (75%)
56 16 13 18.75 TC: 3 (75%) A:2(25%)
T: 5 (63%)
C:3 (37%)
HTRIA _rs6295 | C: 6 (50%)
CC:1 (17%) G: 6 (50%)
1933 | Fo6 CG: 4 (66%)
. M . 0,
11 24 13 | 4583 | RP=6(20%) | + | (100% | GG 117%)
17.48 ) HTR2A _rs6311
AA: 1 (17%)
GA:3 (50%) | A:5(42%)
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GG:2(33%) | G:7(58%)
HTR2A_rs6313
CC: 2 (33%)
20 29 15 | 4828 CT: 3 (50%)
TT: 1 (17%)
HTR2A_rs6314 | C:7(58%)
CC:5(83%) | T:5842%)
CT: 1 (17%)
HTRG6_rs180505
4
35 23 17 26.09 CC: 3 (50%)
CT: 3 (50%) C: 11
(92%)
DRD2 rs180102 | T: 1 (8%)
8
CC: 3 (50%)
CG: 3 (50%)
C: 9 (75%)
DRD2 rs180049 | T: 3 (25%)
38 27 17 37.04 7
GG: 1 (17%)
GA: 4 (66%)
AA:1(17%) | C:9(75%)
G: 3 (25%)
DRD3 rs6280
TT: 2 (40%)
TC: 3 (60%)
G: 6 (50%)
51 30 16 | 46.67 A: 6 (50%)
T: 7 (70%)
C: 3 (30%)
98 24 15 37.50
HTRIA rs6295 C:23
2 2 4 82.61 CG: 13 (65%) (58%)
E 16 CC: 5 (25%) G: 17
4 14 4 71.43 (86% ) GG: 2 (10%) (42%)
RT =20 39.5+¢
(66.67%) 10.32 M: 4 HTR2A_rs6311
8 22 10 54.55 (20'%) GA: 8 (40%)
GG: 12 (60%)
10 15 5 | 66.67 HTR24_rs6313 | A: 8 (20%)
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CC: 13 (65%) G: 32
13 23 7 69.57 CT: 7 (35%) (80%)
HTR2A rs6314
19 21 10 | 5238 CC: 14 (70%)
CT: 6 (30%)
23 28 10 | 64.29 C:33
HTRG6 rs180505 |  (83%)
4 T: 7 (17%)
26 26 12 | 53.85 CC: 6 (30%)
CT: 13 (65%)
TT: 1 (5%)
28 15 7 53.33
DRD2 rs180102 C: 34
30 27 8 | 7037 8 (85%)
CC: 10 (50%) | T: 6 (15%)
CG: 10 (50%)
42 17 6 64.71
DRD2_rs180049
7
46 18 5 7222 GG: 7 (35%) C: 25
GA: 7 (35%) (63%)
AA: 6 (30%) T: 15
53 20 4 80.00 (37%)
DRD3 rs6280
57 25 10 60.00 TT: 9 (47%)
TC: 10 (53%)
61 24 7 70.83
C: 30
(75%)
62 16 4 75.00 G:10 (25%)
70 22 5 77.27
71 25 4 84.00 G:21
(53%)
A: 19
90 20 7 65.00 (47%)
96 24 1| 5417
T: 28
(74%)
C: 10
(26%)

Nota: NR= no respondedor, RP=respondedor parcial, RT= respondedor total, DE= desviacion estandar
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K) Analisis de resultados
1) Comparacion entre pacientes y controles

A) Frecuencias genotipicas
60
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Figura 10. Graficas con las frecuencias genotipicas (A), las barras de las frecuencias que no se encontraron en equilibrio
de Hardy-Weinberg se encuentran delimitadas en color negro; y (B) frecuencias alélicas, se compararon entre pacientes
(Px) y controles (Ct) con prueba exacta de Fisher. *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001).

Grupos en equilibrio de Hardy-Weinberg (+) y grupos en no equilibrio (-).

En la Figura 10 se observan las frecuencias genotipicas y alélicas de las variantes, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las frecuencias alélicas de
pacientes y controles en el caso de tres variantes: HTR2A rs6314, HTR6 1rs1805054 y
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DRD?2 151801028, sin embargo, las frecuencias genotipicas en los controles para esas
variantes no se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg, por lo que se compararon las
frecuencias alélicas obtenidas en el grupo control con las frecuencias documentadas en el
Proyecto de los 1000 Genomas, para una poblacion residente en Los Angeles con ancestria
mexicana (Mxl).

Otros conjuntos de datos que no estuvieron en equilibrio, fueron los de la variante
HTRIA 156295 en Px y de DRD3 156280 para Ct. En el primer caso, al ser sujetos con una
enfermedad no se espera que sus frecuencias genotipicas estén en equilibrio, sin embargo, en
el ultimo, al tratarse del grupo control contra el que se compararon los datos de Px, se
esperaria que cumplieran con el equilibrio.

2) Comparacion de controles con otras poblaciones
Con el objetivo de validar las frecuencias alélicas encontradas en este estudio, se tomaron
como referencia las reportadas en el Proyecto de los 1000 Genomas para Mxl, estas
frecuencias se encuentran en la Tabla 23.

Tabla 23. Frecuencias alélicas reportadas para Mxl

Variante Frecuencia alélica absoluta N (frecuencia relativa)
HTRIA rs6295 8 Zi Egj;g
HTR2A_rs6311 i ig Eg:g;g
HTR2A_rs6313 ? §§ §8j36 ;ﬁi
HTR2A_rs6314 C":r:l? l((g%? 2)5)
HTR6_rs1805054 CT 11135(%(?'1%92?
DRD2 rs1801028 C{;}?ié,%%?
DRD2 rs1800497 i 22 Egjféé;
DRD3_rs6280 % §§ 58222

Debido a la diferencia en el tamafio de las muestras, en la Figura 11 se representan las
frecuencias alélicas relativas (1:1000) de Ct y Mxl, asi como la comparacién entre ambos
grupos con la prueba exacta de Fisher.
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Comparacion entre Ct y Mxl
rs6295 rs6311 rs6313 rs6314 rs1805054 rs1801028 rs1800497 rs6280
** *kk *k%

r « 1 .« 1

Frecuencia relativa

Mxl Ct Mxl Ct Mxl Ct Mxl Ct Mxl Ct Mxl Ct Mxl Ct Mxl Ct
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Grupo

Figura 11. Grafica de frecuencias alélicas relativas entre Ct y MxI.
Prueba de Fisher *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001)

No hubo diferencias estadisticas para cinco de las variantes estudiadas, sin embargo, las
frecuencias alélicas de las variantes HTR2A4 rs6314, HTR6 1s1805054 y DRD?2 rs1801028
de Ct fueron distintas a las de MxIl, y no cumplieron con el equilibrio de Hardy-Weinberg.
Esto sugiere que los datos encontrados no son representativos de una muestra de la poblacion
mestiza mexicana, y por lo tanto las diferencias significativas encontradas con los pacientes
no pueden ser reportadas, descartando asi una asociacion entre las variantes y el TDM.

Otro hallazgo importante es que los datos de Ct para la variante DRD3 1s6280, que no se
encontraron en equilibrio, no fueron distintos a los encontrados en Mxl, por lo que se puede
considerar que estos si son representativos de una muestra de poblacion mestiza mexicana.

Adicionalmente se compararon las frecuencias alélicas absolutas de Ct con las reportadas en
poblacion africana e ibérica, los resultados, en forma de frecuencias relativas, se observan en
la Figura 12.
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Figura 12. Comparacion de frecuencias alélicas relativas de Ct con poblacion africana e ibérica para cada una de las
variantes (A-H), respectivamente.
Prueba exacta de Fisher *(p<0.05), ** (p<0.01), ***(p<0.0001)

De la Figura 12, se puede concluir que hay diferencias estadisticamente significativas entre
el grupo Ct y la poblacion africana en el caso de 5 variantes, dos de las cuales
(DRD2 151801028 y HTR2A rs6314) no estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg y diferian
también de MxI. Por otro lado, con respecto a la poblacién ibérica, se encontraron diferencias
en 4 variantes, de las cuales, 3 fueron las que diferian totalmente de Mxl (HTR2A rs6314,
HTR6 151805054 y DRD?2 rs1801028). Los datos anteriores demuestran que existen
diferencias interétnicas con la poblacion africana en las variantes HTRIA 156295, DRD?2
rs1800497 y DRD3 1s6280. De la misma manera, se encontraron diferencias con la
poblacion ibérica en el caso especifico de la variante DRD2 1s1800497.
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3) Comparacion de pacientes segun la respuesta al tratamiento farmacologico

Frecuencias alélicas por respuesta farmacolédgica
rs6295 rs6311* rs6313" rs6314 rs1805054 rs1801028 rs1800497 rs6280
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Figura 13. Comparacion de las frecuencias relativas entre los grupos de respuesta.
Prueba de x2 *(p< 0.05)
Prueba de Fisher *(p<0.05), **(p<0.01), ***(p<0.001)

En la Figura 13 se muestran las frecuencias relativas (1:100) de cada uno de los alelos en los
3 subgrupos seglin la respuesta farmacoldgica. Un primer analisis de x> demostrd que existian
diferencias significativas entre los 3 subgrupos para las variantes HTR2A rs6311 y
HTR2A 1s6314, posteriormente se parearon y analizaron cada uno de los 3 subgrupos con la
prueba exacta de Fisher para encontrar los subgrupos especificos donde se encontraba la
diferencia, y en ambos casos, esta diferencia se encontrd entre NR y RT. El calculo de OR
demostro la asociacion del alelo A de la variante HTR2A rs6311 con la resistencia
farmacoldgica (OR=6.667, Clos=1.228-27.96, p=0.0252). El alelo alternativo T de la variante
HTR2A rs6314 también mostro estar asociado con la farmacorresistencia (OR=7.857, Clos=
1.399-33.24, p=0.0166).

Adicionalmente, se hizo un andlisis considerando a los RP y RT como un s6lo grupo, el cual
presentd mejoras en sus sintomas depresivos (mejora mayor a 25%, RP+RT), los resultados
tanto de esta comparacion binomial, como de la anterior de tres grupos se resumen en la
Tabla 24.

Tabla 24. Distintas comparaciones entre grupos por respuesta farmacoldgica

Variante Comparacion OR, Clys
NR | RP | RT Para la Compf.?;éo_nz 17\T§6;/s RT (6.67%,
k
HTR2A4 rs6311 NR+RP RT 118 24_ ’1 247
k
NR | RP#RI 037 - 20.29

HTR2A rs6313 NR | RP | RT Para la comparacion NR vs RT (7.86*,
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| 1.399-33.24)
NR+RP | RT 4.7,
1.338 - 16.15
NR | RP+RT >-6%,
1.137 - 22.60

Notas: NR= no respondedor, RP= respondedor parcial, RT= respondedor total, Cles= intervalo de
confianza al 95%. *(p<0.05).

Los datos de la Tabla 24 demuestran que la asociacion entre las variantes y la respuesta
farmacoldgica se mantiene independientemente de si se defina la respuesta como una mejora
mayor a 25 0 50%. Ademas, se observa también que los portadores de las variantes tienen 5
y 5.6 veces menor probabilidad, respectivamente, de presentar alguna mejora durante su
tratamiento (>25% de mejora), mientras que la probabilidad de presentar remision (mejora
>50%) disminuye de 7-8 veces.

Para conocer si habia diferencia en la respuesta farmacoldgica a nivel de genotipo se realizd
una comparacion de estos en las 2 variantes de interés, primero se compararon los 3 genotipos
por subgrupo de respuesta con una prueba de y?, para posteriormente encontrar, con ayuda
de la prueba exacta de Fisher, los genotipos especificos con mayor efecto sobre la respuesta
farmacologica, los resultados se muestran en la Figura 14.

Efecto del genotipo en la respuesta farmacologica
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Figura 14. Efecto del genotipo en la respuesta farmacologica.
Prueba de x2 *(p< 0.05)
Prueba de Fisher *(p<0.05)
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Los resultados mostrados en la Figura 14 confirman el efecto de las dos variantes sobre la
respuesta farmacoldgica en pacientes con TDM, dicho efecto esta presente solamente cuando
los pacientes son portadores homocigotos de la variante HTR2A rs6311 (p=0.0286) y
HTR2A4 156313 (p=0.0250), el tamano del efecto (OR) no pudo ser calculado debido al
tamafo de la muestra, sin embargo, estos hallazgos coinciden con lo reportado en la literatura
acerca de la asociacion entre la variante HTR2A4 rs6311 en estado homocigoto y la respuesta
farmacologica. 2

De acuerdo con la literatura, estas 2 variantes en las que se encontrdé un efecto, estan en
desequilibrio de ligamiento.!” Por ello, y para descartar el efecto de otras variables como el
sexo, edad y tiempo de tratamiento, se realiz6 un andlisis multivariado con el programa R,
considerando la clasificacion trinomial (NR, RP y RT) de la respuesta farmacoldgica, los
resultados se observan en la Figura 15.

Fearson's
Correlation 025 sex px
B = .
1.0 -05 00 05 1.0
-0.17 0.09 % sem
n= ne
032 -0.06 —Djﬁ rs6311 px
n= na
-0.34 -0.04 043 cp313 px
-z ns = -
0.22 0.26 0.11 023 020 odad px
ns ns 1E ns s -
4 1 yr 3
,{2}? {\? ﬁb @4,_? Qg
d,'} .1:.‘} ﬁ‘r & "\é:j
\g} "\g}

ns p==0058*p=005**p=001,and ** p=0.001

Figura 15. Mapa de calor del analisis multivariado considerando distintas variables.
rs6313.px= Genotipos de HTR2A 156313 en Px, rs6311.px= Genotipos de HTR24 rs6311 en Px, tx.sem= tiempo de
tratamiento en semanas, seX.px= sexo, resp.px= clasificacion de Px seglin respuesta farmacoldgica, edad.px=edad.

Los resultados de la Figura 15 descartan que el efecto observado se deba a otras covariables,
a la vez que confirman que existe una fuerte correlacion entre las dos variantes genéticas
(p<0.001), lo cual es un indicativo que las variantes pueden estar en desequilibrio de
ligamiento dentro de las muestras analizadas, sin embargo, harian falta otro tipo de analisis
para confirmarlo.

Los datos anteriores sugieren entonces, que el efecto negativo observado sobre la respuesta
farmacoldgica puede no deberse a los efectos individuales de cada una de las dos variantes,
sino mas bien al resultado global de estas, en el cual pueden estar implicados mecanismos de
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regulacion especifica, como la unioén de factores de transcripcion, aparicion o desaparicion
de secuencias potenciadoras,’®?! asi como mecanismos epigenéticos relacionados a la
metilacién de la regién promotora de HTR2A. ** En este ultimo caso, seria interesante
corroborar si existe una metilacion diferencial y si esta, estd asociada o no a una de las dos
variantes para tener una mejor comprension de como los mecanismos epigenéticos pueden
también modificar la respuesta farmacoldgica al igual que las variantes FGX.

L) Conclusiones
Se identificaron las variantes genéticas (HTRIA 1s6295, HTR2A rs6311, HTR2A 1s6313,
HTR2A 16314, HTR6 11805054, DRD2 151801028, DRD2 1s1800497 y DRD3 1s6280)
en pacientes mexicanos con TDM.

No se encontraron diferencias significativas en las frecuencias alélicas entre pacientes y
controles, este resultado indica que tanto los pacientes como los controles pertenecen a la
misma poblacion. Con respecto a otras poblaciones, se encontraron diferencias interétnicas
entre la poblacion mestiza mexicana y las poblaciones africanas e ibéricas.

Se determind el impacto de las variantes genéticas HTR2A 1s6311 y HTR2A4 rs6313 sobre
la respuesta al tratamiento antidepresivo en pacientes con TDM, encontrandose que dichas
variantes en estado homocigoto predisponen a una falla terapéutica con fluoxetina y
amitriptilina (OR 6.77 y 7.86, respectivamente). Sin embargo, esto no descarta que las otras
6 variantes tengan algun tipo de impacto en el TDM, pero se necesitan mas estudios con un
mayor tamafio de muestra para tener resultados concluyentes.

Esos hallazgos aportan informacion farmacogendmica relevante para el tratamiento con
fluoxetina y amitriptilina de pacientes con TDM. Futuros estudios deberan de considerar un
mayor tamafio de muestra para descartar la asociacion de las demads variantes, ademas de
investigar mas a fondo sobre los mecanismos relacionados con las dos variantes con efectos
significativos.
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