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1. RESUMEN

Recientemente, se ha encontrado una marcada asociacion entre los trastornos del
abuso de sustancias como el alcohol y trastornos psiquiatricos como la depresion.
Investigaciones sugieren que, una disfuncion en la neurotransmision central
serotoninérgica y particularmente en el transportador de serotonina (5-HTT)

predispone y/o contribuye al desarrollo de estos dos desérdenes.

El objetivo de este estudio es determinar las diferencias que existen en la expresion
genética del gen 5-HTT entre pacientes alcohdlicos con y sin depresion comparados
con voluntarios sanos. Se separaron células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) obtenidas de 12 sujetos por grupo de estudio, de las que se extrajo RNA
para su transcripcion, amplificaciébn y posterior medicion de la expresion del gen
5-HTT de forma semicuantitativa.

Se observo una reduccion significativa en la expresion del gen 5-HTT entre pacientes
alcohdlicos con y sin depresion en comparacion con voluntarios sanos. Sugiriendo
que existe una disfuncibn en la neurotransmision serotoninérgica debido

presuntamente a diferencias en la expresion genética del gen 5-HTT.

Palabras clave: alcoholismo, depresion, transportador de serotonina, expresion

genetica.



2. INTRODUCCION

Entre las sustancias de abuso que consume la poblacién, el alcohol es la que mas se
usa practicamente en todo el mundo. Alrededor del 90% de la poblacion occidental
ha consumido alcohol en algin momento de sus vidas y el 40% ha experimentado
efectos perjudiciales temporales o permanentes como resultado de su consumo
(Schuckit, et al. 2005). En el afio 2000, en la poblacion de entre 15 y 64 afios, el
consumo de alcohol se relaciono con numerosas causas de muerte en México entre
las que se encuentran: la cirrosis hepética, accidentes (especialmente de transito),
homicidios y el SIDA (Borges, et al. 2003.)

Recientemente, se ha enfatizado en el hecho de que varios trastornos psiquiatricos
no se presentan solos sino que tienden a concurrir. Se encontr6 una marcada
asociacion entre los trastornos del abuso de sustancias y trastornos psiquiatricos
(Merikangas, et al. 1998). En la busqueda de generar estrategias mas efectivas para
el tratamiento de estos trastornos y sus efectos adversos, se han desarrollado
estudios a nivel neurobiolégicos y genéticos, en animales y humanos con el objetivo
de explicar los mecanismos patogénicos de estos trastornos (Niemela, 2007).
Muchas lineas de investigacion sugieren que, una disfuncién en la neurotransmision
central serotoninérgica y particularmente en el transportador de serotonina (5-HTT)
predispone y/o contribuye al desarrollo de estos trastornos (Chastain, et al. 2006,
Heinz, et al. 2001, Niemela, 2007, Salcedo, 2007).

En esta investigacion se realiza un estudio preliminar de la expresion genética del
5-HTT en células mononucleares de sangre periférica en pacientes con dependencia

al alcohol con y sin depresion mayor comorbida.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17128954?ordinalpos=61&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum

3. MARCO TEORICO

3.1 Aspectos sociodemograficos del abuso del alcohol

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), define el alcoholismo en el “Glosario de
términos de alcohol y drogas” como un término empleado generalmente para
referirse al consumo crénico, continuo o periddico de alcohol, que se caracteriza por
un deterioro del control sobre la bebida, frecuentes episodios de intoxicacion,
obsesién por el alcohol y su consumo a pesar de sus consecuencias adversas. En
1977 en respuesta al uso impreciso y variable del término se propuso utilizar en su
lugar la expresion sindrome de dependencia definido en el mismo glosario en
general, como el estado de necesitar o depender de algo o alguien, ya sea como
apoyo, para funcionar o sobrevivir. Aplicado al alcohol y otras drogas, la dependencia
implica una necesidad de consumir dosis repetidas de la sustancia para sentirse bien
0 no sentirse mal (OMS, 1994).

Los desordenes en el uso del alcohol estan incluidos en la Clasificacion Internacional
de Enfermedades (ICD-10) como uso nocivo y dependencia (OPS, 1995). También
se encuentran en el Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales
(DSM-IV) (Pichot, et al. 1995); en donde se define la dependencia al alcohol como un
patrén desadaptativo de consumo de alcohol que produce un malestar significativo,
gue esta caracterizado por tres 0 mas de los siguientes criterios, que se presentan

durante un periodo de un afo continuo:

1. Tolerancia: ingesta de cantidades mayores para conseguir el mismo efecto, o
cuando el efecto disminuye con el consumo continuo.

2. Abstinencia: Ingestion de alcohol o sustancias parecidas para alivio de los signos
y sintomas originados por la suspension del consumo de alcohol.

3. Beber por periodos mas largos y en grandes cantidades de lo que originalmente

se pretendia.



4. Deseos o esfuerzos infructuosos para controlar el consumo.
Emplear mucho tiempo en actividades relacionadas con la obtenciéon y uso de
alcohol.

6. Reduccion o abandono de actividades sociales, laborales y familiares como
consecuencia del consumo.

7. Continuar el consumo a pesar de tener conciencia de la existencia de problemas

ocasionados por el alcohol.

El alcoholismo es una de las formas prevalentes del abuso de sustancias en los
paises occidentales, siendo una condicion altamente frecuente y discapacitante. Se
considera una enfermedad cronica, cuyo desarrollo y manifestaciones estan
influenciados por factores genéticos, psicosociales y ambientales (Hasin, et al. 2007).
Su consumo en exceso y prolongado tiene un amplio intervalo de impactos médicos,
sociales y econdmicos. Es también uno de los desordenes mas costosos
socialmente, en términos de atencidén medica, criminalidad, disrupcion familiar y

pérdida de productividad (Harwood, et al. 1998).

En nuestro pais, las Encuestas Nacionales de Adicciones de los afios 1988, 1993,
1998 y 2002 indican cambios en el consumo de alcohol y resalta un descenso
importante en la tasa de abstinencia. También se aprecia una marcada tendencia en
el aumento de la poblacibn consumidora de alcohol a bebedores fuertes y
dependientes en ambos sexos y a edades de inicio cada vez mas tempranas y
econdmicamente productivas (Secretaria de Salud 1988, 1990, 1994, 1998, 2002).

Referente a este aumento en el consumo de alcohol, se ha encontrado que las
mujeres se han sumado a este, ademas de la poblacién adolescente que copia los
modelos adultos. A diferencia de sus padres, los adolescentes de hoy parecen
desarrollarse en un ambiente mas “himedo” donde se tolera y hasta podria decirse,
se promueve el consumo del alcohol (Medina-Mora, et al. 1997). En México existe la
Ley General de Salud que limita el consumo de alcohol en este sector de la
poblacién y en los establecimientos comerciales pero generalmente se hace caso

omiso de ella (Ley General de Salud, 1984).



Asimismo, el consumo de alcohol sigue siendo un elemento importante del paso a la
edad adulta pero ahora se suma a él un mayor numero de mujeres y se presenta a
edades mas tempranas; un 67% de los varones y un 77.3% de las mujeres han
bebido cuando menos una copa completa de alcohol antes de cumplir 18 afios, edad
legal para beber. El indice de consumo fuerte (esto es, 5 copas o0 mas por ocasion, al
menos una vez por mes) es alto y llega a un 3.6% en los varones y un 1.5% en las
mujeres, entre 12 y 17 afios mientras que alcanza a un 9% de los varones y a un 1%

de las mujeres entre 18 y 65 afos (Secretaria de Salud, et al. 2002).

Comparaciones internacionales ubican a México entre los primeros lugares de
mortalidad por cirrosis hepatica, con una tasa de 22 muertes por 100,000 habitantes.
Si bien la sobremortalidad existente en nuestro pais se puede asociar con otros
riesgos derivados de infecciones hepéticas o deficiencias nutricionales, es un hecho
que la mortalidad por cirrosis asociada con el abuso de alcohol va en ascenso. En los
hombres, esta aumento en 72%, entre 1970 y 1995 y presento un aumento del 13%

en el caso de las mujeres (Secretaria de Salud y DGEI 1970, 1998).

Para el aflo 2003, las enfermedades asociadas directa o indirectamente al consumo
de bebidas embriagantes figuraron entre las diez principales razones de mortalidad
en nuestro pais. La enfermedad alcohdlica y otras enfermedades crénicas del higado
representaron la quinta causa, en tanto que los accidentes, las agresiones u

homicidios figuraron en la cuarta y décima causa, respectivamente (INEGI, 2003).

Todo lo anterior obliga a considerar dos aspectos: a) altos costos en los sistemas de
salud generados por la atencién y los servicios por enfermedades asociadas al
consumo excesivo de alcohol (Lopez, et al. 1998, Solis, et al. 1999) y b) el consumo
de alcohol representa uno de los problemas prioritarios de salud publica en México
(Solis, et al. 2007).



Aunado a este problema, recientemente se ha enfatizado el hecho de que varios de
los trastornos psiquiatricos no se presentan solos, sino que tienden a concurrir con
los trastornos derivados del uso de sustancias. Un trabajo reciente de investigacion
transcultural en que participo México ha permitido avanzar en el conocimiento del
problema (Merikangas, et al. 1998); la investigacion reunié datos de cinco paises
donde se aplicaron instrumentos de deteccion de casos similares y disefios de
investigacion plenamente comparables. En general se encontré6 una marcada
asociacion entre los trastornos del uso de sustancias y los trastornos psiquiatricos
como la ansiedad y la depresion. De este modo, se observo una tendencia segun la
cual, cuanto mas se avanza en el uso de alcohol y drogas (abuso y dependencia),
aumenta la comorbilidad con los otros dos trastornos psiquiatricos. En México 9.4%
de las personas con abuso de alcohol presentaban también un trastorno afectivo
(Medina-Mora, et al. 1997).

La depresion es un trastorno del afecto que produce en las personas estados de
animo abatido con tristeza o decaimiento. Se acompafia de algunos sintomas
especificos como irritabilidad, ansiedad, pérdida o ganancia de apetito o peso,
sentimiento de culpa, minusvalia y desesperanza; generalmente provoca que las
personas afectadas sean incapaces de afrontar sus actividades cotidianas y pueden
llegar a desarrollar ideas de muerte o suicidas que ponen en peligro su vida.
Ademas, la depresion mayor fue la cuarta causa mas perjudicial en el afio 1990 y
llegara a ser la segunda en el afio 2020 (Mufioz, 2005).

En afos recientes, se ha prestado mayor atencion a la comorbilidad que hay entre el
uso y abuso de sustancias con los trastornos psiquiatricos. Sin embargo, se requiere
de una mayor comprension sobre los patrones y correlatos del inicio de este tipo de
trastornos (Kessler, et al. 2001).



Su importancia reside principalmente en que (Kessler, et al. 2001):

1) a lo largo de la vida, este tipo de correlacion tiende a ser cronico para ambos

trastornos;

2) las personas afectadas muestran un mayor deterioro y mayor riesgo suicida, en

comparacion con las personas que solo tienen una de estas patologias;

3) al evitar el desarrollo de la comorbilidad entre las personas que presentan solo
trastornos mentales o solo por el uso de sustancias se producirdn efectos

preventivos importantes.



3.2 Aspectos bioldgicos del abuso del alcohol (Fleming, et al. 2006)

El alcohol de dos carbonos o etanol (CH3CH,OH) es un supresor del Sistema
Nervioso Central (SNC) ampliamente utilizado debido a que su uso es legal y
aceptado en muchas sociedades, lo cual lleva a un abuso y subsecuentes problemas
sociales, como se ha descrito.

En cuanto a sus efectos, aunque las personas ven frecuentemente a las bebidas
alcoholicas como estimulantes, el etanol es primordialmente un depresivo. La
ingestion de cantidades moderadas de etanol, asi como otros depresivos como los
barbituratos y las benzodiazepinas también puede tener una accion anti-ansiedad y

producir desinhibicion del comportamiento en un amplio intervalo de dosis.

Las propiedades farmacolégicas relevantes del etanol incluyen efectos en el sistema
gastrointestinal, cardiovascular y en el SNC. El etanol perturba el fino balance entre
las influencias excitatorias e inhibitorias en el cerebro, produciendo desinhibicion,
ataxia y sedacion. El etanol también causa dependencia fisica, lo cual esta
demostrado por la elucidacién del sindrome de abstinencia en donde los sintomas y
la severidad estan determinados por la cantidad y la duracién del consumo, lo que
incluye alteracidén del suefio, activacion del sistema nervioso autbnomo, temblores,

ataques y en casos severos delirium tremens*.

Comparado con otras drogas, se requieren grandes cantidades de alcohol para sus
efectos fisioldgicos, por o que en su consumo resulta mas como alimento que como
droga. El etanol contenido en las bebidas tiene rangos tipicos desde 4-6% (v/v) para
la cerveza, 10-15% para vino y 40% o mas para licores destilados. Un vaso de
cerveza, vino, una bebida mezclada o un trago de licor contienen alrededor de 14g

de alcohol, alrededor de 0.3 moles de etanol.

*Delirium tremens: estado psicético agudo que se produce durante la fase de abstinencia en las
personas dependientes a alcohol y se caracteriza por confusion, desorientacion, ideas paranoides,

delirios, alucinaciones, inquietud, distraccion, temblor, sudor, taquicardia e hipertension.



Después de la administracion oral, el etanol es absorbido rpidamente hacia el
torrente sanguineo desde el estbmago y el intestino delgado y se distribuye en el
agua total del cuerpo (0.5-0.7 L/Kg). El pico del nivel maximo de alcohol ocurre
alrededor de 30 minutos después su ingesta, cuando el estdbmago esta vacio.
Muchos factores como el peso corporal, la composicion y el indice de absorcién del
tracto gastrointestinal determinan la concentracion de etanol en sangre después de la
ingestion de una determinada cantidad de alcohol. En promedio, la ingestion de tres
bebidas estandar (42g de etanol) con el estdbmago vacio resulta en una
concentracion maxima de etanol de 67-92mg/dL en hombres; después de una
comida mixta, la maxima concentracion en sangre por tres bebidas es 30-53mg/dL

en hombres.

Cuando la concentracion de etanol en sangre esta entre 20-30mg/dL comienza a ser
evidente una disminucion del control motor fino, los reflejos y alteraciones en el juicio.
Méas del 50% de las personas estan muy intoxicadas por una concentracion de
150mg/dL y en casos fatales el promedio de la concentracién es alrededor de los
400mg/dL.

En cuanto a la definicion de los niveles de intoxicacion, esta varia entre ciudades y
paises. En los Estados Unidos, muchos estados definen el nivel de intoxicacion a
80mg/dL. Aunque el alcohol puede medirse en saliva, orina, sudor y sangre, la
medicion de los niveles en el aire exhalado permanece como el método primario para
medir el nivel de intoxicacion. En México, esta prohibido conducir vehiculos con una
cantidad de alcohol en sangre superior a 0.8g/L o de alcohol en aire expirado

superior a 0.4mg/L (Reglamento de Transito Metropolitano, 2010).

En cuanto a su eliminacion; se lleva a cabo el metabolismo del primer paso por la
enzima alcohol deshidrogenasa gastrica y del higado, continuando con oxidaciones
secuenciales hepaticas, primero a acetaldehido por la alcohol deshidrogenasa y

luego a acido acético por la enzima aldehido deshidrogenasa.



Cada biotransformacién requiere NAD" (Nicotinamida adenina dinucleétido), de esta
forma, la oxidacion de 1 mol de etanol (46g) a 1 mol de acido acético requiere 2
moles de NAD" (aproximadamente 1.3Kg). Esto excede el suministro de NAD" en el
higado y limita el metabolismo del etanol en alrededor de 8g o 10mL por hora en un
adulto de 70kg.

A pesar de las limitaciones, existe una enzima hepatica de la familia del citocromo
P450, llamada CYP2E1 que también puede contribuir a la biotransformacion,
especialmente a altas concentraciones de etanol y bajo condiciones como el
alcoholismo. Aunque el CYP2E1 usualmente no es un factor relevante en el
metabolismo del etanol, puede ser un importante sitio de interaccion del etanol con

otras drogas.

Para individuos con una funcion hepatica normal, el etanol se elimina en un indice
60-90 minutos para una bebida estandar. Cabe hacer notar que las concentraciones
de alcohol en sangre suelen ser mas altas en mujeres que en hombres que
consumen la misma cantidad de alcohol porque en promedio las mujeres son mas
pequefias que los hombres, tienen menos agua corporal por unidad de peso en el
cual se distribuye el etanol y tienen menor actividad de la enzima aldehido

deshidrogenasa que los hombres.

El etanol por si mismo es neurotdxico y aunque la desnutricion o deficiencias
vitaminicas probablemente juegan un papel importante en las complicaciones del
alcoholismo como en la encefalopatia de Wernicke* y la psicosis de Korsakoff**,
muchos de los dafios en el SNC inducidos por el alcohol en los paises occidentales

son debido principalmente a su alta ingesta.

*Encefalopatia de Wernicke: Sindrome neurolégico agudo potencialmente mortal, consiste en
confusion, apatia, desanimo, paralisis de musculos oculares, alteraciones del equilibrio y ataxia.
**Psicosis de Korsakoff: Trastorno de la memoria con una amnesia anterdgrada, retrograda y

disminucién de la actividad psiquica acompafiada de polineuropatias.

-10 -



El consumo diario de grandes cantidades de etanol también lleva a un incremento en
la incidencia de falla cardiovascular no coronaria como arritmias, cardiomiopatia,
apoplejia hemorragica y el consumo de mas de 30g de alcohol esta asociado con un

aumento de 1.5-2.3 mmHg en la presion diastdlica y sistélica.

En el musculo esquelético un consumo cronico, fuerte y diario de etanol esta
asociado con miopatias, aun cuando se ajusten otros factores como la edad, uso de
nicotina y enfermedades cronicas. Las biopsias del musculo de bebedores fuertes
también revelan una disminucién en las reservas de glicdgeno y en la actividad de la

enzima piruvato cinasa.

Por otra parte, la ingestion de etanol causa una sensacion de calor porque este
aumenta el flujo sanguineo cutaneo y gastrico; sin embargo, se pierde rdpidamente y
la temperatura interna del cuerpo decae. Después del consumo de grandes
cantidades de alcohol, el mecanismo central de regulacion de la temperatura
comienza a deprimirse y la caida de la temperatura comienza a ser mAas
pronunciada. La accion de la disminucion de la temperatura es mayor y mas
peligrosa cuando la temperatura del medio ambiente es baja. Algunos estudios de
muertes por hipotermia sugieren que el alcohol es el factor de mayor riesgo en estos

eventos.

Asimismo, el etanol inhibe la liberacion de vasopresina (hormona antidiurética) desde
la glandula pituitaria posterior, resultando en un aumento en la diuresis. Los
alcoholicos tienen menos produccion de orina que sujetos control en respuesta a una
dosis de etanol, sugiriendo que se desarrolla tolerancia al efecto diurético del etanol.
Inclusive, la falta de proteinas, vitaminas y muchos otros nutrientes en bebidas
alcohdlicas predispone a quienes consumen grandes cantidades de alcohol a
deficiencias nutricionales. Los alcohdlicos presentan frecuentemente estas
deficiencias debido a una disminucién en la ingesta, absorcion y alteracion en la

utilizacion de nutrientes.

-11 -



El etanol es también el factor etioldgico primario para la disfuncién esofagica; esta
asociado con el desarrollo de reflujo esofégico, ruptura traumética de esofago y

desgarre de Mallory-Weiss*, asi como cancer de esofago.

A bajas concentraciones de alcohol en sangre existen pequefios cambios en la
funcion esofégica y a altas concentraciones puede ocurrir una disminucién en la
peristalsis y en la presion del esfinter esofagico. Un uso fuerte de etanol puede
alterar la barrera de la mucosa gastrica y causar gastritis aguda y cronica. También
parece estimular las secreciones gastricas al excitar los nervios sensoriales en la

mucosa gastrica, bucal y promover la liberacion de gastrina e histamina.

El uso fuerte de etanol también es la causa mas comun de pancreatitis aguda y
cronica en los Estados Unidos. La pancreatitis aguda alcohdlica esta caracterizada
por el comienzo brusco de dolor abdominal, nausea, vomito e incremento en los
niveles de enzimas pancreaticas en suero y orina. Aunque muchos ataques no son
fatales la pancreatitis hemorragica puede desarrollarse y llevar a cuadros como

shock, falla renal, respiratoria y la muerte.

En el higado, el etanol produce varios efectos deletéreos como son: infiltracién de
grasas al higado, hepatitis y cirrosis. Conjuntamente, el consumo crénico de etanol
causa estrés oxidante sobre el higado debido a la generacién de radicales libres,

contribuyendo al dafio inducido por un consumo excesivo de esta sustancia.

*Desgarre de Mallory-Weiss: Laceraciones en la membrana mucosa del eséfago, causados por hacer
fuertes y prolongados esfuerzos para vomitar o toser. Puede aparecer con cierta frecuencia en el

punto de unién entre el es6fago y el estbmago y puede acompafiarse de sangrado.

-12 -


http://es.wikipedia.org/wiki/Mucosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Es%C3%B3fago
http://es.wikipedia.org/wiki/V%C3%B3mito
http://es.wikipedia.org/wiki/Tos
http://es.wikipedia.org/wiki/Est%C3%B3mago

Por otro lado, a pesar de la creencia de que el alcohol puede aumentar la actividad
sexual se observa mas seguido el efecto opuesto. Muchas drogas de abuso,
incluyendo el etanol, tienen efectos desinhibitorios que podrian llevar inicialmente a
un incremento del libido; sin embargo, un excesivo o prolongado uso del alcohol lleva
al deterioro de la funcion sexual en hombres que puede causar atrofia testicular,
disminucién en la fertilidad, disminucion en el deseo sexual e incrementa la latencia

eyaculatoria.

El efecto en las mujeres dependientes a alcohol es menos clara, pero un alto
porcentaje de ellas se quejan de disminucién de la libido, disminucion en la
lubricacion vaginal y anormalidades en el ciclo menstrual. Sin embargo es claro que
durante el embarazo, el abuso en el consumo de alcohol causa el sindrome fetal
alcoholico (SFA) caracterizado por una triada de anormalidades en el recién nacido
que puede incluir: 1) anormalidades craneofaciales, 2) disfuncion del SNC y 3) pre
y/o postnatal atrofia del crecimiento. Por ejemplo, déficit del crecimiento prenatal y

postnatal, microcefalia, retraso mental, puente nasal hundido y defectos cardiacos.
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3.3 Serotonina y transportador de serotonina (Sanders-Bush y Mayer, 2006)

En 1946 fue designada inicialmente como “enteramina” debido a su aislamiento de
las células enterocromafines de la mucosa gastrointestinal asi como de otros tejidos
animales. Después de su identificacion quimica, las similaridades entre la serotonina
y el LSD (dietilamida del &cido lisérgico) llevaron a la especulacion logica de que las

sustancias relacionadas con esta podian causar desordenes mentales.

Gracias al desarrollo de métodos espectrofluorométricos y bioensayos, en 1950 se
revelo que la serotonina estaba presente abundantemente en ciertas areas del
cerebro de los mamiferos. Desde su caracterizacién quimica y sintesis completa en
1948 y 1951 respectivamente, la serotonina ha sido considerablemente interesante

tanto para psiquiatras como farmacadlogos.

Estos argumentos marcaron el comienzo de la neuropsicofarmacologia moderna y la
hipétesis de que las alteraciones en la neurotransmision serotonérgica son de

importancia en la patofisiologia y tratamiento de las enfermedades psiquiatricas.

La serotonina (Fig. 1) o 5-hidroxitriptamina (5-HT), se ha identificado como un
neurotransmisor y neuromodulador en el SNC, un inmunomodulador en linfocitos y

un mensajero endocrino, exocrino o paracrino de las células enterocromafines.

Fig.1 Estructura quimica de la serotonina.
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Las células serotoninérgicas se concentran en la parte media del tallo cerebral,
agrupandose en nueve nucleos principales conocidos como complejo nuclear rafe
(Fig. 2). A partir de estos nucleos, nacen fibras que llegan practicamente a todo el
sistema nervioso (ganglios basales, hipotalamo, talamo, hipocampo, sistema limbico,

corteza cerebral, cerebelo y medula espinal).

Ganglio Basal

! Talamo

Neocorteza

Hip(:)talam/Z

Lobulo Temporal

Nucleo Rafe
Hacia Médula Espinal

Fig.2 La difusion del sistema serotoninérgico surge del ntcleo rafe. El nucleo rafe esta agrupado a lo
largo de la linea media del tronco cerebral y se proyecta extensamente a todos los niveles del SNC
(Mozzoni, 2007).

La serotonina tiene influencia en las funciones del sistema cardiovascular,
reproductor, gastrointestinal e inmune y se encuentra en altas concentraciones en
células enterocromafines del tracto gastrointestinal, granulos de almacenamiento en

plaguetas y en términos generales por todo el SNC.
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Esta relacionada con mudltiples procesos en los que participa el SNC siendo
fundamentalmente los de regulacion del suefio, dolor, temperatura corporal, la
actividad neuroendocrina y el estado de animo, la actividad sexual, el apetito y en
diferentes desordenes neuropsiquiatricos como la depresion, desorden obsesivo-
compulsivo, adiccion a drogas, esquizofrenia, Alzheimer y desordenes alimenticios,

entre otros.

La serotonina es sintetizada por una via de dos pasos a partir del aminoacido
esencial triptéfano (TRP), cuya fuente primaria es de la proteina de la dieta. En la
sangre, alrededor del 80-90% de TRP se encuentra unido a albumina y compite con
los &cidos grasos libres por los sitios de unidn; el TRP es transportado activamente
dentro del cerebro por una proteina acarreadora que también transporta otros
aminoacidos neutros, con los que compite para transportarse por lo que, los niveles
de TRP en el cerebro estan influenciados no solo por su concentracion en plasma

sino también por concentraciones en plasma de otros aminoacidos.

Las neuronas serotoninérgicas, contienen la enzima I-triptofano-5-monooxigenasa,
mas comunmente llamada triptéfano hidroxilasa la cual convierte el TRP a
5-hidroxitriptofano, empleando oxigeno molecular y un cofactor. Esta es la enzima
limitante de la sintesis de 5-HT y no es saturable por el TRP a concentraciones
fisiolégicas y tampoco es regulada por inhibicion del producto final. El producto de
esta reaccién es el 5-hidroxitriptofano; este compuesto es descarboxilado para

formar la 5-hidroxitriptamina (5-HT) o serotonina (Fig 3).

La principal ruta de metabolismo de la serotonina involucra una desaminacion
oxidativa por la enzima monoaminoxidasa (MAO), formando un intermediario
acetaldehido, el aldehido es convertido a acido 5-hidroxindolacético por la enzima

aldehido deshidrogenasa (Fig. 3).
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HN NH;

A-Hidroxitriptofano decarboxilasa

HO

Serotonina (b-HT)
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H  Acido S-Hidroxindolacetico (5-HIAL)

Fig.3 Sintesis y degradacion de la serotonina (5-HT).
(Sanders-Bush y Mayer, 2006).
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La serotonina sintetizada es almacenada en vesiculas, que pueden liberarse por
exocitosis desde las neuronas serotoninérgicas. En el sistema nervioso la accion de
liberacion de serotonina esta determinada por la captacion neuronal mediada por un
transportador especifico. También existen diversos receptores especificos de
membrana que estan presentes tanto en SNC como Sistema Nervioso Periférico
(SNP), asi como numerosos tejidos no neuronales como el intestino, sistema
cardiovascular, células sanguineas. Hasta el momento se han identificado siete
miembros dentro de la familia de receptores de serotonina (5-HTi, 5-HT,, 5-HT3,
5-HT,4, 5-HTs, 5-HTe y 5-HT7) y diversos subtipos, todos ellos también constituyen

una gran area de investigacion del sistema serotoninérgico.

Los transportadores de monoaminas son proteinas funcionales que remueven las
monoaminas liberadas del espacio sinaptico. La serotonina y la dopamina tienen su
propio transportador especifico, denominado para el caso de la serotonina como

transportador de serotonina o 5-HTT por sus siglas en inglés.

Particularmente, el 5-HTT en el cerebro y en varios tejidos periféricos es responsable
de la reabsorcién por transporte activo de la serotonina hacia las neuronas, células
enterocromafines, plaquetas y otras células. De esta forma regula la reabsorcion
rapida y el reciclaje de la serotonina que se libera al espacio sinaptico después de
una estimulacion neuronal y su retorno a las terminales presinpticas, donde es
metabolizado o almacenado en vesiculas secretoras. Por lo tanto, tiene un papel
critico en la regulacion homeostéatica de la magnitud, duracion y distribucién espacial

de sefales que se extiende a todos los receptores de serotonina.
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Fig. 4 Representacion grafica de la remocién de la serotonina en el espacio sinaptico por el 5-HTT.
(Tovar-Franco, 2010).

El 5-HTT esta localizado en la membrana de los axones terminales presinapticos, asi
como en los cuerpos celulares de las neuronas serotoninérgicas, donde juega un
papel relevante en la transmision sinaptica. El transportador también esta
extensamente distribuido en varios tejidos periféricos como las plaquetas, placenta,
endotelio pulmonar, mastocitos, retina y linfocitos (Fozard, et al. 1989, Lima y
Schmeer, 1994, Faraj, et al. 1994). Sin embargo, su significado fisiolégico en estas

células y tejidos periféricos es aun desconocido.
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3.4 Expresion de genes

Un gen es un fragmento de la molécula de DNA que se transcribe en RNA y
corresponde a una sola proteina. Los mecanismos mediante los cuales una célula
traduce la secuencia de nucleétidos de un gen a la secuencia de aminoacidos de una

proteina, se conoce como expresion genética (Alberts, et al. 2004).

El gen del transportador de serotonina humano se localiza en el cromosoma 17q11.2
y abarca 37.8kb. Estructuralmente, el 5-HTT pertenece a una superfamilia de
transportadores dependientes de Na*/CI" con alrededor de 30 miembros diferentes.
Esta compuesto de 630 aminoacidos, es una proteina integral de membrana, con 12
dominios transmembranales hidrofébicos y ambas terminales, amino y carboxilo,
estan localizadas en el dominio intracelular (Fig. 5). Este transportador contiene sitios
para modificacion post-transcripcional por glicosilacion y fosforilacién (Blakely, et al.
1994).

e

¥ Sitios de MN-glicosilacidn
5-5 Potencial puente disulfuro intramolecular
(& Sitios potenciales de fosforilacion SenThr

Fig.5 Representacion grafica de la estructura del transportador de serotonina (5-HTT).
(Blakely, et al. 1994).
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Cuando la célula necesita una proteina determinada, la secuencia de nucleétidos de
la region apropiada de la inmensa molécula de DNA se copia primero a RNA
(transcripcion) y son estas copias las que se utilizan como moldes para dirigir la
sintesis de las proteinas (traduccion). Todas las células expresan su informacion
genética de esta manera, un principio tan fundamental que se denomina dogma

central de la biologia molecular (Fig. 6) (Alberts, et al. 2004).

o Traduccion
Replicacion ARNmM - (gj

ntesis proteica)

Tt -

_ Transcripcion Ribosdfna%)
(Sintesis de ARNm) T

Proteina

Fig.6 Representacion grafica del dogma central de la biologia molecular. La informacion fluye (con la
excepcion de la transcripcién reversa) del ADN al ARN por el proceso llamado transcripcion, y luego a
la proteina por el proceso de traduccién (Raisman y Gonzélez, 2008).

En todas las células, la regulacion de la expresion de los genes es un mecanismo
fundamental de desarrollo, homeostasis y adaptacién al medio ambiente. En el
sistema nervioso, la iniciacion de la transcripcion es regulada de manera significativa
por sefiales intracelulares y extracelulares que pueden favorecer o inhibir dicho
proceso (Roberts y Lundbland, 2004).

Se ha observado que las sustancias de abuso como cocaina, morfina, anfetaminas y
etanol entre otras, inducen indirectamente la expresién de una gran cantidad de
genes, en el contexto de la sintesis de proteinas, activando varios de las rutas
bioguimicas en las neuronas cerebrales. Ademas, los efectos de las drogas de abuso
en la expresion de genes celulares son multifactoriales en espacio, tiempo y niveles
haciendo que parezca virtualmente imposible trazar el camino por el cual la adiccion

interviene en la expresion de un gen en particular (Torres y Horowitz, 1999).
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Han surgido hipotesis en las que, la adiccibn a una droga es vista como una
enfermedad mental caracterizada por desordenes neuroldgicos y uso compulsivo de
la sustancia. Dichos desordenes reflejan los cambios neuroadaptativos de la
expresion de genes producida por el uso crénico de la sustancia
(Genova, et al. 1997). Existen estudios que demuestran que muchas de las
sustancias de abuso estimulan indirectamente la transcripcion de genes especificos
por incremento intracelular del AMPc, lo cual resulta en la activacion de proteinas

cinasas y fosforilacién de varias proteinas celulares (Torres y Horowitz, 1996).

Otras investigaciones han estudiado que la actividad transcripcional del gen 5-HTT
estd modulada por una region polimorfica del gen llamada 5-HTTLPR
(5-HTT gene-linked polimorfic region), del cual existen dos variantes alélicas corta (s)
y larga (I) que modulan de modo distinto la actividad transcripcional del promotor del
gen 5-HTT. Algunas de estas se han centrado en la asociacion de estas variantes
con enfermedades psiquiatricas, como el alcoholismo y la depresion
(Barr, et al. 2004, Heinz, et al. 2000, Hinckers, et al. 2006, Lima, et al. 2004).
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3.5 El transportador de serotonina en el alcoholismo y la depresion

Los avances en técnicas de biologia molecular y genética han hecho posible enfocar
gran atencion a la identificacion de factores de riesgo genético para el alcoholismo.
Existe ya una historia larga y rica de investigaciones sobre la heredabilidad y las
influencias genéticas de esta enfermedad, la identificacibn de genes asi como de
rasgos conductuales y fisiolégicos como factores utiles en la prediccidon de riesgo del

alcoholismo, pero aun son insuficientes (Salcedo, 2007).

En la busqueda de generar estrategias méas efectivas para el tratamiento de estos
desordenes y sus efectos adversos, se han desarrollado estudios a nivel
neurobiolégico y genético en animales y humanos con el objetivo de explicar los
mecanismos patogénicos de trastornos como el abuso del alcohol y la depresion
(Niemela, 2007). Muchas lineas de investigacion sugieren que una disfuncién en la
neurotransmision central serotonérgica y particularmente en el 5-HTT predispone y/o
contribuye al desarrollo de estos trastornos (Chastain, et al. 2006, Heinz, et al. 2001,
Niemela, 2007, Salcedo, 2007).

Siendo un modulador de los niveles extracelulares de serotonina, el 5-HTT es
conocido como el principal sitio de accion de farmacos para el tratamiento de las
enfermedades psiquiatricas en las que existe una disfuncibn en el sistema
serotonérgico, tal es el caso de los antidepresivos triciclicos e inhibidores selectivos
de la recaptura de serotonina (ISRS) entre ellos la fluoxetina, fluvoxamina, sertralina,
paroxetina y citalopram (Lenox y Frazer, 2002). No obstante, también es un sitio
importante de accion de sustancias de abuso como la cocaina y las anfetaminas
(Lima, 2002).

Estudios de unién de radioligandos, como el [*H]citalopram, la [*H]imipramina y la
[*H]paroxetina, muestran una disminuciéon en la unién al 5-HTT en cerebros
postmortem de alcoholicos (Storvik, et al. 2006), en tejido cerebral postmortem de
victimas suicidas y pacientes deprimidos (Franks, et al. 1991) asi como en plaquetas
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(Langer, et al. 1987, Lawrence, et al. 1993, Nemeroff, et al 1991, Wagner, et al.
1990) vy linfocitos de sangre periférica de pacientes igualmente deprimidos
(Lima y Urbina, 2002 y Pefia, et al. 2005). Todos ellos sugieren una alteracion en el

5-HTT de pacientes con estos trastornos.

En otros estudios, mediante SPECT (Tomografia Computarizada por Emision de
Foton Unico), se midi6 la captacion de serotonina en el cerebro de pacientes
alcoholicos y se observd una reduccion significativa en la disponibilidad del 5-HTT
debido probablemente a causa de los efectos téxicos del consumo de alcohol
(Heinz, et al. 1998).

En primates no humanos, se observo una relacion directamente proporcional entre la
unién del [*?3[]B-CIT al 5-HTT en la corteza cerebral y la concentracién de 5-
hidroxindolacético (5-HIAA) en el fluido cerebroespinal (CSF) de estos animales,
sugiriendo que las diferencias en estas concentraciones tienen su origen por una
alteracion en la neurotransmision de serotonina relacionado con el consumo excesivo
de alcohol (Heinz, et al. 1998). De igual forma, se observé mediante SPECT una
relacion directa en primates no humanos entre la disponibilidad de 5-HTT en el area
rafe del cerebro y la ingesta de alcohol, indicando que una disfuncion serotonérgica
esta asociada con la sensibilidad a la intoxicacion por alcohol, asi como un exceso

en la ingesta del mismo (Heinz, et al. 2003).

Algunas investigaciones muestran que existen concentraciones reducidas de 5-HIAA,
el mayor metabolito de la serotonina en CSF de pacientes deprimidos y pacientes
con alcoholismo y depresién (alcohdlicos depresivos) (Cornelius, et al. 1997). De
igual forma, se han encontrado concentraciones reducidas de 5-HT y 5-HIAA en
varias areas del cerebro obtenidas de tejido postmortem de pacientes deprimidos y/o
suicidas (Roy, et al. 1989, Gibbons y Davis, 1986).
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Otros estudios se han centrado en el polimorfismo del 5-HTTLPR como un
componente del gen del transportador que influye en el desarrollo de la dependencia
alcohodlica. Resultados sugieren una asociacion entre la disponibilidad del
transportador y la potencial susceptibilidad selectiva de los individuos ll-homocigotos
a los efectos neurotoxicos del consumo crénico de alcohol (Heinz, et al. 2000).
Sin embargo, otros estudios indican que no existen diferencias en la frecuencia
alélica del 5-HTTLPR entre individuos con dependencia alcohdlica y controles
(Marqgues, et al. 2006).

Debido a que la heredabilidad de la depresion es compleja, se ha concluido que
genes multiples, en interaccién con otro(s) y en conjunto con eventos ambientales

producen vulnerabilidad a estos desordenes (Lesch, 2004).

De acuerdo a estas evidencias, el sistema serotonérgico y en especifico el 5-HTT,
molécula esencial en la regulacion de la neurotransmision serotoninérgica, se
relaciona estrechamente con ambos desordenes (el alcoholismo y la depresién) y
forma parte de una serie de elementos complejos que originan el desarrollo de los

mismos.
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3.6 Las células mononucleares como modelo neuronal

Estudiar el metabolismo y procesos regulatorios en tejidos de sujetos con
desdrdenes del SNC es dificil. Las neuroimagenes que se han desarrollado durante
la Gltima década nos permiten estudiar algunas funciones neuronales; sin embargo,
esta técnica no puede proveer informacion en lo que respecta a la bioquimica celular
debido a que estas investigaciones moleculares requeririan biopsias de cerebro,

siendo una cuestion verdaderamente imposible e irreal (Gladkevich, et al. 2004).

Se han encontrado algunas alternativas a este gran problema. Una de ellas, es la
presencia del 5-HTT sobre la membrana plasmatica de las neuronas
serotoninérgicas, plaquetas, placenta y en células mononucleares de sangre
periférica (PBMC por sus siglas en inglés) (Fozard, et al. 1989, Faraj, et al. 1994), el
cual tiene una gran semejanza al que se encuentra en tejidos neuronales
(Faraj, et al. 1994).

Usando trascripcion reversa acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa
(RT-PCR), se aisl6 e identifico la codificacién del cDNA de la estructura primaria del
sitio de captura de la serotonina en PBMC y mostré ser idéntica a la del 5-HTT del

cerebro humano (Villinger, et al. 1994 y Lesch, et al. 1993).

La elucidacién de esta estructura y la demostracion de su identidad con la del 5-HTT
en el cerebro tiene implicaciones importantes ya que las PBMC, que son realmente
accesibles pueden utilizarse como modelo del 5-HTT del cerebro para estudiar la
regulacion y expresion de este gen en individuos alcohdlicos y de esta forma
entender en lo posible la asociacion entre la alteracion de la funcién del transportador
y la vulnerabilidad al alcoholismo (Faraj, et al. 1997).
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Fortaleciendo el modelo del 5-HTT en PBMC, también se estudio el transporte de
serotonina en estas células mediante el uso de radioligandos como [*H]5-HT vy
[*H]paroxetina, demostrando similaridades bioquimicas y farmacolégicas con las
descritas para el 5-HTT en la sinapsis cerebral (Faraj, et al. 1994 y Urbina, et al.
1999).

En resumen, los argumentos para el estudio de padecimientos psiquiatricos y
alteraciones inmunolégicas a través de las PBMC se basan en tres caracteristicas
(Gladkevich et al. 2004):

1. Expresion de proteinas neuroactivas y procesos en PBMC, entre ellos el 5-HTT.

2. Alteraciones en el funcionamiento de las PBMC en trastornos neuropsiquiatricos.

3. Similitudes de los efectos hormonales en procesos del sistema nervioso y en la
fisiologia de las PBMC.

Por lo tanto, es posible establecer un modelo de expresién genética del 5-HTT en

células mononucleares de sangre periférica 0 PBMC, que refleje la expresion del

mismo en el SNC.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1Hipotesis

Los pacientes alcohdlicos con y sin depresién presentan una disminucién en la

expresion genética del gel 5-HTT, en comparacion con voluntarios sanos.

4.20bjetivo general

Determinar las diferencias que existen en la expresién genética del gen 5-HTT entre

pacientes alcohélicos con y sin depresion comparada con voluntarios sanos.

4.3 Objetivos particulares

v’ Realizar la captacion de pacientes asi como de voluntarios sanos.

v' Separar las PBMC de las muestras sanguineas.

v’ Extraer el RNA total de PBMC de pacientes y voluntarios sanos.

v Analizar la concentracion, pureza e integridad del RNA extraido de pacientes y
voluntarios sanos.

v' Sintetizar cONA mediante RT de pacientes y voluntarios sanos.

v' Amplificar genes GAPDH y 5-HTT mediante PCR de pacientes y voluntarios
sanos.

v" Realizar la electroforesis de los productos de amplificacion de los genes GAPDH y
5-HTT.

v Realizar el andlisis cualitativo y semicuantitativo de la expresion del gen 5-HTT.
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5. DISENO EXPERIMENTAL

5.1 Diagrama de flujo

Criterios de seleccion

Pacientes n=24

Toma de muestra

Voluntarios sanos n=12

sanguinea

Separacion de PBMC de sangre periférica

Concentracion, pureza e

Extraccion de RNA total

integridad

Sintesis de cDNA por RT

Amplificaciéon de genes GAPDH y 5-HTT por PCR

Electroforesis en geles de agarosa

Resultados cualitativos

Densitometria

Resultados semicuantitativos
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5.2 Poblacién de estudio

Pacientes

Se conformo por un grupo de 58 pacientes que asistieron al Centro de Ayuda a
Alcohdlicos y Familiares (CAAF) del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la
Fuente Mufiz o al Centro de Alcohdlicos y Drogadictos Carrasco, A.C. entre los
meses de Febrero a Noviembre del aflo 2008. Se formo un grupo de 12 pacientes
que cumplieron los criterios de seleccion y ademas de ello presentaban un trastorno
depresivo (denominados pacientes alcohélicos con depresion), segun la MINI (Mini
Entrevista Neuropsiquiatrica Internacional) (Sheehan y Lecrubier, 1999) realizada por
un médico psiquiatra. A partir de este numero de pacientes, se formo otro grupo de
12 pacientes que cumplieron los criterios de seleccidn pero sin trastorno depresivo

(denominados pacientes alcohélicos).*

Voluntarios sanos

El grupo de voluntarios sanos se conformo de 20 sujetos de una poblacion abierta de
la Ciudad de México, de los cuales se seleccionaron 12 que cumplieron con los
criterios de seleccion y de la misma forma, un médico psiquiatra realizo la entrevista

MINI para descartar trastornos psiquiatricos asi como dependencia alcohdlica.*

*Todos los sujetos que participaron en el estudio firmaron un consentimiento informado
(Apéndice 10.2).
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5.3 Criterios de seleccion

Pacientes

Criterios de inclusion:

v Sindrome dependiente alcohdlico (grupos de alcohélicos con y sin depresion)

v" Trastorno depresivo (grupo de alcoholicos con depresion)

v" Sexo masculino o femenino
v Entre 18 y 65 afios

Criterios de exclusion:

v' Encontrarse bajo tratamiento farmacolégico
v' Embarazo o lactancia

v" Consumo de otras sustancias de abuso

v Menores de edad

Voluntarios sanos

Criterios de inclusion:
v" Sexo masculino o femenino
v Entre 18 y 65 afios

Criterios de exclusion:

v Sindrome dependiente alcohdlico

v’ Trastorno depresivos

v Encontrarse bajo tratamiento farmacolégico
v' Embarazo o lactancia

v' Consumo de sustancias de abuso

v Menores de edad
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5.4 Separacion de PBMC de sangre periférica

Se obtuvo una muestra de sangre periférica de pacientes y voluntarios sanos en
ayuno, de aproximadamente 6mL por puncion venosa en el antebrazo en presencia
de heparina de litio 87 USP (BD Vacutainer® Plus de Heparina). En seguida, se
realizo una dilucibn 1:1 de la sangre total con solucion salina isotonica;
posteriormente, esta dilucion se adiciono en tubos con Histopaque®-1077
(Sigma-Aldrich) y se sigui6 el procedimiento del reactivo para realizar la separacion
de PBMC por gradiente de densidad. Las muestras se centrifugaron durante 30min a
1600rpm, a continuacion se tomoO la capa correspondiente a las células
mononucleares y se realizaron dos lavados con solucion salina isoténica y
centrifugacion a 1600rpm por 10min. Por ultimo, se adiciond al boton de PBMC 1mL
de TRIzol® LS Reagent (Invitrogen). Las muestras fueron almacenadas a -70°C hasta

Su uUso.

5.5 Extraccion de RNA total

Las muestras con TRIzol fueron procesadas, adicionando 220uL de cloroformo,
agitando en vortex por aproximadamente 20s e incubando la muestra en hielo por
10min, terminado este tiempo se centrifugo la muestra a 10000rpm por 15min a 4°C
obteniendo una fase cloroformo/fenol, una interfase y una fase acuosa incolora; esta
altima fue transferida a un tubo eppendorf nuevo y para precipitar el RNA se
adicionaron 520uL de isopropanol agitando suavemente e incubando la muestra en
hielo por 20min. Posteriormente se realizo una centrifugacién a 10000rpm por 15min
obteniendo al final un botoén tipo gel en el fondo del tubo. Se removio el sobrenadante
y al boton de RNA se le realizaron dos lavados con 1ml de etanol al 80%
homogenizando en vértex y centrifugando a 6000rpm por 5min. Después de remover
el sobrenadante se seco ligeramente el botdon de RNA en campana de flujo laminar
por 20min. EI RNA fue resuspendido en 20uL de agua Gibco (Invitrogen) que se

encuentra libre de DNAsas y RNAsas y se disolvié incubando 5min a 50°C.
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Para conocer la concentracion del RNA total extraido, se llevo a cabo una dilucion
1:50 de este en agua Gibco y se analizo utilizando un espectrofotdmetro
(Biofotometro Eppendorf) a una relacion de absorbancias de Azgo/Azgo. Ademas, se
realizo una electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TBE 10x (Base Tris,
Acido borico, EDTA) pH 8.0 por 1lhr a 110v tefiido posteriormente con bromuro de
etidio (BioRad) y visualizado con lampara UV (UVTransilluminator).

5.6 Sintesis de cDNA por RT

Se utilizé 1pug de RNA para ser sometido a transcripcion reversa (RT) con la enzima
M-MLV RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase). Los
componentes de reaccidon que se indican en la Tabla 1, teniendo un volumen final de
25uL. Se realizo un primer ciclo de 1h a 42°C seguido por ciclo final de 95°C por

10min.

Reactivos Volumen Concentracion final
Oligo dT
2uL 25ng/uL
(Promega)
Mezcla de deoxinucleotidos trifosfatos
. lul 500uM
(dNTPs mix, Promega)
Buffer
_ SuL 1X
(M-MLV RT 5X Reaction Buffer, Promega)
Enzima
lul 200 u/pl

(M-MLV RT, Promega)

Agua Gibco c.p.b 25uL

Tabla 1. Elementos de reaccion para la transcripcion reversa (RT).
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5.7 Amplificacion de GAPDH y 5-HTT por PCR

Se utilizaron 2uL de cDNA sintetizado para la amplificacion de un control endégeno o
gen de referencia, el gen GAPDH (Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa)
(Stamova, et al. 2009), asi como para la amplificacién del gen 5-HTT.

Se utilizo la enzima GoTaq® DNA Polymerase (Promega) y se recurrié a primers ya
disefiados para el 5-HTT (Yang, et al. 2007). Mientras que, para el GAPDH se
disefiaron los primers correspondientes (NCBI, 2009) y se realizo a cada una de las

secuencias (Tabla 2) un analisis bioinformatico (Kibbe, 2007).

Gen Secuencias
For 5-GAACTCCTGGAACACTGGCAAC-3
5-HTT
534pb Rev 5 -ATGACAAATCCCGAAACGAAGC-3’
For 5-TGGGGAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3
GAPDH
874pb Rev 5"-GACTTCAACAGCGACACCCACTC-3’

Tabla 2. Secuencias y peso molecular de los primers para los genes GAPDH y 5-HTT.

Los componentes para ambas reacciones se indican en la Tabla 3, teniendo un
volumen final de 25uL. La PCR fue realizada en termociclador (Master Cycler

Gradient, Eppendorf) bajo las condiciones que se indican en la Tabla 4.
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Reactivos Volumen Concentracion final
Buffer
(5X Green GoTaq® Reaction Buffer, 5uL 1X
Promega)
Mezcla de deoxinucleotidos trifosfatos
. lul 500uM
(dNTPs mix, Promega)
Primer Forward lul 1uM
Primer Reverse lul 1uM
Enzima
® 0.5uL 5u/uL
(GoTag™ DNA Polymerase, Promega)

Agua Gibco c.b.p. 25 uL

Tabla 3. Elementos de reaccion para la PCR de ambos genes GAPDH y 5-HTT.

Etapa GAPDH S-HTT
Desnaturalizacion 94°C/3’ 94°C/5’
Alineamiento 61°C/1’ 54°C/30”
Polimerizacion 72°C/1°30” 72°C/30”
Extension 72°C/10° 72°C/10°
Ciclos 35 35

Tabla 4. Condiciones para la PCR de los genes GAPDH y 5-HTT.

Los productos de amplificacién de las reacciones se corrieron por electroforesis en
gel de agarosa al 2% en buffer TBE 10x pH 8.0 por 1hr a 110v, utilizando un
marcador de peso molecular de 1500pb (Promega); al término, el gel se tiiid por 5min

con bromuro de etidio (BioRad) y las bandas se visualizaron con lampara UV (UV

Transilluminator).
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5.8 Densitometria

Se realizo el analisis semicuantitativo de los productos de amplificacion por
densitometria, con un equipo Fotodocumentador (BioRad Gel Doc) y su programa
correspondiente (Quantity One® 1-D Analysis version 4.2.1) (Bio-Rad Laboratories) y
con los datos obtenidos se elaboraron los resultados semicuantitativos.
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6. RESULTADOS

6.1 Pureza e integridad del RNA total

Como criterio de calidad y pureza las muestras cumplieron con la relacion Azgo/Azso,
entre un valor de 1.8 y 2.0. Para verificar la integridad del RNA total extraido, se
sometieron muestras de este a electroforesis en gel de agarosa, donde se observan
las dos bandas caracteristicas propias del RNA ribosomal (Fig. 7), correspondientes
a los segmentos 18S y 28S, siendo indicativo de la integridad del RNA extraido
(Applied Biosystems, 2004).

5kb

1kb

Fig 7. Gel de agarosa que muestra las bandas caracteristicas del RNA ribosdmico correspondientes a
los segmentos 18S y 28S con un peso molecular de 1.9kb y 4.5kb respectivamente. El carril 1 es el
marcador de peso molecular, los carriles 3, 5y 7 contienen muestras de RNA total extraido de tres

muestras elegidas al azar y los carriles 2, 4, 6 y 8 no contienen muestra.
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6.2 Resultados cualitativos

Después de realizar la RT-PCR, los resultados obtenidos en los geles de agarosa se
analizaron cualitativamente, en base a la presencia o ausencia del producto

amplificado y utilizando como control enddgeno o gen de referencia el gen GAPDH.

6.2.1 Voluntarios sanos

Este grupo se conformo de 12 sujetos entre los 18 y 65 afios de edad (33.5+10.4) y
un 83.4% fueron hombres mientras que el 16.6% fueron mujeres. Los productos de
amplificacion obtenidos se muestran en la figura 8. Cualitativamente se observa que
todos los sujetos expresan el gen GAPDH (gen de referencia) al igual que el gen
5-HTT (gen problema).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

<+— GAPDH 874pb
<— 5-HTT 534pb

Fig 8. Productos de amplificacién de los genes GAPDH y 5-HTT en PBMC de 12 voluntarios sanos

por RT-PCR. El carril 1 es el marcador de peso molecular.
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6.2.2 Pacientes alcohélicos

Se estudio un grupo de 12 pacientes alcohdlicos entre 18 y 65 afos de edad
(41.67 £ 14.01), un 91.7% fueron hombres mientras que el 8.3% fueron mujeres. Los
productos de amplificacion obtenidos se muestran en la figura 9. Cualitativamente se
observa que todos los sujetos expresan el gen GAPDH (gen de referencia), mientras
gue la expresion del gen 5-HTT (gen problema) es menor en algunos sujetos

comparados con los voluntarios sanos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

pb
1500

1000

<— GAPDH 874nb
800

<— 5-HTT 534pb

500
400

300

Fig 9. Productos de amplificacién de los genes GAPDH y 5-HTT en PBMC de 12 pacientes

alcoholicos por RT-PCR. El carril 1 es el marcador de peso molecular.
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6.2.3 Pacientes alcohdlicos con depresion

El grupo de pacientes alcohdlicos con depresion también oscilo entre los 18 y 65
afos de edad (43.25 + 12.43) e igualmente un 91.7% fueron hombres mientras que
el 8.3% fueron mujeres. Los productos de amplificacion obtenidos se muestran en la
figura 10; cualitativamente se observa que todos los sujetos expresan el gen GAPDH
(gen de referencia), mientras que la expresion del gen 5-HTT (gen problema) es
menor o nula en la mayor parte de los sujetos comparados con los voluntarios sanos

y los pacientes alcohdlicos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

pb
1500

1000
<— GAPDH 874pb

800

500 3 <— 5-HTT 534pb

300

Fig 10. Productos de amplificacion de los genes GAPDH y 5-HTT en PBMC de 12 pacientes

alcohdlicos con depresion por RT-PCR. El carril 1 es el marcador de peso molecular.
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6.3 Resultados semicuantitativos

6.3.1 Densitometria

Se realizo un andlisis de la densidad 6ptica por area (D.O.mm?) de las bandas

observadas en los geles de agarosa para los tres grupos de estudio; como indicador

de los niveles de expresion genética.

semicuantificaciéon se muestran en la tabla 5.

Los

resultados descriptivos de

Gen Grupos de estudio n D.O. mm? + Error Estandar
GAPDH Total 36 2288.96 + 119.14
Voluntarios sanos 12 1074.03 £ 112.58
Alcohdlicos 12 880.46 + 127.20
S5HTT N
cohdlicos
con depresién 12 202.64 + 108.73
Total 36 719.04 + 90.83
Voluntarios sanos 12 0.501 + 0.039
Alcohdlicos 12 0.315 £+ 0.053
S5HTT/GAPDH
Alcohdlicos
con depresion 12 0.097 £ 0.053
Total 36 0.305 + 0.039

la

Tabla 5. Media de la densidad 6ptica por area (D.O. mmz) obtenida de las bandas observadas en los

geles de agarosa correspondientes a los genes GAPDH y 5-HTT; asi como de la normalizaciéon

(5-HTT/GAPDH) de los tres grupos de estudio. n= numero de muestras.
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Después, utilizando el software estadistico SPSS Statistics version 18.0 (IBM, 2008)
se realiz6 un andlisis de varianza de un factor (ANOVA) de la densitometria

(D.0.mm?) de las bandas correspondientes al gen 5-HTT.

Se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa entre la media de la
densitometria (D.O.mm?) de los tres grupos de estudio correspondientes al gen
5-HTT (F=15.442, gl=35, p<0.0001) (Gréfica 1). Mediante una comparacion de Tukey
se encontrd una diferencia estadistica significativa entre la media de los voluntarios
sanos y la de alcohdlicos con depresion (p<0.0001); asi como entre el grupo de

alcohdlicos y el de alcohdlicos con depresion (p<0.0006).

1400 , .

*%*

1200 ' l

1000 -

800 -

D.0O.mm?2

600 -

400 —

200 —

0 -
Voluntarios sanos Alcohdlicos Alcoholicos +
Depresion

Grupos de estudio

Grafica 1. D.O. mm?” + error estandar de las bandas observadas en los geles de agarosa y que

corresponden a los niveles de expresion del gen 5-HTT en los tres grupos de estudio. * ** p<0.05
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6.3.2 Normalizaciéon

También se realizé un analisis de varianza de un factor (ANOVA) de la normalizacion
de los niveles de expresion, es decir, la relacion o proporcion de los niveles de

expresion del gen problema y el gen de referencia (5-HTT/GAPDH).

Se encontrd0 una diferencia estadisticamente significativa entre la media de la
densitometria (D.O.mm?) de los tres grupos de estudio correspondientes a la
normalizacion 5-HTT/GAPDH (F=17.120, gl=35, p<0.0001) (Grafica 2). Mediante una
comparacion de Tukey se encontré una diferencia estadistica significativa entre los
voluntarios sanos y alcohdlicos (p<0.05); los voluntarios sanos y alcohodlicos con
depresion (p<0.0001); asi como entre el grupo de alcohdlicos y el de alcohélicos con

depresion (p<0.009).

0.8 - .
I o 1

T 0.6 - ' '
2
< I *%k% I
Q I 1
||: 0.4 -
T
O

0.2 -

0.0 -

Voluntarios sanos Alcoholicos Alcoholicos +
Depresion
Grupos de estudio

Gréfica 2. D.O. mm? + error estandar de las bandas observadas en los geles de agarosa y que

corresponden a la normalizacion 5-HTT/GAPDH en los tres grupos de estudio. *, **, *** p<0.05
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

La importancia de la comorbilidad entre la depresion y el alcoholismo se demostro
por diversos estudios epidemiolégicos. Por ejemplo, la Inspeccion Nacional de
Comorbilidad (NCS) en los Estados Unidos, encontr6 que en comparacién con
no-deprimidos, la posibilidad de dependencia al alcohol fue significativamente
elevada para hombres y mujeres con depresion y demostré ademas, que existe el
doble de incremento en la posibilidad de presentar depresion entre sujetos con

dependencia al alcohol (Kessler, et al. 1997).

Otros estudios, encontraron que en aproximadamente un 31.5% de los individuos
con un desorden afectivo como la depresion también presentaban criterios para
dependencia al alcohol, comparado con el 14% de aquellos que no tenian un

desorden afectivo (Ostacher, 2007).

Por tanto, debido a que los desordenes en el uso del alcohol co-ocurren muchas
veces con el trastorno depresivo mayor y el curso de cada una de estos trastornos se
ve complicado por el otro, los pacientes que tienen comorbidas estas condiciones
tienden a ser mas perjudicados que aquellos que tienen solo uno de ellos. Por ende,

el diagnéstico y tratamiento de estos pacientes es todo un reto.

Con el fin de encontrar caracteristicas bioldgicas que definan la susceptibilidad de los
individuos al desarrollo de trastornos relacionados con el abuso del alcohol, es decir,
el alcoholismo o dependencia alcohdlica, asi como del trastorno depresivo mayor;
numerosas publicaciones se han inclinado a hipétesis en las que estas
enfermedades tienen en comun una disfuncion en la neurotransmision central
serotoninérgica (Chastain, et al. 2006, Heinz, et al. 2001, Niemela, 2007, Salcedo,
2007).
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En esta investigacion, se observo una reduccion significativa en la expresion
genética del gen 5-HTT en células mononucleares de sangre periférica en pacientes

alcohdlicos con y sin depresion comparados con voluntarios sanos.

Cabe seialar que no se encontraron investigaciones previas sobre el estudio del
5-HTT en células mononucleares de sangre periférica en trastornos comorbidos
como el alcoholismo y la depresion. Algunos estudios hallaron una reduccion
significativa en la unién del radioligando [*H]paroxetina al 5-HTT en linfocitos de
sangre periférica de pacientes con depresion mayor (Lima y Urbina, 2002 y
Pefia, et al. 2005).

Respecto al resultado de esta investigacion, la reduccién en los niveles de expresion
del gen 5-HTT puede deberse a una disminucién en los niveles de concentracion de
serotonina, como indican algunos estudios en pacientes alcohdlicos y pacientes
deprimidos, existe una disminucion en la concentracion de serotonina asi como de su
metabolito principal, el 5-HIAA (Gibbons y Davis, 1986 y Roy, et al. 1989). Otra
explicacion es que esta reduccion en la expresion genética del 5-HTT es resultado de
una reduccién genética directa de los niveles de su correspondiente mRNA, por
inhibicion de la transcripcion del gen debido a los efectos tdxicos del alcohol y/o a los

efectos propios del trastorno depresivo (Krishnan y Nestler, 2008 y Chastain, 2006).

Otras investigaciones indican que una variacion alélica en la regién polimorfica del
gen del transportador, el 5-HTTLPR est4 asociada con el alcoholismo y ciertos
desordenes neuropsiquiatricos y puede conferir una baja expresion del transportador
(Heinz, et al. 2000, Marques, et al. 2006). Sin embargo, se han encontrado
disminuciones significativas en determinaciones de los niveles de mRNA de esta
region polimorfica sin importar las variantes alélicas corta o larga en linfocitos de
pacientes con depresion mayor, explicando simplemente la disminucién en la

proteina (Lima, et al. 2005).
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El hallazgo de este estudio, se suma a la hipétesis de que una disfuncién en la
neurotransmision central serotoninérgica esta implicada en la dependencia alcohdlica
y el trastorno depresivo. Y por ahora, solo es posible sefialar que se trata de otro
factor que contribuye en el origen, susceptibilidad o desarrollo de estas
enfermedades y en un futuro pueda aportarse en la basqueda de nuevos y mejores

tratamientos para estos trastornos.

Por otro lado, no hay que omitir que al aumentar los indices de comorbilidad entre
estos y otros trastornos neuropsiquiatricos, ha crecido el interés por estudiar tanto las
causas como las consecuencias de la correlacion entre trastornos. Un estudio
(Lynskey, 1998) concluyé que hay esencialmente cuatro clases de explicacion para

la co-ocurrencia de dos desordenes:

a) una condicién puede crear un aumento en el riesgo de la otra condicion;

b) las condiciones pueden ser comorbidas porque comparten los mismos factores de

riesgo;

c) los factores de riesgo para dos condiciones podrian ser separados y distintos sin
embargo correlacionados y es esta correlacion entre los factores de riesgo lo que

causa que las dos condiciones sean comorbidas;

d) las condiciones podrian ser correlacionadas o comorbidas porque son reflejo de

un sindrome o vulnerabilidad comun.
De esta forma, la implicacion del 5-HTT tanto en el alcoholismo como en la depresion

asi como su comorbilidad genera, en base a estas cuatro explicaciones las

siguientes propuestas:
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a) la depresién aumenta el riesgo de dependencia alcohol o viceversa;

b) la depresion y el alcoholismo comparten como factor de riesgo las diferencias en

la expresion genética del 5-HTT;

c) los factores de riesgo son distintos para ambos desordenes pero tienen en comun
una disparidad en la expresion del gen 5-HTT;

d) el alcoholismo y la depresion son reflejo de una disparidad en la expresion
genética del 5-HTT.

Paralelamente, la cuestion de la secuencia temporal entre el comienzo de la
dependencia al alcohol y los desordenes afectivos ha sido documentada en algunos
estudios. En uno de ellos, se definieron dos subtipos potenciales de desorden
afectivo entre individuos que son alcohol-dependientes: 1) desordenes depresivos
mayores independientes, que definieron como aquellos desordenes que tuvieron su
inicio antes del comienzo de la dependencia al alcohol o durante un largo periodo de
abstinencia al alcohol y 2) desordenes del humor inducidos por sustancias, que
tuvieron un inicio después del comienzo de la dependencia al alcohol y durante

periodos de consumo fuerte de alcohol (Schuckit, 2000).

El conocer el origen de la comorbilidad entre la depresion y dependencia alcohdlica
tiene también importantes implicaciones practicas para el tratamiento del desorden.
Por ejemplo, si la depresion es a causa de la dependencia al alcohol entonces el
tratamiento efectivo hacia la dependencia podria aliviar o eliminar la depresion;
inversamente, si el desorden primario es la depresién entonces su tratamiento podria

reducir los sintomas de dependencia al alcohol (Lynskey, 1998).
No obstante, nada puede asegurarse incluso si la comorbilidad entre los desordenes

es explicado por un factor de riesgo comun o compartido, entonces el tratamiento de

cada condicién no necesariamente tendra efecto sobre el otro (Lynskey ,1998).
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Aunque en relativamente poco tiempo se han logrado avances significativos en la
identificacion de genes involucrados en el desarrollo del alcoholismo y la depresion
con ayuda de estudios estadisticos y de genética molecular, es necesario continuar
la identificacidn de caracteristicas determinantes en enfermedades multifactoriales
gue como se sabe, son resultado de una amplia gama de complejas interacciones
entre factores genéticos, ambientales, conductuales y sociales que alun permanecen
sin elucidar a pesar de los enormes esfuerzos hechos durante varias décadas por la

comunidad de investigadores que trabaja en temas relacionados.
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8. CONCLUSIONES

Se encontré una disminucion significativa en la expresion genética del gen 5-HTT
entre pacientes alcohodlicos y pacientes alcohdlicos con depresion en comparacion

con voluntarios sanos.

Los resultados obtenidos sugieren que existe una disfuncion en la neurotransmision
serotoninérgica en pacientes alcohdlicos y pacientes alcohdlicos con depresion
debido presuntamente a diferencias en la expresion genética del gen 5-HTT.

La expresion genética del gen 5-HTT es otro factor que contribuye en el origen,
susceptibilidad o desarrollo de los trastornos neuropsiquiatricos como la dependencia

alcohdlica y la depresion.
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10. APENDICES

10.1 Abreviaturas

S-HTT
S-HT
S5-HIAA
5-HTTLPR
c.b.p
CAAF
DNA
cDNA
CSF
DSM
EDA
GAPDH
ICD
ISRS
MRNA
MAO
MINI
NAD*
OMS
RNA
RT-PCR
SFA
SNC
SNP
SPECT
TRP

Transportador de serotonina

5-hidroxitriptamina o serotonina

5-hidroxindolacético

Region regulatoria polimorfica del 5-HTT

Cuanto baste para

Centro de Ayuda a Alcohdlicos y Familiares

Acido Desoxirribonucleico

DNA complementario

Fluido cerebro espinal

Manual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales
Escala de Dependencia al Alcohol

Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

Clasificacion Internacional de Enfermedades
Inhibidores Selectivos de la Recaptura de Serotonina
RNA mensajero

Monoaminoxidasa

Mini Entrevista Neuropsiquiatrica Internacional
Nicotinamida adenina dinucleotido

Organizacion Mundial de la Salud

Acido Ribonucleico

Transcripcion reversa - Reaccion en cadena de la polimerasa
Sindrome fetal alcohdlico

Sistema nervioso central

Sistema nervioso periférico

Tomografia computarizada por emision de foton unico

Triptéfano
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10.2 Consentimiento Informado

Fecha (dia/mes/afio)

El participante:
Con domicilio en:

Otorga su consentimiento para participar voluntariamente en el proyecto de
investigacion “Diferencias en la expresion del gen del transportador de serotonina en
dos grupos de pacientes: alcohdlicos con y sin depresion”, el cual requiere lo
siguiente:

Realizar una entrevista psiquiatrica con un médico especialista y permitir la toma de
una muestra sanguinea en ayunas, las cuales no tendran ningun costo e igualmente
se realizara un biometria hematica gratuita.

He recibido una explicacién completa de la pQFB Denia Gonzalez Cruz responsable
del estudio, acerca de su naturaleza, propdsito, duracion y he podido preguntar mis
dudas sobre todos los aspectos del estudio.

Puedo notificar de inmediato cualquier anomalia que pudiera observar y estoy
informado y consciente de que puedo abandonar el estudio en cualquier momento si
asi lo deseo. Mis datos personales no seran divulgados y todos los datos recogidos
en el estudio se mantendran de forma confidencial.

Doy mi conformidad para que estos datos puedan examinarlos las personas
responsables del estudio bajo la autoridad delegada al investigador y los
representantes de las autoridades sanitarias del Instituto Nacional de Psiquiatria.

Firma del Investigador Firma del participante
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