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EL PAPEL DE POLIMORFISMOS DEL GEN COMT EN LA
SUSCEPTIBILIDAD A LA DEPRESION MAYOR

1. RESUMEN

Se ha descrito que las alteraciones de las vias noradrenérgica, serotoninérgica
y dopaminérgica son responsables de la fisiopatologia de la depresion vy, la
modulacion variable de las mismas es, hasta cierto punto, responsable de la
variabilidad individual en la respuesta clinica al tratamiento antidepresivo

observada en diferentes pacientes.

Considerando que la enzima Catecol-O-Metiltransferasa (COMT) es importante
en el catabolismo de neurotransmisores como noradrenalina y dopamina, se
propone examinar la asociacion entre los haplotipos del gen COMT vy la
susceptibilidad a la depresion mayor. Este estudio esta focalizado en pacientes

con diagnostico de depresion mayor.

En Colombia la frecuencia de uso de los servicios de salud para la atencién de
trastornos del estado de 4nimo es de 14,2%, de estos el mas frecuente es el
trastorno depresivo mayor (1). Este hecho, sumado a la variacion en la
respuesta a medicamentos antidepresivos hace necesario la implementacion
de estudios que integren areas de Psiquiatria y Genética hacia objetivos
comunes como la identificacibn de los aspectos genéticos y clinico-
psiquiatricos que ayuden a optimizar el diagnéstico y la terapéutica en este

grupo de pacientes.

La revision de la literatura especializada permite concluir que éste es el primer
estudio en Colombia que relaciona los polimorfismos de COMT con la
susceptibilidad a la depresidbn mayor y permitira determinar las frecuencias

alélicas y genotipicas de los polimorfismos que se encuentren en la poblacion.



Se logro realizar la caracterizacion del gen COMT en una muestra de la
poblacién colombiana, se obtuvieron las frecuencias alélicas y genotipicas de

este, ademas las frecuencias haplotipicas.

Aungue no se encontrd una asociacion entre este gen y la Depresion Mayor, se
permitié hacer una aproximacién al estudio de ciertos endofenotipos de esta
entidad y otros trastornos psiquiatricos, sin embargo este estudio al tener un
tamafo de muestra pequefio requiere futuros estudios que permitan corroborar

o cambiar los hallazgos dados en nuestros resultados.

2. JUSTIFICACION

La depresion es considerada una enfermedad multifactorial en la que tanto
factores genéticos como ambientales juegan un rol importante. Los factores
genéticos influyen de manera trascendental, en la susceptibilidad a sufrir esta
enfermedad asi como también en la eficacia de la terapéutica y la generacion
de reacciones adversas. Se han identificado polimorfismos genéticos que
confieren diferencias interindividuales en la respuesta a los farmacos,
conocimiento necesario para modificar y ajustar las dosis de los medicamentos
con el fin de lograr el objetivo terapéutico y reducir el nimero e impacto de las

reacciones adversas o fallos terapéuticos asociados con estos polimorfismos.

En Colombia, la prevalencia de vida de trastornos del afecto que incluyen la
depresion mayor, es de 15% en ambos sexos siendo del 17.5% en mujeres,
segun el Estudio Nacional de Salud Mental de 2003. La alta prevalencia de
esta enfermedad hace necesario determinar un método diagndstico rapido y
eficaz. Hasta el momento, el diagndstico de esta entidad se realiza de una
manera parcialmente subjetiva basada en los criterios de DSM IV segun el
concepto del psiquiatra tratante, sin embargo no son de uso comdn otras
herramientas que permitan una determinacién cuantitativa. Adicionalmente, no
existen en la actualidad biomarcadores que faciliten la deteccion de sujetos con
una mayor susceptibilidad a padecer esta enfermedad o que puedan utilizarse

como herramienta diagndstica en conjunto con los métodos actuales.
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El estudio de polimorfismos genéticos es de interés médico, debido a que estos
son responsables de la susceptibilidad a algunas enfermedades multifactoriales
como la depresion, y hoy en dia la caracterizacion de estas variantes genéticas
se usa como parte del diagndstico y en el tratamiento de estas, de manera
individual para cada paciente.

Por otro lado, debido a que esta enfermedad es comln en nuestra poblacion,
gran cantidad de la poblacién requiere el uso de medicamentos antidepresivos
pues son éstos parte fundamental del tratamiento. Estos farmacos muestran
variabilidad en la respuesta individual, en términos de efectividad o tiempo
transcurrido para lograr respuesta clinica (2) (reduccion de 50% del puntaje o
mas en la Escala de Depresion de Hamilton -HAM-D17) o de remision (2)
(puntaje HAM-D 17<8). Esta variacion, asi como diferencias en la respuesta al
tratamiento (mayor o menor eficacia), y las potenciales reacciones adversas
gue son causa de morbi-mortalidad, se explican, en parte, por la existencia de
polimorfismos genéticos de genes involucrados en el metabolismo de
catecolaminas (3,4). Adicionalmente los polimorfismos genéticos responsables
de las reacciones adversas o la toxicidad por medicamentos presentan
frecuencias variables segun la poblacion (5) y pueden también estar

determinados genéticamente.

Se han realizado estudios que buscan encontrar factores tanto ambientales
como genéticos de susceptibilidad a Depresion mayor, y sugieren que un
ambiente desfavorable como una familia disfuncional, de bajo nivel
socioecondémico, multiples situaciones de estrés en la infancia sumado a
algunos polimorfismos en los genes que regulan las vias de dopamina y
serotonina generan predisposicion a sufrir depresion mayor (6). Por ejemplo, el
gen COMT que codifica para la enzima Catecol-O-Metiltransferasa involucrada
en la degradacion de las catecolaminas, se ha involucrado con la

predisposicion a varias enfermedades psiquiatricas.



En la poblacion de Colombia, se desconoce la frecuencia de los polimorfismos,
genotipos y haplotipos de COMT que puedan llegar a ser marcadores de

susceptibilidad de esta patologia o de otras entidades psiquiatricas.

3. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

3.1. Trastornos del estado de animo

3.1.1. Definicién y clasificacion de los trastornos de estado de animo

Los trastornos del estado de &animo tienen como caracteristica principal la
alteracion del estado de animo y del humor, el diagnéstico se basa en la

presentacion y la periodicidad de los episodios afectivos.

Los trastornos del estado de &nimo, segun la clasificacion de DSM-IV
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders), de la Asociacion
Estadounidense de Psiquiatria, se dividen en: trastornos depresivos, trastornos
bipolares, trastornos del estado de animo asociados a enfermedad médica o
causados por sustancias activas (7). El interés del presente estudio se centra

en las causas de la depresion y sus variantes.
3.1.2. Trastornos depresivos

Los trastornos depresivos se dividen, a su vez, en:
3.1.2.1. Trastorno depresivo mayor (TDM)

Cuando ocurren uno o mas episodios depresivos mayores, entendiéndose

estos segun los criterios que se delinean mas adelante (7).
3.1.2.2. Trastorno distimico (TDT)

Consiste en un periodo de dos afios en los que la mayor parte de este tiempo
se presenta un estado de animo depresivo que se acompafa de otros
sintomas, sin que se cumplan los criterios de un episodio depresivo mayor (7).

3.1.2.3. Trastorno depresivo no especificado (TDNE)
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Se incluye en esta categoria a otros trastornos con caracteristicas depresivas
gue no clasifican dentro de los anteriores (7).

3.1.3. Trastornos bipolares

Los trastornos bipolares incluyen la presencia de un episodio maniaco, mixto o
hipomaniaco que se acompafia de sintomas de depresibn mayor. Se sub-
dividen en el trastorno bipolar tipo | (TBP-I), trastorno bipolar Il (TBP-II),

trastorno ciclotimico (TCT) y trastorno bipolar no especificado (TBNE) (7).
3.1.3.1. Trastorno bipolar | (TBP-I)

Hace referencia a la presencia de mas de un episodio maniaco, el cual consiste
en un estado de animo elevado, euférico, expansivo y anormalmente bueno e
irritable con ideas delirantes y alucinaciones, por un tiempo mayor a una
semana; también puede ser mas de un episodio mixto con la alternancia rapida
de estados de animo de tristeza (depresion) y euforia (mania), acompafiados
de episodios depresivos mayores (7).

3.1.3.2. Trastorno bipolar 1l (TBP-II)

Consiste en presentar uno o mas episodios depresivos mayores acompafiados
por, al menos un episodio hipomaniaco, que se define como un periodo que
dura cuatro dias en un estado de animo elevado o irritable y otros tres con
aumento de la autoestima y la grandiosidad hasta la agitacion psicomotora, sin

gue existan ideas delirantes ni alucinaciones (7).
3.1.3.3. Trastorno ciclotimico (TCT)

Se refiere a una persona con dos afios de multiples periodos de sintomas

hipomaniacos y periodos de sintomas depresivos (7).
3.1.3.4. Trastorno bipolar no especificado (TBNE)

Abarca todos los otros cuadros con sintomas bipolares que no cumplen los

criterios de los anteriores tres sub-grupos (7).

3.1.4. Otros trastornos del estado de a&nimo
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El trastorno del estado del animo debido a enfermedades médicas hace
referencia a la etiologia de base desencadenante (por ejemplo el secundario al
cancer de seno) (8); de igual manera se clasifica a los trastornos del estado de
animo que son secundarios a alguna sustancia (p. ej. efecto adverso al

suministro de beta-bloqueadores como propanolol) (7).
3.1.5. Frecuencia de los trastornos del estado de &nimo

En el Estudio Nacional de Salud Mental, realizado en 2003, se observé una
prevalencia de 12 meses en Colombia de los trastornos de estado de animo de
un 6.9% (8.7% en mujeres y 4.5% en hombres). El mas frecuente de estos fue
el TDM con un 5.6% de la poblacion total (prevalencia discriminada por género
en mujeres 7.3% y hombres 3.5%), con una edad de inicio hacia los 24 afos
(1). La prevalencia del TDM a nivel mundial es de 6.6% en un periodo de 12
meses (9) y en Alemania fue de un 10.7% en un periodo de 12 meses (10).

3.2. Trastorno depresivo mayor (TDM)

Consiste en uno o mas episodios depresivos mayores, entendiéndose por
episodio depresivo mayor (EDM) a un periodo superior a dos semanas con un
estado de animo deprimido o pérdida del interés o de la capacidad para
experimentar placer en casi todas las actividades; ademas, los enfermos de
EDM tienen, segin DSM-IV, al menos cuatro de los siguientes sintomas:
perdida o aumento del peso corporal, insomnio o hipersomnia, agitacion o
enlentecimiento psicomotor, fatiga o pérdida de energia, sentimientos de
inutilidad o de culpa excesivos o inapropiados, disminucion de la capacidad
para pensar 0 concentrarse, pensamientos recurrentes de muerte, ideacion
suicida sin un plan especifico o una tentativa de suicidio o con un plan
especifico para suicidarse. Para determinar un estado depresivo mayor aislado
los sintomas deben provocar deterioro social o laboral y se deben descartar el
trastorno afectivo bipolar o la presencia de una sustancia exdégena 0 una
enfermedad médica de base o la presencia de un duelo (pérdida de un ser
querido) (7).

12



El EDM suele desarrollarse en pocos dias y puede estar precedido de sintomas
de ansiedad o depresion leve con una duracién, sin tratamiento, de seis meses
0 mas. Con el tratamiento, casi siempre se alcanza la remision completa de los
sintomas; no obstante, hay casos de remision parcial de los sintomas o estos
persisten por mas de dos afios, hallazgo que se le considera como EDM
cronico (7).

El TDM suele tener un curso Unico; en los casos en que es recidivante incluye
dos o mas EDM y el TDM se convierte en crénico, con deterioro progresivo y se
presenta luego de acontecimientos psicosociales estresantes graves. La edad
promedio de inicio del TDM es hacia los 25 afios, aunque los datos

epidemioldgicos muestran que la edad de inicio se viene acortando (7).

En los menores de edad el TDM se asocia frecuentemente a estados crénicos,
recurrentes y desenlaces negativos. El inicio en la mitad de los adultos jévenes
con TDM fue en la adolescencia (11). En el TDM recidivante cada episodio
depresivo incrementa la probabilidad de sufrir uno nuevo (7) y la consecuencia
mas grave de un EDM es el suicidio, tanto en la tentativa como el suicidio
consumado, riesgo que aumenta en personas con una historia familiar positiva
de este (7). La prevalencia de intento de suicidio en Colombia es de un 1.3%

en la poblacion total (1).
3.2.1. Etiologia de trastorno depresivo mayor

El TDM desde el punto de vista genético se le considera de herencia compleja
o multifactorial (12,13) y por ello se han realizado estudios para identificar
factores ambientales y genéticos de susceptibilidad. Se ha propuesto que los
ambientes desfavorables, como una familia disfuncional, el bajo nivel
socioeconémico y las multiples situaciones de estrés en la infancia (14), entre
otros, son factores que sumados a algunos polimorfismos en los genes que
regulan las vias de dopamina y serotonina y otras, generan la predisposicion a

sufrir una depresion mayor (6).

Situaciones de adversidad en la niflez como: maltrato fisico, abuso de

sustancias psicoactivas por parte del cuidador, abuso sexual y abandono en un

13



hogar de paso, estan definitivamente ligadas a la presentacién de depresion
mayor en la edad adulta y constituyen un factor de riesgo muy importante (15).
También se ha encontrado una fuerte relaciéon con la exposicion al humo de
cigarrillo en edades tempranas o durante el embarazo que se asocian al

aumento del riesgo a sufrir depresion mayor en la edad adulta (16).

El alto consumo de acidos grasos insaturados trans contenidos en las llamadas
“comidas rapidas” y pasteleria, se relaciona con un riesgo aumentado a

depresion mayor (17,18).

Dentro de algunos factores protectores para no presentar depresion mayor se
ha postulado la actividad fisica durante la adolescencia para disminuir los
factores estresantes de este periodo transicional (19). También se ha postulado
la ingesta de acidos grasos Omega-3 como un factor de proteccion gracias su
accion de mantenimiento de las estructuras cerebrales y también a la
interaccibn en el metabolismo de fosfolipidos, en la modulacion de la

transduccion de sefiales (20).

En cuanto a las causas genéticas de la depresion se han encontrado
asociaciones con loci que mapean en los cromosomas 4 y 9, con respecto a la
depresion (21). Los estudios en gemelos monocigotos y dicigotos han
demostrado una heredabilidad del 37%, por tanto, se considera que los
factores ambientales son mas relevantes que los genéticos como causa de
depresion (22-24). Se ha postulado como loci causales de TDM genes como
PCNT (pericetrina) que mostré asociacion significativa con 2 SNPs (single

nucleotide polymorphism) y el TDM (25).

Un meta-analisis para el estudio de depresioén, evalud el papel de 200 genes
candidatos; de estos, 26 (incluido COMT), mostraron evidencia de relacion con
el fenotipo en otros estudios. La asociacion importante entre el fenotipo
depresion y genes candidato sugirié siete genes como causales del fenotipo
S5HTTP/SLC6A4, APOE, DRD4, GNB3, HTR1A, MTHFR y SLC6A3, dentro de
los cuales no estaba COMT (24). Ademas, desde 1997 un estudio clinico
identific6 una fuerte asociacion entre el sindrome Velocardiofacial vy

enfermedades psiquiatricas del estado de animo. El sindrome Velocardiofacial
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incluye defectos cardiacos, labio/paladar hendido, una facies peculiar y déficit
cognitivo causados por una micro-delecion en 22q11, region en la que esta
localizado el gen COMT (26,27).

3.2.2. Fisiopatologia de la Depresion

Entre las teorias sobre la fisiopatologia de la depresién mayor se encuentran:
las hipoétesis del estrés y del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (22), la hipétesis
de deficiencia de mono-aminas (22), de la alteracion de la neurotransmision de
la via glutamatergica, que menciona como los niveles de glutamato y glutamina
se encuentran reducidos en la corteza prefrontal (28-30), la reduccion de la
neurotransmisioén de la neurotransmision de las neuronas GABAergicas (del
acido gamma amino butirico (GABA)) (28,31,32), las anormalidades en el ritmo
circadiano (33-35), la deficiencia en la sintesis de neuro-esteroides (36), la
alteracion en la funcion de los opioides enddégenos como el factor neurotrofico
derivado del cerebro (BDNF) (37,38), el desbalance entre mono-amina y
acetilcolina (39), las alteraciones del sistema inmune y depresion mediada por
citoquinas (14,40), las anormalidades en la tiroxina (41,42) y el sistema fronto-
limbico con cambios estructurales a nivel de la corteza pre-frontal y la amigdala
en individuos con depresion y cambios en los niveles de cortisol a los cuales es
sensible el hipocampo (22,23,43-45).

La hipétesis del estrés, eje hipotalamo-hipofisis-adrenal y los factores de
crecimiento consiste en que el estrés es percibido por la corteza cerebral y
trasmitido al hipotdlamo donde es liberada la Hormona Liberadora de
Corticotropina (CRH) sobre los receptores de la hipéfisis, generando secrecion
de corticotropina en el plasma lo que estimula a los receptores en la corteza
adrenal, liberando finalmente cortisol a la sangre que llega al hipotdlamo lo que
disminuye los niveles de CRH como respuesta para mantener la homeostasis.
Los pacientes con depresidon presentan niveles elevados de cortisol en plasma
y niveles elevados de CRH en liquido cefalorraquideo, lo que indica una
desregulacion de este eje. Para evaluar este sistema, se administra

dexametasona para suprimir los niveles altos de cortisol (22).
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La hipétesis de la deficiencia de monoaminas se generd a partir de estudios en
cerebros de pacientes pos-mortem. Se encontraron disminuidos en el liquido
cefalorraquideo y otros fluidos corporales, los niveles de metabolitos como
noradrenalina y serotonina. Ademas, con la administracion de medicamentos
inhibidores de la enzima MAO, se comprob6 aumento de estos
neurotransmisores (22). Otro ejemplo de la hipétesis de deficiencia de
monoaminas es un estudio en que pacientes tratados con reserpina mostraban
un estado de animo depresivo, que se explica por la deplecibn que este

medicamento producia en las reservas centrales de monoaminas (14).

En estudios experimentales se encontré que los niveles del principal metabolito
de la serotonina, el acido 5 hidroxi-indol-acético, estaban disminuidos en el
liquido cefalorraquideo de pacientes depresivos (46). Es por esto que otro
polimorfismo ampliamente relacionado con depresion mayor es el 5-HTTLPR,
en la regiébn promotora del gen transportador de serotonina, que genera una
disminucion de los niveles de este neurotransmisor en el espacio pre-sinaptico
(22).

Otros neurotransmisores relacionados con la depresién, son las catecolaminas,
sustancias formadas por un grupo catecol y otra cadena lateral con un grupo

amino. Las mas importantes son dopamina, adrenalina y noradrenalina (47).

Su biosintesis es a partir de la tirosina que es un aminoacido que puede ser
endogeno (originado de fenilalanina) o exdgeno (adquirido en la dieta) se
realiza en 4 reacciones: inicialmente por accion de la Tirosina-Hidroxilasa (TH),
se convierte la tirosina en dihidroxifenilalanina (DOPA), por hidroxilacion, este
es un paso limitante ya que se encuentra muy regulada esta TH. La DOPA se
transforma en dopamina, por una descarboxilacion realizada por la enzima
Descarboxilasa de L-Amino&cidos Aromaticos, y requiere piridoxal fosfato como
cofactor. La enzima Dopamina-B-Hidroxilasa (DBH) produce la conversion de
dopamina a noradrenalina, que es metilada en el nitrégeno de su grupo amino
dando como producto adrenalina, por metilacibn de la enzima
Feniletanolamina-N-Metiltransferasa (PNMT) que utiliza como cofactor un
dador de metilos, la S-adenosil-I-metionina, asi como también O2 y Mg+2 (47).

(Figura 1)
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La degradacion de las catecolaminas, se hace por la intervencién de las
enzimas monoamino-oxidasa (MAO) antes mencionada (48) y la catecol-O-
metil transferasa (COMT) (49), de la siguiente forma: La enzima COMT, por su
accion metil transferasa (transfiere grupos metilo de la S-adenosil-I-metionina al
grupo hidroxilo de las catecolaminas), convierte la dopamina en 3-
metoxitiramina que por accion de la MAO sera convertida en &cido
homovalinico. Asi mismo la COMT convierte la norepinefrina en
normetaepinefrina y la epinefrina en metaepinefrina; estas dos ultimas, por
acciéon de la MAO, seran finalmente degradadas en acido vanilil-mandélico
(Figura 1).
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Figura 1. Sintesis y degradacion de las catecolaminas. (Tomado y modificado del Libro

Hormonas Catecolaminicas, 2010)

Siendo la Catecol-O-Metiltransferasa (COMT) la enzima responsable en gran
parte de la degradacion e inactivacion de las catecolaminas (dopamina,
adrenalina y noradrenalina) (50) y de moléculas que tienen un anillo catecol
dentro de su estructura quimica como la L-DOPA (49) y teniendo en cuenta

qgque muchos farmacos antidepresivos ya mencionados dependen de manera
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directa o indirecta de la potenciacién de vias noradrenérgicas para ejercer su
acciéon antidepresiva, existe evidencia que sugiere cOmo una mayor 0 menor
actividad de esta enzima podria condicionar una interaccion de mayor o menor
duracion de la noradrenalina y la dopamina con sus receptores pos-sinapticos,
lo que a su vez, podria tener alguna influencia sobre la eficacia de los
tratamientos antidepresivos. Es importante aclarar que el principal mecanismo
responsable de la terminacion de la accion de la noradrenalina en las neuronas
corresponde a la participacion de los sistemas de recaptacion 1 y 2 presentes
en las terminaciones nerviosas pre-singpticas y pos-sinapticas,
respectivamente, de las neuronas noradrenérgicas (51). La relacién entre bajos
niveles de actividad de la COMT vy la generacion de efectos adversos de
farmacos inhibidores de la MAO (IMAO) que potencian la liberacion de
noradrenalina en diferentes sitios del organismo, diferentes al SNC, queda
demostrada por el aumento de los niveles del principal metabolito de la
degradacion de la noradrenalina en el cerebro es el 3-metoxi-4 hidroxifenilglicol
(MHEPG) (51)

3.2.3. Tratamiento de los Trastornos Depresivo Mayor

El tratamiento para los TDM es la administracion de diferentes farmacos
llamados antidepresivos. Los antidepresivos disponibles en la actualidad son
variados y se clasifican de acuerdo con el objetivo molecular en: inhibidores
selectivos de la re-captacion de serotonina, los cuales inhiben el transporte de
este neurotransmisor y son los de prescripcion mas frecuente. Dentro de estos
encontramos: fluoxetina, sertralina, citalopram, paroxetina, fluvoxamina y
escitalopram. Un segundo grupo de antidepresivos, son los inhibidores de la re-
captacion de serotonina-noradrenalina, que se dividen en inhibidores selectivos
de la re-captacion de serotonina-noradrenalina y los antidepresivos triciclicos;
los primeros se unen a los transportadores de serotonina y noradrenalina
(venlafaxina, desvenlafaxina, duloxetina y milnacipram), mientras que los
segundos (debido a la poca tolerancia, limitaciones en el uso y mortalidad por
sobredosis), se usan en la depresion refractaria a otros antidepresivos de uso
mas frecuente. Los antidepresivos triciclicos son: imipramina, amitriptilina,

doxepina, desipramina, clomipramina, trimipramina, nortriptilina y protriptilina
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(52). Un tercer grupo de farmacos antidepresivos son los antagonistas del
receptor de 5-HT, los que se usan en trastornos de ansiedad y poseen efectos
sedantes sin dependencia; los mas conocidos son trazadona y nefazodona.
Ademas, existen los antidepresivos tetraciclicos y uniciclicos, que no hacen
parte definida en un grupo especifico de antidepresivos y son para los
tetraciclicos: mirtazapina, amoxapina y maprotilina, dado que tienen estructuras
similares a la del antibibtico tetraciclina; por otra parte, el bupropion posee
estructura uniciclica y simula quimicamente a la anfetamina. Estos no suelen
prescribirse actualmente y el uso se reduce a cuando el TDM no responde a
otros medicamentos (52).

Finalmente cabe mencionar a los inhibidores de la monoamino oxidasa (MAO),
que fueron los primeros antidepresivos y hoy rara vez son usados debido a su
toxicidad y la potencial interaccion letal con otros farmacos y alimentos. Se
incluyen los derivados de la hidracina como la fenilcina y la isocarboxacida y
otros compuestos no derivados de hidralacina, tales como la tranilcipromina, la

selegilina y la moclobemida (52).

3.3. Depresiony gen COMT

El gen COMT se encuentra ubicado en el brazo largo del cromosoma 22 y esta
compuesto por 6 exones, de los cuales, los dos primeros no son codificantes.
En el exdn 3 se encuentran dos codones de inicio en diferentes sitios, para dos
promotores P1 y P2, que codifican dos isoformas: la proteina MB-COMT de
unibn a membrana, con 271 amino&cidos y la proteina S-COMT soluble
citoplasmatica de 221 aminoacidos. En el cerebro humano predomina la
expresion del transcrito largo (MB-COMT) en un 70% y en los tejidos periféricos
predomina la S-COMT. Estas variaciones de los niveles de expresion sugieren

regulacién por factores de transcripcion tejido-especificos (49).

Segun esto, la COMT puede tener funciones Unicas o indirectas en el rifion y
en el tracto intestinal, modulando el tono dopaminérgico. También en el cerebro

donde la actividad de COMT puede regular las cantidades de dopamina y
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noradrenalina activas, estando por lo tanto, asociada al estado de animo y
otros procesos mentales (49).

Adicionalmente, algunos polimorfismos de COMT se han visto asociados a
trastornos neuro-psiquiatricos como alteraciones de la personalidad (53), el
abuso de sustancias psicoactivas (54), e incluso, con otras enfermedades
como el cancer de seno (55). El papel de los polimorfismos de COMT en la
esquizofrenia es controvertido en la actualidad; un meta-andlisis publicado en
el afio 2005 le restd importancia a la relacion entre estos polimorfismos y la
presencia de la enfermedad esquizofrénica (56).

Uno de los polimorfismos mas ampliamente estudiado es el Vall58Met
(rs4680), que es el resultado de un cambio en la secuencia del DNA codificante
del gen COMT de una Guanina por una Adenina en la posicion 472 que altera
la cadena proteica con el reemplazo del aminoacido Valina por Metionina en la
posicion 158. Los homocigotos A/A muestran reduccién de la actividad
enzimatica (3-4 veces menor), mientras que los heterocigotos G/A presentan
una actividad intermedia (57).

En cuanto al gen COMT vy la susceptibilidad a TDM los estudios y meta-analisis
que lo proponen como gen candidato de causalidad de esta enfermedad; sin

embargo, hasta el momento los resultados han sido controversiales (24).

En 1998, en Japdén, evaluaron el polimorfismo Vall58Met (rs4680) del gen
COMT en 75 pacientes que presentaban TDM y 135 controles, encontrando
una relacion significativa entre la presencia de una enzima COMT de baja
actividad y el fenotipo depresion (58). En contraste, en Israel, no se hallo
asociaciéon entre el polimorfismo Vall58Met (rs4680) y TDM, dado que no se
encontré una diferencia significativamente estadistica entre los dos grupos, con
lo cual los autores descartaron el papel de este polimorfismo en la

susceptibilidad a la depresiéon mayor (59).

En otro estudio que abordé TDM y varios genes, incluyendo el gen COMT, se
encontrd asociacion significativa con el polimorfismo no sinénimo rs6267, que

consiste en el cambio de una Guanina por una Timina en la posicion 214 del
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DNA codificante, que lleva a un cambio en la proteina de Alanina en la posicién
72 por Serina (Ala72Ser); la combinacién del polimorfismo con otros para
conformar un haplotipo de riesgo fallé6 en apoyar este tipo de evidencia, por lo
gue la hipétesis de asociacién fue rechazada y descartada (12).

Con respecto a los polimorfismos del gen COMT vy la respuesta al tratamiento
antidepresivo, se han publicado estudios que analizan la relacién entre uno o
varios polimorfismos y la respuesta a un tratamiento con un nico medicamento
antidepresivo (3,4,60,61). Un estudio italiano en 55 pacientes encontré como el
polimorfismo Vall58Met (rs4680) se relaciona con el tiempo que tarda la
paroxetina en ejercer una accion antidepresiva, encontrando que los efectos
mas rapidos se daban en los pacientes homocigotos A/A y malos resultados en
los pacientes homocigotos G/G y resultados intermedios en los pacientes
heterocigotos G/A (4). Un estudio més, realizado en pacientes europeos (207
italianos y 139 espafoles) que tomaban diferentes farmacos inhibidores de la
recaptacion de la serotonina, encontré resultados similares, aunque de menor

magnitud y particularmente en pacientes tratados con citalopram (3).

También hay estudios que abordan el problema junto con la administracion de
terapias combinadas. Un estudio clinico realizado en Alemania que incluy6 a
102 pacientes con diagnostico de depresion mayor (puntaje mayor a 18 en la
escala de Hamilton y de Montgomery) a quienes se les administré mirtazapina
y paroxetina y posteriormente, se realizé la correlacion entre el genotipo y la
respuesta al tratamiento antidepresivo (60). Los resultados de este ensayo
clinico mostraron que los portadores del genotipo A/A tenian una menor
respuesta a la mirtazapina en comparacién con los genotipos G/G o G/A,
hallazgo que plantea retos en el modelo investigativo de los polimorfismos de
COMT relacionados con la accion farmacoldgica de los antidepresivos.
Ademas, fueron los pacientes con estos dos Ultimos genotipos quienes
mostraron las mayores reducciones en el puntaje de la escala de Hamilton. Sin
embargo, no se encontré una asociacion significativa entre los genotipos y la

respuesta al tratamiento con paroxetina.

No obstante, otros estudios no muestran la fuerte relacién entre el polimorfismo

Vall58Met (rs4680) con la susceptibilidad a TDM y se ha recomendado realizar
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estudios amplios que involucren otros SNPs para continuar en la busqueda de
una asociacion firme. Por ejemplo, un estudio multicéntrico de asociacion que
incluyé 396 pacientes caucasicos con TDM y 295 controles en el cual
estudiaron 7 SNPs diferentes, sinénimos y no sinénimos (incluyendo rs4680),
mostrd en sus resultados que la presencia de asociacion entre unos haplotipos
especificos con el fenotipo, es mas relevante que la asociacién entre un SNP

anico y la susceptibilidad al TDM y con respuesta al tratamiento (62).

En apoyo a lo anterior, un estudio realizado en China con 308 pacientes con
diagnostico de Depresion Mayor, se evaluaron 13 SNPs en seis genes
diferentes y relacionados con esta entidad (incluyendo rs4680); no se encontré
asociacion significativa entre cualquiera de los polimorfismos y la respuesta al
tratamiento antidepresivo (63), como también lo indicé el estudio STAR*D
(Sequenced Treatment Alternatives to Relieve Depression) que analizé 768
SNPs relacionados con TDM en diferentes genes (64). Resultados similares se
a los que se hallaron en un estudio de 334 pacientes en poblacion china, donde
evaluaron la respuesta al tratamiento antidepresivo con fluoxetina a las cuatro

semanas y no encontraron efecto del SNP rs4680 en este (65).

Es claro que existe la controversia sobre el papel que tienen algunos
polimorfismos del gen COMT vy el fenotipo TDM, que son motivo de este trabajo
de tesis; por lo tanto, es necesario explorar en otras poblaciones el efecto en
conjunto de los diferentes polimorfismos del gen COMT en la susceptibilidad a
presentar TDM en la poblacién colombiana, informacién que ofrecerq a los
psiquiatras herramientas de medicina personalizada, con futuros beneficios

terapéuticos y en la calidad de la vida de las personas quienes la padecen.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Determinar si existe una asociacion entre los diferentes polimorfismos del gen
COMT (que codifica para la enzima Catecol-O-Metiltransferasa) y la
susceptibilidad a la depresion mayor, en una muestra de pacientes
diagnosticados con esta entidad en la ciudad de Bogota, Colombia.

4.2. Objetivos especificos

e Determinar los polimorfismos del gen COMT en una muestra de controles y
pacientes colombianos con depresion Mayor.

e Caracterizar los haplotipos del gen COMT en una muestra de controles y
pacientes colombianos.

e Establecer las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas de los
polimorfismos del gen COMT en la poblacién de estudio y compararlos con
los reportados en la literatura en poblaciones similares.

e Determinar si el SNP del gen COMT Vall58Met (rs4680) se encuentra
asociado con la susceptibilidad a sufrir depresion mayor, en una muestra
de poblacion colombiana.

e I|dentificar polimorfismos del gen COMT que puedan estar asociados con

susceptibilidad a desarrollar Depresion Mayor.
5. METODOLOGIA
5.1. Tipo de Estudio
Se trata de un estudio de asociacion caso-control con un radio aproximado de
1:1,5. Es decir, se incluyeron 1,5 controles por cada caso analizado de

depresion Mayor. Los controles fueron pareados con los casos teniendo en

cuenta las siguientes variables: edad, género y estrato socio-econdémico.
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5.2. Universo y Muestra

El universo de referencia son pacientes que asisten de manera ambulatoria o
se encuentran hospitalizados en tres instituciones de prestacion de servicios de
salud en Bogot4, para recibir tratamiento especializado en psiquiatria por el
trastorno mental: depresion mayor (DSM 1V) y controles sin ninguna patologia

psiquiatrica.

La muestra probabilistica del estudio corresponde a 195 individuos en total. La
poblacién de casos consisti6 de 77 pacientes que acudieron al servicio de
psiquiatria de la Clinica Inmaculada, Clinica Retornar y la IPS de la Universidad
del Rosario, en Bogota. Con estas instituciones se establecié un acuerdo una
vez el protocolo fue aprobado por el Comité de Etica de la Escuela de Medicina
y Ciencias de la Salud de la Universidad del Rosario, para obtener la
autorizacion para el proceso de reclutamiento de los pacientes de acuerdo a los
criterios de seleccion. El grupo de controles estuvo conformado por 118
personas sin criterios clinicos de depresion mayor y que participaron de

manera voluntaria en este estudio.

5.2.1. Muestra

La poblacion de referencia fueron pacientes diagnosticados de acuerdo a los
criterios del DSM IV con trastorno depresivo mayor y los controles fueron

individuos sin esta patologia.

5.2.2. Tamafio de la muestra

La muestra obtenida fue la recolectada en el periodo de tiempo determinada
para reclutamiento de pacientes del presente proyecto. Durante 8 meses se
invitaron a participar todos los pacientes de las instituciones colaboradoras del

presente proyecto.

5.2.3. Criterios de seleccién
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5.2.3.1. Casos
5.2.3.1.1. Criterios de inclusion
e Pacientes con historia o episodio actual de trastorno depresivo
mayor
e Pacientes que deseen participar voluntariamente en el estudio
e Ambos sexos

e Mayor de edad

5.2.3.1.2. Criterios de exclusién

e Otras co-morbilidades psiquiatricas actuales.

5.2.3.2. Controles

5.2.3.2.1. Criterios de inclusidon

e Individuos sin historia personal ni familiar de Depresion Mayor.
e Pacientes que deseen participar voluntariamente en el estudio
e Ambos sexos

e Mayor de edad.

5.2.3.2.2. Criterios de exclusion
e Historia personal y/o familiar de cualquier patologia

psiquiatrica actual.

5.3. Reclutamiento de pacientes y recoleccién de informacion

Los casos fueron reclutados por presentar episodio de Depresion Mayor segun
los criterios establecidos en el Manual de Diagnéstico Psiquiatrico en su cuarta

version revisada (DSM 1V) en algan momento de la vida.

Cada individuo que aceptd participar voluntariamente en el estudio firmé un

consentimiento informado disefiado para tal fin (Anexo 1 y Anexo 2).
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Se recolectdé la informacion personal de cada participante en un formato

especial disefiado para tal fin (Anexo 3).

A cada individuo se le realizé la encuesta MINI (Mini-International
Neuropsychiatric Interview) en los formatos especiales para esta (Anexo 4).

Estos formatos fueron archivados en la Unidad de Genética de la Escuela de
Medicina y Ciencias de la Salud de la Universidad del Rosario y permanecen
bajo la custodia de la Universidad.

Los pacientes continuaron con su manejo habitual por parte del médico tratante
y los investigadores no hicieron ninguna modificacion a los esquemas de

manejo de estos pacientes.

Los médicos psiquiatras de la institucion participante verificaron los criterios de
inclusiéon y exclusion definidos en el proyecto con el fin de reclutar los pacientes

gue cumplieran dichos criterios.

Los pacientes fueron contactados personalmente por miembros del estudio. Se
dio la explicacion acerca de los objetivos y alcances del proyecto. Los
pacientes que voluntariamente aceptaron participar en el estudio firmaron el

consentimiento informado disefiado para tal fin.

Los individuos control que cumplieron los criterios de inclusion y exclusion
fueron incorporados a la investigacion, luego de la firma del consentimiento

informado.

A cada participante del estudio se le tomé una muestra de sangre (10 ml) para

posterior extraccion de DNA.

Un Médico Residente de Psiquiatria de la Universidad del Rosario realizé la

evaluacion inicial del participante por medio de la aplicacion de Mini-
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International Neuropsychiatric Interview (MINI) a todos los individuos con el
objeto de confirmar el diagnéstico de Depresion Mayor en los casos y descartar

la presencia de cualquier entidad psiquiatrica en los controles.

5.4. Métodos de laboratorio

5.4.1. Tomade muestras

Previo consentimiento informado del participante, se obtuvo una muestra de 10

ml de sangre venosa almacenada en un tubo con EDTA.

5.4.2. Extracci6én de ADN

Tomando esta muestra de sangre se realizo la extraccidon de ADN gendémico a
partir de leucocitos de sangre periférica, de acuerdo, al método de Miller
(salting out) (66), que consiste en:

1. Colocar 2.5ml de sangre periférica anticoagulada con EDTA en un tubo
falcon de 15ml y adicionar 5ml de solucion de Lisis para eritrocitos

2. Incubar la muestra en hielo por 20 minutos

3. Centrifugar a 5000 rpm durante 10 min

4. Descartar el sobrenadante y resuspender la pastilla de leucocitos en
3ml de solucidn de Lisis para eritrocitos
Incubar nuevamente en hielo por 15 minutos

6. Centrifugar a 5000 rpm durante 10 min

7. Eliminar el sobrenadante y lavar la pastilla con solucion de Lisis para
eritrocitos

8. Resuspender el boton en 750ul de solucién de Lisis para células blancas

9. Adicionar 50ul de SDS al 10%, 15ul de proteinasa K (10mg/ml)

10.Incubar a 56°C por 3 horas

11.Agregar 500ul de NaCl saturado (6M)

12.Centrifugar por 20 min a 5000rpm

13.Transferir el sobrenadante a otro tubo y volver a centrifugar por 7min
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14.Transferir el sobrenadante a otro tubo de 15 ml y precipitar el ADN con 2
volumenes de etanol al 100%

15.Hacer movimientos suaves de balanceo hasta formar una mota
homogénea y blanquecina

16. Centrifugar por 2 minutos a 5000rpm

17.Descartar el etanol dejar 12 horas el tubo abierto para permitir que el
etanol se evapore

18.Adicionar 300ul de TE 1X o agua ultrapura mezclar durante 15min y
guardar la mezcla en un tubo de eppendorf.

19.Finalmente se marcaron los tubos con el codigo de la muestra.

La muestra de ADN se cuantific6 por medio de la determinacion
espectrofotométrica, con un NanoDrop 2000/2000c Spectrophotometer (67),
para verificar su cantidad y pureza. Las muestra fueron almacenadas a -20°C

hasta el momento de su procesamiento.

5.4.3. Identificacion de las variantes de secuencia de la region codificante
de COMT

5.4.3.1.Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para este estudio se analizé toda la region codificante del gen, que
corresponde a los exones 3, 4, 5y 6. (ENST00000361618).

Los primers fueron disefiados mediante Primer3 y corresponden a la
descripcion de la tabla 1. Se realizé la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR) siguiendo las condiciones descritas a continuacion: 12,5ul de Master Mix
(promegal), 2ul de cada primer (10 pm/ul), 1ul de DNA (100 ng)) y 7,5ul de
agua ultrapura. Para el andlisis de todos los exones se usO el siguiente
programa de termociclador: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 10 minutos, 30
ciclos de: desnaturalizacion parcial a 95°C por 40 segundos, hibridacion a 61°C
por 40 segundos, extension a 72°C por 45 segundos y extension final 72°C por

10 minutos
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) Nombre _ Producto
Exon ) Secuencia
Primer esperado
huCOMTex3-
CACACACCTGCTCTGTCTACCC
Ex6n 1F
589 pb
3 huCOMTex3-
IR GATAACAGCTTCTCCTGTAAGGGC
huCOMTex4-
GAGCATAGAGGCTAAGGGACCAT
Exén 1F
740 pb
4 huCOMTex4-
IR ACACACCCATACAAGCATTCATCA
huCOMTex5-
CTGATGAATGCTTGTATGGGTGTG
Ex6n 1F
363 pb
5 huCOMTex5-
R TCTACTGGAATGCCTGGCTCTTTG
huCOMTex6-
GAGTTGATGAGAGAAAGGTCCCTG
Ex6n 1F
609 pb
6 huCOMTex6-
IR AACAATCCAGTGTTGCAGTTCAGA

Tabla 1. Cebadores (primers) para la amplificacion de los exones 3,4, 5y 6

El producto de la PCR fue verificado en geles de agarosa al 1,2% tefidos con
bromuro de etidio. En cada corrido electroforético se verific6 el producto

amplificado mediante la comparacion con un marcador de peso de 100 pb (de

invitrogen).

5.4.3.2. Analisis de secuenciacién de laregion codificante de COMT

Los productos de PCR fueron purificados mediante fosfatasa alcalina y
exonucleasa | antes de la secuenciacion. Las reacciones de secuencia fueron
realizadas con primers internos, disefiados con el software primer 3 (Tabla 2).
La lectura de las secuencias fue realizada por duplicado mediante los

programas Finch TV y Novo SNP. El analisis de las secuencias de nucledtidos
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fue realizado a través de alineamientos multiples usando el programa clustalWw,
comparando la secuencia de cada paciente con la wild-type para COMT. Los

cromatogramas fueron analizados manualmente.

Las variantes de secuencia halladas en casos y controles fueron tamizadas en
dbSNP para corroborar si habian sido previamente descritas. El alineamiento
de las secuencias proteicas mutantes de COMT humanas con las de diferentes
especies para verificar la conservacion de los aminoacidos implicados en el

cambio fue realizado ClustalWw.

El analisis del potencial efecto deletéreo de los cambios no-sinénimos se
realizé usando el programa Polyphen-2, el cual predice el posible impacto de la
sustitucion de un aminodcido en la estructura y la funcion de la proteina.
Algunos de los parametros usados por Polyphen2 son la comparacion de
secuencias de proteinas de diferentes especies ortdlogas y parélogas y las
caracteristicas fisicoquimicas del cambio del residuo. Se realizd la
determinacién de las frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes de
secuencia halladas en casos y controles usando el programa estadistico
SNPStats.

Exén Nombre Primer Secuencia

Exon 3 huCOMTex3-s1F CAAGGCTGGCATTTCTGAACCT
Ex6n 4 huCOMTex4-s1F GACACCAGGGAGGTGAAATACC
Exon 5 huCOMTex5-1F CTGATGAATGCTTGTATGGGTGTG
Exon 6 huCOMTex6-s1F GTCTTGTACAGTCCTTTCCTGC

Tabla 2. Cebadores (primers) para la secuenciacion de los exones 3, 4,5y 6

5.4.4. Métodos de Control en la genotipificacion
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La genotipificaciébn fue realizada de manera independiente por duplicado

utilizando dos programas de lectura de secuencia diferentes. El 50% de los

resultados totales fueron verificados por la codirectora del trabajo de tesis.

5.5. Andlisis de la Informacién

La informacién recolectada (datos personales, demogréficos, caracterizacion

clinica-psiquiatrica y genotipificacion) se registréo y almacend en una base de

datos creada en el Programa Excel, la cual se analiz6 de acuerdo a los

objetivos del estudio.

Descripcion de variables

Nombre de la

Definicion Operativa

Categorias, escala

Naturaleza /

variable de la Variable y cbdigo tipo / escala
Edad en afios cumplidos o
. Cuantitativa /
del paciente en el . _ )
Edad Afos cumplidos continua / de
momento de la i
. razon
evaluacion inicial
s Sexo del paciente Masculino Cualitativa /
exo
examinado Femenino dicotémica
Soltero
o Tipo de estado civil del Casado Cualitativa /
Estado civil _ o o
examinado Uniodn libre politdmica
Viudo
Determinacion del
estrato socio econémico 1
del paciente a partir de 2
Estrato socio nivel de SISBEN, 3 Cuantitativa
econdémico afiliacién a seguridad 4 /ordinal
social y EPS o recibo de 5
pago de servicio publico 6

de la vivienda.
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Alel Formas alternativas de | Depende del SNP Cualitativa/
elo
un gen analizado Nominal
Informacion genética de
un individuo para
) determinado Depende del SNP Cualitativa/
Genotipo _ ) _ )
polimorfismo. analizado Nominal
Compuesto por dos
alelos
Conjunto de alelos que .
_ Multiples o
) se encuentran ubicados o Cualitativo/
Haplotipos ) combinaciones de )
en el mismo cromosoma Nominal
alelos
(paterno o materno)
Tabla 3. Variables utilizadas en el estudio
5.5.1. Métodos de control de sesgo y error
Posible Sesgo Control

Sesgo de selecciéon

Seguimiento estricto de los criterios establecidos
en el DSM - IV R.

Seguimiento estricto de los criterios establecidos
en la aplicacion de la entrevista MINI

Se cumpliran a cabalidad los criterios de
exclusion

Se incluirdn controles que cumplan criterios de
apareamiento con respecto a edad, sexo y

estrato socio-econémico

Variables de

confusién

Los criterios de exclusién incluyen el padecer
otras enfermedades psiquiatricas.

La presencia de historia de otras comorbilidades
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psiquiatricas se evaluara a través de la entrevista
MINI

e Caracteristicas de la poblacibn como uso y/o
abuso de sustancias psicoactivas y alcohol seran

evaluadas a través del MINI.

Sesgo de e Enmascaramiento de la exposicion: los

informacion encargados de realizar los controles y los
pacientes desconoceran el resultado del genotipo
hasta finalizar el estudio.

e A todos los pacientes se les aplicara el mismo
instrumento para obtencion de los datos (DSM- IV
Ry entrevista MINI).

e Se realizara un entrenamiento previo de la
aplicaciéon de los instrumentos al personal que

vaya a aplicarlos.

Tabla 4. Posibles sesgos y métodos de control de los mismos

5.5.2. Andlisis Estadistico

Para garantizar la validez interna del estudio se controlé el sesgo de
informacion acerca del genotipo de los pacientes, tanto en los investigadores
como en los pacientes participantes durante el proceso de recoleccion de
informacion y seguimiento. Esto se logr6 mediante el cegamiento de
investigadores, pacientes y psiquiatras remitentes de pacientes acerca de la
informacion genética de COMT de cada paciente. Sdélo en la ultima etapa del
analisis estadistico los investigadores conocieron el genotipo de los pacientes
participantes.

La unidad de analisis esta constituida por los datos individuales de cada
paciente participante en el estudio. Con la base de datos creada en Excel
(Microsoft Office) se realizé el andlisis estadistico usando el Programa SPSS
(68), versién 15.0 para Windows, el programa SNPStats (69) y el paquete de
analisis estadistico genético PLINK (70). Estos dos ultimos permiten realizar el
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analisis de asociacion de los alelos y genotipos de polimorfismos
independientes con el fenotipo de depresion (EDM) y endofenotipos
(endofenotipo es un subtipo neurobiolégico de una enfermedad)(57), del mismo
como Episodio Depresivo Mayor recidivante (EDMR) y Episodio Depresivo
Mayor con Melancolia, ambos evaluados también dentro de la entrevista MINI,
y que podrian aportar informacién adicional para este estudio. Por otro lado, se
utilizé también el programa Haploview (71) que permite dentro de sus muchas
aplicaciones, la identificacion de bloques haplotipicos del gen COMT y su

asociacion con la depresion.

La primera etapa del andlisis estadistico consisti6 en la caracterizacion
demografica de los sujetos de estudio, seguido por el calculo de frecuencias de
cada variable estudiada; las proporciones en las variables cualitativas y el

promedio, desviacion estandar, mediana y moda en las variables cuantitativas.

Posteriormente se realiz6 el andlisis bivariante calculando medidas de
asociacion como el OR y su respectivo intervalo de confianza del 95 %. Se
utilizé el andlisis multivariado para el control de variables de confusién
mediante el modelo de andlisis de varianza de medidas repetidas para
observar cambios intra-sujeto, intragrupales e intergrupales y ajustando por las

covariables o variables de confusién del modelo multivariado.

Luego de interrumpir el cegamiento de la informacion genética, se realizd un
analisis para establecer las frecuencias alélicas, genotipicas y el equilibrio de
Hardy Weinberg, asi como la asociacidon entre los genotipos y haplotipos de los
polimorfismos encontrados en el gen COMT vy la depresion mayor a través de

una prueba de chi cuadrado.
Finalmente se realizo un alineamiento de la proteina con otras especies usando

el programa UniprotKB, para identificar si los SNPs no sin6nimos se

encuentran en una regi()n conservada o no.
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5.6. Resumen metodolbgico

Sujeto de estudio (Caso o
control)

’

¢,Cumple con los criterios
de inclusion?

Iy

El individuo no
participa en el

estudio

l

¢ Presenta alguno de los
criterios de exclusion?

El individuo no J &
participa en el |¢—— Si No

estudio l

¢Acepta participar en el
estudio (firma del
consentimiento
informado)?

El individuo no participa en el estudio

iy
v

Aplicacion de la entrevista (MINI) y
toma de la muestra de sangre a cargo

del personal de la institucién participante.
Recoleccion de informacion general y
clinica

Genotipificacion:

Laboratorio de Biologia

Molecular.Universidad
del Rosario

A 4

Andlisis estadistico.

Andlisis de Asociacion entre
genotipos y Haplotipos del gen
COMT con la susceptibilidad a

depresion mayor. Analisis de
resultados y publicacion de los

mismos
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Responsables: Médicos
Psiquiatras de las
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Responsables:

Médicos Psiquiatras

de las Instituciones
> Participantes

Responsable:
Residente de
Genética
Investigador del
proyecto



6. ASPECTOS ETICOS

Este estudio corresponde a una investigacion con riesgo minimo ya que incluye
extraccion de sangre por puncion venosa en adultos en buen estado de salud
(72). Se obtuvo la aprobacién del Comité de Etica de la Escuela de Medicina y
Ciencias de la Salud de la Universidad del Rosario.

El presente estudio no incluyd la administracion o modificacibn de los
esquemas de tratamiento de los pacientes participantes en la investigacion. Se
siguieron y respetaron las normas establecidas para la investigaciéon en
humanos, definidas en la normativa nacional e internacional y la Declaracion de

Helsinki y sus revisiones posteriores.

La informacion fue manejada con caracter de confidencialidad. No se registrd
informacion de tal forma que se pueda identificar a algun individuo a partir de
los datos registrados. Igualmente, la presentacion de los resultados fue
manejada por conglomerados, de manera anénima, para proteger la identidad

de cada uno de los individuos participantes.

La realizacién del estudio cumpli6 con la normatividad establecida por la
Resolucion 8430 del Ministerio de Proteccién Social (antiguo Ministerio de
Salud), que reglamenta los aspectos éticos de la investigacion en seres

humanos en nuestro pais (72).

7. RESULTADOS

7.1. Caracterizacion Demografica
El total de la poblacién estudiada fue de 195 personas participantes de los

cuales 77 corresponden a casos y 118 a controles. Las caracteristicas

demograficas nominales se describen en la tabla 5.
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Poblacion total| Casos Controles
n % n % n %
Genero
Masculino 31 159 | 14 | 18,2 | 17 14,4
Femenino 164 84,1 | 63 | 81,8 | 101 | 85,6
Nivel
Educativo
Ninguno 1 0,5 1 1,3 0
Primaria 21 10,8 | 18 | 23,4 2,5
Secundaria 38 195 | 16 | 20,8 | 22 18,6
Técnico 30 15,4 9 | 11,7 | 21 17,8
Profesional 59 30,3 [ 231299 | 36 | 30,5
Posgrado 46 23,6 | 10 13 36 30,5
Estado civil
Soltero(a) 93 47,7 | 31 | 40,3 | 62 52,5
Divorciado(a) 19 9,7 12 | 15,6 7 5,9
Casado(a) 56 28,7 | 23 | 299 | 33 28
Union Libre 24 12,3 9 11,7 15 12,7
Viudo(a) 3 1,5 2 | 26 1 0,8
Estrato
Socioeconémico
1 2 1 1 1,3 1 0,8
2 39 20 21 | 27,3 18 15,3
3 77 39,5 | 31 | 40,3 | 46 39
4 52 26,7 | 17 | 22,1 35 29,7
5 17 8,7 5 6,5 12 10,2
6 8 4,1 2 2,6 6 5,1

Tabla 5. Caracteristicas demogréficas de la poblacién de estudio

Las variables

demografica se describen a continuacion:

cuantitativas

correspondientes
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La tabla 6 y la figura 2 muestran la distribucion de edad en la poblacion de
estudio total, en los casos y en los controles.

Poblacion Casos Controles
Total
Minimo 18 afios 18 afios 18 afios
Maximo 79 afios 79 afios 71 anos
Promedio 37,4 afos 39,8 afios | 32,96 afos
Tabla 6. Caracteristicas de la edad en la poblacién de estudio
Poblacién total Casos Controles

Figura 2. Distribucion de edad en la poblacion de estudio

7.2. Caracterizacion Genética

7.2.1. Productos amplificados obtenidos en la PCR de la regidn
codificante de COMT

En las figuras 3, 4, 5y 6 se observan los resultados de PCR de los exones 3,

4, 5y 6. Los pesos moleculares esperados estan descritos en la seccion de

materiales y métodos.
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589 pb

Carril 1. Caso 21

Carril 2. Caso 22

Carril 3. Control 21

Carril 4. Blanco

MP. Marcador de peso. 100 pb

Figura 3. Productos amplificados del exén 3

740pb

Carril 1. Caso 19 Carril 6. Control 20

Carril 2. Caso 20 Carril 7. Control 21

Carril 3. Caso 21 Carril 8. Control 22

Carril 4. Caso 22 Carril 9. Blanco

Carril 5. Control 19 MP. Marcador de peso. 100 pb

Figura 4. Productos amplificados del exén 4
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363pb

Carril 1. Caso 20 Carril 5. Control 21

Carril 2. Caso 21 Carril 6. Control 22

Carril 3. Caso 22 Carril 7. Blanco

Carril 4. Control 20 MP. Marcador de peso. 100 pb

Figura 5. Productos amplificados del exén 5

609pb

Carril 1. Caso 19

Carril 2. Caso 20
Carril 3. Control 19
Carril 4. Blanco

MP. Marcador de peso. 100 pb

Figura 6. Productos amplificados del exén 6
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7.2.2. Descripcion de los SNP identificados en la poblacién de estudio

En la poblacién de estudio fueron identificados 11 SNPs localizados en los
exones 3, 4 y 5 Del total analizado 7 fueron sinébnimos y 4 no sinénimos (Tabla

7).

TIPO DE
EXON SNP CAMBIO DNA CODIFICANTE | PROTEINA
rs4633 SINONIMO €.186C>T p.H62H
rs740602 SINONIMO €.219G>A p.Q73Q
rs6267 NO SINONIMO €.214G>T p.A72S
rs375558228 | SINONIMO c.201G>A p.A67A
EX6n3 | rs138628382 | NO SINONIMO | C.94G>A p.G32S
rs4818 SINONIMO .408C>G p.L136L
rs4680 NO SINONIMO C.A472G>A p.V158M
rs199710929 | NO SINONIMO c.373C>T p.R125C
Exn4  |rs8192488 | SINONIMO c.438C>T p.A146A
rs769224 SINONIMO C.597G>A p.P199P
Exon5 |rs165631 SINONIMO .609C>T p.L203L

Tabla 7. Caracteristicas de los 11 SNPs encontrados en el presente estudio.

7.2.2.1.rs4633

Este SNP (c.186C>T) corresponde a un cambio de una Citosina por una Timina
en la posicion 186 del cDNA. Se encuentra ubicado en el Exén 3. Por ser un
SNP sinénimo no genera un cambio de amino&cido y es asi como en la
proteina veremos una Histidina en la posicién 62 tanto en el alelo wild-type
como en el alelo que contiene el polimorfismo. Las tablas 8 y 9 muestran las
frecuencias alélicas y genotipicas para este polimorfismo.

Poblacion Total Casos Controles

Alelo n | Proporcién | n |Proporcion| n |Proporciéon
C 241 0.62 96 0.62 145 0.62
T 147 0.38 58 0.38 89 0.38

Tabla 8. Frecuencias alélicas del SNP rs4633
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Poblacion Total Casos Controles
Genotipo | n % | HWE (p) n % |[HWE@P)| n | % | HWE (p)
CIC 76 | 39 29 | 37,7 47 139,8
CIT 89 | 45,6 0.76 38 | 49,4 0.81 51 [43,2| 0.43
TIT 29 | 149 10 13 19 |16.1
Sindatos | 1 | 0,5 NA 0 0 NA 1108 NA

Tabla 9. Frecuencias genotipicas del SNP rs4633
HWE = Equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0.05)

7.2.2.2.rs740602

Este SNP (c.219G>A) corresponde a un cambio en la posicion 219 del cDNA

de una Guanina por un Adenina y se encuentra ubicado en el Exén 3. Al ser

este un SNP sinénimo no altera la secuencia de aminoacidos de la proteina y

se observa una Glutamina tanto en el alelo wild-type como en portador del

polimorfismo. Las tablas 10 y 11 muestran las frecuencias alélicas y

genotipicas para este polimorfismo.

Poblacion Total Casos Controles
Alelo n | Proporcién | n |Proporcion| n |Proporciéon
G 376 0.97 148 0.96 228 0.97
A 12 0.03 6 0.04 6 0.03
Tabla 10. Frecuencias alélicas del SNP rs740602
Poblacion Total Casos Controles
Genotipo | n % | HWE (p) n % |[HWE@P)| n | % | HWE (p)
GIG 182 93,3 71 | 92,2 111194,1
G/A 12 | 6,2 1 6 7,8 1 6 | 51 1
AIA 0 0 0 0| O
Sin datos 0,5 NA 0 NA 0,8 NA
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Tabla 11. Frecuencias genotipicas del SNP rs740602
HWE = Equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0.05)

7.2.2.3.156267

Este SNP (c.214G>T) presenta un cambio de una Guanina por una Timina en

la posicion 214 del cDNA y se encuentra ubicado en el Exén 3. Ocasiona el

cambio en un aminoacido en la posicion 72 de una Alanina por una Serina. Las

tablas 12 y 13 muestran las frecuencias alélicas y genotipicas para este

polimorfismo.
Poblacion Total Casos Controles
Alelo n | Proporcién | n |Proporcion| n |Proporciéon
G 383 0.99 151 0.98 232 0.99
T 5 0.01 3 0.02 2 0.01
Tabla 12. Frecuencias alélicas del SNP rs6267
Poblacion Total Casos Controles
Genotipo | n % | HWE (p) n % |[HWE@P)| n | % | HWE (p)
G/G 189| 96,9 74 | 96,1 115|97,5
GIT 5 2,6 1 3 3,9 1 2 | 1,7 1
T/T 0 0 0 0 0
Sindatos | 1 0,5 NA 0 NA 10,8 NA

Tabla 13. Frecuencias genotipicas del SNP rs6267
HWE = Equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0.05)

7.2.2.4.rs375558228

Este SNP (c.201G>A) es sinbnimo, se encuentra ubicado en el Ex6n 3 y

aunque presenta un cambio en la secuencia de cDNA en la posicién 201 con el

reemplazo de una Guanina por una Adenina, no genera cambio en la posicién
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67 de la proteina donde siempre se encuentra una Alanina tanto en el alelo

wild-type como en el alelo con el polimorfismo. Las tablas 14 y 15 muestran las

frecuencias alélicas y genotipicas para este polimorfismo.

Poblacion Total Casos Controles
Alelo n | Proporcién | n |Proporcion Proporcién
G 387 1 153 0.99 234 1
A 1 0 1 0.01 0
Tabla 14. Frecuencias alélicas del SNP rs375558228
Poblacion Total Casos Controles
Genotipo | n % | HWE (p) n % |[HWE@P)| n | % | HWE (p)
G/G 193| 99 76 | 98,7 117|99,2
G/A 0,5 1 1,3 0| O 1
AJA 0 0 0 0 0| O
Sindatos | 1 | 0,5 NA 0 0 NA 1108 NA

Tabla 15. Frecuencias genotipicas del SNP rs375558228
HWE = Equilibrio de Hardy Weinberg (p>0.05)

7.2.2.5.r5138628382

Este corresponde a un SNP (c.94G>A) no sinbnimo que se encuentra

localizado en el Ex6n 3. En la posicion 94 del cDNA hay un cambio de una

Adenina por una Guanina, que a su vez altera en la proteina la posicién 32

donde una Glicina es sustituida por una Serina. Las tablas 16 y 17 muestran las

frecuencias alélicas y genotipicas para este polimorfismo.

Poblacion Total Casos Controles
Alelo n | Proporcién | n |Proporcion Proporcién
G 387 1 153 0.99 234 1
A 1 0 1 0.01 0
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Tabla 16. Frecuencias alélicas del SNP rs138628382

Poblacion Total Casos Controles
Genotipo | n % | HWE (p) n % |HWE@P)| n | % | HWE (p)
G/G 193| 99 76 | 98,7 117|99,2
G/A 1] 05 1 1 1,3 1 0 0 1
A/A 0 0 0 0| O
Sindatos | 1 | 0,5 NA 0 NA 1108 NA

Tabla 17. Frecuencias genotipicas del SNP rs138628382
HWE = Equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0.05)

7.2.2.6.r54818

Es un SNP (c.408C>G) que se encuentra ubicado en el Exén 4. Consistente en

un cambio de una Citosina localizada en la posicién 408 del cDNA por una

Guanina. Esta variacion no genera cambio de aminoacido en la proteina, pues

en la posicion 136 continua una Leucina tanto en el alelo wild-type como en el

polimorfismo. Las tablas 18 y 19 muestran las frecuencias alélicas y

genotipicas para este polimorfismo.

Poblacion Total Casos Controles
Alelo n | Proporcién | n |Proporcion| n |Proporcién
C 282 0.74 110 0.72 172 0.75
G 100 0.26 42 0.28 58 0.25
Tabla 18. Frecuencias alélicas del SNP rs4818
Poblacion Total Casos Controles
Genotipo | n % | HWE (p) n % |HWE@P)| n | % | HWE (p)
C/C 108 | 55,4 43 | 55,8 65 | 55,1
C/IG |66 |338 o1 24 [ 31,2 0088 35,6 08
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G/G

17

8,7

9 11,7

Sin datos

2,1 NA

NA

NA

Tabla 19. Frecuencias genotipicas del SNP rs4818
HWE = Equilibrio de Hardy Weinberg (p>0.05)

7.2.2.7.r54680

Este SNP (c.472G>A) no sin6nimo, localizado en el Exén 4, consiste en un

cambio en la posicidon 472 de una Guanina por una Adenina, que produce el

reemplazo del aminoacido Valina en la posiciébn 158 de la proteina por una

Metionina. Las tablas 20 y 21 muestran las frecuencias alélicas y genotipicas

para este polimorfismo.

Poblacion Total Casos Controles
Alelo n | Proporcién | n |Proporcion| n |Proporciéon
G 238 0.62 94 0.62 144 0.63
A 144 0.38 58 0.38 86 0.37
Tabla 20. Frecuencias alélicas del SNP rs4680
Poblacion Total Casos Controles
Genotipo | n % | HWE (p) n % |[HWE@P)| n | % | HWE (p)
G/G 75 | 38,5 28 | 36,4 47 139,8
G/A 88 | 45,1 0,76 38 (494 0,81 50 |42,4 0,43
A/A 28 | 144 10 13 18 | 15,3
Sindatos | 4 | 2,1 NA 1 1,3 NA 3|25 NA

Tabla 21. Frecuencias genotipicas del SNP rs4680
HWE = Equilibrio de Hardy Weinberg (p>0.05)
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7.2.2.8.rs199710929

Este SNP (c.373C>T), ubicado en el Exon 4 el gen, corresponde a un cambio

de una citosina en la posicién 373 del cDNA por una Timina. En la proteina se

genera un cambio en la posicion 125 de la proteina con el reemplazo de una

Arginina por una Cisteina, por lo tanto es un SNP no sinénimo. Las tablas 22 y

23 muestran las frecuencias alélicas y genotipicas para este polimorfismo.

Poblacion Total Casos Controles
Alelo n | Proporcién | n |Proporcion| n |Proporciéon
C 381 1 151 0.99 230 1
T 1 0 1 0.01 0 0
Tabla 22. Frecuencias alélicas del SNP rs199710929
Poblacion Total Casos Controles
Genotipo | n % | HWE (p) n % |[HWE@P)| n | % | HWE (p)
C/C 190| 97,4 75 | 97,4 115|975
CIT 1] 05 1 1 1,3 1 0 1
T/T 0 0 0 0
Sindatos | 4 | 2,1 NA 1 1,3 NA 3|25 NA

Tabla 23. Frecuencias genotipicas del SNP rs199710929
HWE = Equilibrio de Hardy Weinberg (p>0.05)

7.2.2.9.r58192488

Es un SNP que mapea en el Ex6n 4, que se presenta como una variante

(c.438C>T), en la que la Citosina localizada en la posicion 438 del cDNA es

reemplazada por una Timina. No se genera cambio de amino&cido en la

proteina porque la Alanina presente en la posicion 146 no cambia en el alelo
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wild-type ni en el polimorfismo. Las tablas 24 y 25 muestran las frecuencias

alélicas y genotipicas para este polimorfismo.

Poblacion Total Casos Controles
Alelo n | Proporcién | n |Proporcion| n |Proporciéon
C 380 0.99 151 0.99 229 1
T 2 0.01 1 0.01 1 0
Tabla 24. Frecuencias alélicas del SNP rs8192488
Poblacion Total Casos Controles
Genotipo | n % | HWE (p) n % |[HWE@P)| n | % | HWE (p)
CIC 189 96,9 75 | 97,4 114|96,6
CIT 1 1 1,3 1 0,8 1
T/T 0 0 0 0| O
Sindatos | 4 | 2,1 NA 1 1,3 NA 3|25 NA

Tabla 25. Frecuencias genotipicas del SNP rs8192488
HWE = Equilibrio de Hardy Weinberg (p>0.05)

7.2.2.10.rs769224

Este SNP (c.597G>A) se localiza en el Ex6n 5 y causa un cambio en la

posicién 597 en cDNA con el reemplazo de una Guanina por una Adenina. No

hay cambios en la cadena proteica dado que en la posicion 199 se encuentra

una Prolina tanto en el alelo wild-type como en el alelo del polimorfismo. Las

tablas 26 y 27 muestran las frecuencias alélicas y genotipicas para este

polimorfismo.
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Poblacion Total Casos Controles
Alelo n | Proporcién | n |Proporcion| n |Proporciéon
G 380 0.97 149 0.97 231 0.98
A 10 0.03 5 0.03 5 0.02
Tabla 26. Frecuencias alélicas del SNP rs769224
Poblacion Total Casos Controles
Genotipo | n % | HWE (p) n % |[HWE@P)| n | % | HWE (p)
G/G 185| 94,9 72 | 93,5 113|95,8
G/A 10 | 5,1 1 6,5 1 5 | 4,2 1
AJA 0 0 0 0| O

Tabla 27. Frecuencias genotipicas del SNP rs769224
HWE = Equilibrio de Hardy Weinberg (p>0.05)

7.2.2.11. rs165631

Es un SNP (c.609C>T), presente en el Exon 5 que codifica un cambio de

Citosina por Timina en la posicion 609 del cDNA. No hay cambio de

aminoacido en la posicion 203, donde los dos alelos, wild-type y polimérfico

presentan una Leucina. Las tablas 28 y 29 muestran las frecuencias alélicas y

genotipicas para este polimorfismo.

Poblacion Total Casos Controles
Alelo n | Proporcién | n |Proporcion| n |Proporcién
C 388 0.99 153 0.99 235 1
T 2 0.01 1 0.01 1 0
Tabla 28. Frecuencias alélicas del SNP rs165631
Poblacion Total Casos Controles
Genotipo | n % | HWE (p) n % |HWE@P)| n | % | HWE (p)
CIC 193| 99 76 | 98,7 117|99,2
CIT 2 1 1 1 1,3 1 108 1
TT 0 0 0 0 0| O
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Tabla 29. Frecuencias genotipicas del SNP rs165631
HWE = Equilibrio de Hardy Weinberg (p>0.05)

7.2.3. Andlisis de asociacion de los polimorfismos identificados en COMT

y el fenotipo de depresion mayor

Mediante SNPStats (69), se realiz6 el analisis de asociacion de COMT vy
depresion con el disefio de casos y controles. La comparaciéon de las
frecuencias genotipicas no indic6 diferencia estadisticamente significativa entre
los dos grupos para ninguno de los SNP identificados en el gen COMT (Tabla
30)

EDM
SNP ()
rs4633 0.43
rs740602 0.46
rs6267 0.35

rs3755582280.17
rs138628382|0.17
rs4818 0.25
rs4680 0.38
rs199710929|0.17
rs8192488 |0.77
rs769224 0.49

rs165631 0.76
Tabla 30. Evaluacion de la asociacion entre los 11 SNPs del gen COMT con EDM (p<0.05).

7.2.4. Andlisis de asociacion de los polimorfismos de COMT vy los
endofenotipos de TDM.

En adicién, se hizo un andlisis de asociacién con algunos endofenotipos de
TDM como el Episodio Depresivo Mayor Recidivante y el Episodio Depresivo
Mayor con Melancolia. Los resultados no evidenciaron asociacion del gen con

ninguno de los endofenotipos analizados (Tabla 31).
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EDM con
EDMR |melancolia
SNP () (2))

rs4633 0.27 0.76
rs740602 0.74 0.74
rs6267 0.33 0.59
rs375558228|0.77 0.11
rs138628382|0.49 0.11
rs4818 0.83 0.55
rs4680 0.30 0.92
rs199710929 | 0.49 0.11
rs8192488 |0.32 0.53
rs769224 0.93 0.31
rs165631 0.36 0.24

Tabla 31. Evaluacion de la asociacion entre los 11 SNPs del gen COMT con los endofenotipos
de EDM, recidivante (EDMR) y con melancolia (p<0.05).

7.2.5. Determinacién de los haplotipos del gen COMT y anélisis de
asociacién con el fenotipo de TDM.

A través de PLINK (70) y Haploview (71) se realiz6 el andlisis de los haplotipos
del gen en la poblacion de estudio. De los haplotipos identificados 7
presentaron frecuencia mayor a 1%. Tres de ellos fueron representativos en las

dos poblaciones casos y controles (ver tabla 32).

No se encontré asociacion de alguno de los haplotipos identificados con la
enfermedad. El orden de los SNP dentro del haplotipo corresponde a:
rs4633|rs740602|rs6227|rs375558228|rs138628382|rs4818|rs4680|rs19971092
9|rs8192488|rs769224|rs165631.
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Frecuencia Frecuencia Frecuencia
_ (%) (%) (%) | Valorde

Haplotipo y
Poblacion Casos Controles P

Total
TGGGGCACCGC 36,9 37.6 37,2 0.9
CGGGGCGCCGC 29,9 24.5 33.1 0.1
CGGGGGGCCGC 24,6 26.1 22.7 0.6
CAGGGCGCCGC 3,2 3.9 2.5 0.4
CGGGGGGCCAC 1,2 1 1.5 0.7
CGGGGCGCCAC 1,1 2.1 0.6 0.4
CGTGGCGCCGC 1,1 13 0.8 0.6

Tabla 32. Haplotipos del gen COMT (p<0.05)

La figura 7 evidencia los bloques haplotipicos y los SNPs que se encuentran en

desequilibrio de ligamiento (rs4633|rs4818|rs4680) los cuales al analizar por

separado, es decir, en un bloque haplotipico independiente, tampoco se

encuentran asociados con la depresiéon mayor (Tabla 33).

Figura 7. Blogue haplotipico de 3 SNPs en Desequilibrio de Ligamiento.

52




Haplotype Freq.  Case, Control Ratios ChiSquare  pvalue

Haplotype Associations

~TCR 0.374 |58.0 : 96.0, B88.0 : 148.0 0.008 0.9391
~CCG 0.361 |53.2 : 100.8, 87.7 » 148.3 |0.285 0.5936
Q&G 0.259 |42.8 : 111.2, 58.2 : 177.8 [0.476 0.43902

Tabla 33. Bloque haplotipico encontrados en Desequilibrio de Ligamiento (p<0.05)

Después de realizar (usando Haploview (71)) un analisis de 1.000
permutaciones con los datos obtenidos, se encontr6 nuevamente que no hay
asociaciéon de ninguno de los haplotipos del gen COMT con la depresion mayor

(ver figura 8).

Do Permutations Stop

Best Observed Chi-Square: 1.818 (Block 1: CGGGGCGECCGL)
Best Permutation Chi-Square: 13.501

681 permutations out of 1000 exceed highest observed chi square.

Mame Chi Sguare Permutation p-value
Block 1: CGEGEGCECCET 1.818 0.6310
Block 1: TGGGGCACCGC 0.0 1.0000
Block 1: CGGGEGGECCGT 0.267 1.0000
Block 1: CAGGGCGCCGT 0.517 1.0000
Block 1: CGGGEGGECCAT 0.09 1.0000
Block 1: CGGGGCECCAC 0.492 1.0000
Block 1: CGTGGCGCCGC 0,169 1.0000

w 125
=
=]
" 100
”g
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o 50
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2 25
0 -
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Figura 8. Permutaciones x 1000 de los haplotipos encontrados en el gen COMT

7.2.6. Comparacion de las frecuencias alélicas de los SNP identificados

en el presente estudio con poblacion a nivel mundial

Todos los SNPs del gen COMT (ENST00000361618 ) estudiados en el presente

trabajo se encuentran asignados y curados en la base de datos genémicos
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ENSEMBL, la cual ofrece informacion detallada de cada gen y de los SNPs, asi
como dispone de herramientas para el analisis de datos y publica de manera
actualizada datos de genética de poblaciones que sirven de referencia para
estudios comparativos (73). En ENSEMBL (http://www.ensembl.org) se

presentan las frecuencias alélicas para distintas poblaciones a nivel mundial y
se adicionan las que resultan del proyecto de los 1000 genomas. Las regiones
el planeta se dividen en: Africa, Asia, América y Europa; dentro de la poblacion
de América estan representadas sub-poblaciones de paises asi: Colombia,
Costa Rica y México. Para la poblacion de Colombia la muestra es tomada en
Medellin. Se realizé la comparacion de las frecuencias alélicas de la poblacion
control (118 individuos) de los SNP rs740602, rs4818, rs4680, rs8192488 y
rs165631 con los reportes a nivel mundial (Tabla 34).

PRESENTE
ESTUDIO
CONTROLES | ENSEMBL | PRUEBA | Valor de
SNP ALELO % % Chi 2 (p)

rs740602 G 97 98 0,01 0,92
A 3 2 0,50 0,48
rs4818 C 75 61 3,21 0,07
G 25 39 5,03 0,02
rs4680 G 63 62 0,02 0,90
A 37 38 0,03 0,87
rs8192488 C 100 98 0,04 0,84
T 0 2 2,00 0,16
rs165631 C 100 96 0,17 0,68
T 0 4 4,00 0,05

Tabla 34. Comparacion de frecuencias alélicas de SNP del gen COMT a nivel mundial (p>0.05)

La comparacion de las frecuencias alélicas reportadas por ENSEMBL vy las
encontradas en el presente estudio en los controles indic6 diferencia

significativa solo para el alelo G de rs4818 con una p=0.02. (Tabla 34).
Para los SNPs, rs4633 y rs769224, en la poblacién de control del presente

estudio, se hallaron frecuencias alélicas iguales a las publicadas por ENSEMBL
para Colombia.

54



Si bien para el rs6267 no se informa en la muestra de ENSEMBL (73) la
presencia del alelo T en su muestra, esto puede deberse a un estrecho tamafio
del numero de muestras; la presencia del alelo T en el grupo control del
presente estudio con una frecuencia del 1% refleja la baja frecuencia de esta
alelo en la poblacion colombiana En otras poblaciones latinoamericanas la
frecuencia del alelo T oscila entre el 1 y 4%, en Asia, en general, es del 4%,
mientras que en Europa es del 1% y para todas las poblaciones, en promedio,
es del 2%. (Tabla 35)

PRESENTE
ESTUDIO |ENSEMBL
SNP ALELO % %
rs6267 G 99 100
rs6267 T 1 0

Tabla 35. Frecuencias alélicas de rs6267 de ENSAMBL y las encontradas en nuestro estudio

en controles (p<0.05).

Para los polimorfismos rs138628382, rs375558228 y rs199710929 del gen
COMT, no se han informado para nuestro pais las frecuencias alélicas, por lo

gue se presentan, por vez primera.

7.2.7. Alineamiento de los SNP no sindnimos del gen COMT identificados
en la poblacién de estudio y determinacién In Silico de su

patogenicidad

También se realiz6 un alineamiento de la proteina usando el programa
UniprotKB, en cinco especies, dentro de las cuales esta Mus musculus (Raton),
Macaca mulatta (Rhesus macaque), Bos taurus (Bovino), Equus caballus
(Caballo) y Sus scrofa (Cerdo), se encontr6 un porcentaje de identidad de
44.93%, por medio de este se logré identificar que los cuatro SNPs no
rs138628382, rs4680 vy

rs199710929 se encuentran en ciertas regiones conservadas de la proteina, en

sinénimos identificados en este estudio, rs6267,

diferentes proporciones, siendo la ubicacion del rs199710929 la region mas
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altamente conservada de todas, lo que podria llevar a pensar que son
funcionalmente importantes, los aminoacidos especificos de cada posicion se

describen en la tabla 36.

rs6267 |rs138628382 | rs4680 |rs199710929

ESPECIE p.72 p.32 p.158 p.125
Homo sapiens (Humano) A G v R
Macaca mulatta (Rhesus

macaque) A G M R

Mus musculus (Ratén) P G L R

Bos taurus (Bovino) P _ L R
Equus caballus (Caballo) P _ L R

Sus scrofa (Cerdo) P _ L R

Tabla 36. Aminoéacidos ubicados en la posicién de los cuatro SNP no sinénimos, observados

en cinco especies diferentes.

Segun lo reportado por ENSEMBL, el posible dafio en la proteina de los cuatro
SNPs no sinénimos encontrados en el presente estudio rs6267, rs138628382,
rs4680 y rs199710929, con las predicciones de Polyphen-2 y SIFT, que se
muestran en la tabla 37. Se evidencia a solo dos rs6267 y rs199710929, de los
cuatro cambios generando un posible dafio a nivel de la proteina, los otros dos

rs138628382 y rs4680 no presentaria dafio a nivel de la proteina.

EXON SNP PolyPhen-2 SIFT
rs6267 Posible dafio Deletéreo

Exn3 |rs138628382 | Benigno Tolerado
rs4680 Benigno Tolerado

Ex6n4 | rs199710929 | Posible dafio Deletéreo

Tabla 37. Prediccion de dafio en la proteina segin Polyphen-2 y SIFT.

7.2.8. Asociacién de variables no genéticas al fenotipo TDM

Después de realizar un Andlisis de Regresion Logistica por medio de la
aplicacion de computador (software) SPSS (68) tomando al TDM como la
variable dependiente, se observo que las variables independientes asociadas a
esta son, la edad (p=0,03), el género (p=0,003), el nivel educativo (p=0,002), el

56



habito de fumar (p=0,01) y del consumo de alcohol (p=0,002). Las variables
independientes que no se asociaron a TDM fueron: el estado civil, el indice de
masa corporal (IMC), el estrato socioeconémico y el consumo de sustancias
psicoactivas, ademas de los 11 SNPs que no presentaron tampoco ningun tipo

de asociacion.
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8. DISCUSION

La depresion mayor es considerada una enfermedad compleja o multifactorial
(12,13), en los ultimos afios se ha incrementado el interés por encontrar su
causa, incluyendo la contribucion de la genética y los factores ambientales, es
asi como el planteamiento de este estudio es encontrar evidencia de

asociacion de polimorfismos del gen COMT vy la susceptibilidad a depresion.

La evidencia publicada para otras poblaciones entre polimorfismos de genes y
el fenotipo depresidbn es contradictoria. Se han estudiado genes como:
S5HTTP/SLC6A4, APOE, DRD4, GNB3, HTR1A, MTHFR, SLC6A3 y COMT
(24). Este autor y otros no han identificado un gen Gnico causal y tampoco uno
gue tenga o representa una contribucién mayor, lo que indica que el fenotipo es

el resultado de la accion aditiva de varios genes (24).

Debido al interés de estudiar genes relacionados con el metabolismo de
medicamentos, esto es Farmacogenética, y la evidencia de que la respuesta a
algunos farmacos utilizados en psiquiatria pueden presentar respuesta
terapéutica variable ocasionada por las variantes del gen COMT, se decidio
valorar el papel de este gen en el fenotipo depresibn mayor en nuestra

poblacién.

En este sentido, tomando en cuenta que algunos estudios apoyan la hipotesis
de que el metabolismo de neurotransmisores mediados por el gen COMT,
pudiera presentar variacion enzimatica explicada por polimorfismos genéticos
(58). No obstante, otros estudios no apoyan tal hipétesis: en Israel en 1999 (59)
y en Estados Unidos con poblacion de origen mexicano, catorce afios después,
en 2012 (12).

En adicion, la controversia ha sido ampliada, por una parte hay estudios en los
cuales se ha visto una fuerte relacion entre polimorfismos del gen COMT, como
Vall58Met, que afectan la respuesta al tratamiento antidepresivo. Estudios

adelantados en lItalia, Alemania y Japon, junto con otro en poblacion europea
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(3,4,60,61), apoyan la relacién entre este polimorfismo y la respuesta al
tratamiento. Por el contrario, también se encuentran estudios en los que se
rechaza la participacion de los polimorfismos del gen COMT en la respuesta al
tratamiento; entre estos se hallan uno realizado en poblacion caucéasica de
Europa (62), dos estudios en poblacion china (63,65) y otro llamado STAR*D
(Sequenced Treatment Alternatives to Relieve Depression) en los Estados
Unidos (64). Dado que no se habia estudiado este asunto en nuestra
poblacién, se decidié abordar el problema en nuestro medio.

Es interesante observar como los cuatro SNPs no sinbnimos encontrados en
este estudio rs6267, rs138628382, rs4680 y rs199710929 se encuentran
ubicados en regiones conservadas al realizar el alineamiento con otras
especies, Yy al ser evaluados estos cambios en PolyPhen y SIFT solo dos
rs6267 y rs199710929, podrian llegar a ser deletéreos o generar posible dafio
en la proteina. Esto deja abierta la posibilidad de realizar futuros analisis
funcionales de esta proteina, sin embargo no constituye una conclusion
relevante en el presente estudio ya que en los andlisis estadisticos no se
observo una asociacion estadisticamente significativa entre estos SNPs y el

fenotipo evaluado.

Los presentes resultados refuerzan el hallazgo de otros estudios frente a las
diferencias de género en las enfermedades psiquiatricas, pues para el fenotipo
TDM el 82% es del género femenino. En la literatura también se evidencia este
hallazgo: por ejemplo, un estudio multicéntrico realizado en 1998 con la
participacion de 5 paises (Inglaterra, Italia, Grecia, Australia y Nigeria) mostro
una relacién de oportunidades con un riesgo 1.6 veces mayor de depresion
para la mujer, comparada con el hombre (1.60; 95% CI, 1.37-1.86) (74).

De acuerdo con los resultados obtenidos, no se ha encontrado en el presente
estudio evidencia que soporte la asociacion entre los polimorfismos estudiados
para el gen COMT rs4633, rs740602, rs6227, rs375558228, rs138628382,
rs4818, rs4680, rs199710929, rs8192488, rs769224 y rs165631 y el fenotipo de

Depresidon Mayor; por tanto, se puede afirmar que el gen COMT, al menos en la
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muestra analizada y posiblemente en nuestra poblacion, no esta relacionado
con susceptibilidad a depresion. No obstante lo anterior, los presentes
resultados pueden requerir validacién y por ello se recomienda la ampliacion

del tamafio de muestra.

En adicién, no se puede descartar el papel farmacogenético del gen COMT con
estos resultados, por lo tanto, queda abierta la posibilidad a nuevos estudios,
para medir la influencia de los polimorfismos en la respuesta al tratamiento
antidepresivo teniendo en cuenta que en muchos otros estudios ya

mencionados se evidencia este papel.
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9. CONCLUSIONES

En el presente estudio no se encontrd asociacion entre polimorfismos del gen

COMT vy la susceptibilidad a Depresién Mayor.

A pesar de no hallar evidencia del gen COMT y sus variantes, como causantes
de Depresion Mayor, no se puede descartar completamente el papel que este

gen tiene en los estados de &nimo y con el comportamiento humanao.

Es necesario ampliar el estudio para validar los resultados, ampliar el estudio a
otros genes causales como 5HTTP/SLC6A4, APOE, BDNF, DRD4, GNB3,
HTR1A, MTHFR y SLC6A3, y otros genes candidatos que se identifiquen
posteriormente, sobre los cuales hay también evidencia controversial sobre su

papel en el fenotipo.
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12. ANEXOS

ANEXO 1. Formato de Consentimiento Informado Casos

Lo

(Y

UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE NUESTRA SENORA DEL ROSARIO
ESCUELA DE MEDICINA Y CIENCIAS DE LA SALUD

CONSENTIMIENTO INFORMADO

EL PAPEL DE POLIMORFISMOS DEL GEN COMT EN LA
SUSCEPTIBILIDAD A LA DEPRESION MAYOR

Usted esta invitado a participar en un estudio de investigacion propuesto por el
Departamento de Ciencias Basicas, la Unidad de Genética, la Unidad de
Farmacologia y el Centro de Investigacion en Ciencias de la Salud de la
Universidad del Rosario con la participacion de:

Dora Janeth Fonseca, Isabel Perez, Heidi Mateus, Carlos Restrepo,

Marcela Galvez, Laura Rico

Es muy importante que usted lea y entienda ciertos puntos importantes en la
realizacion de este estudio:

(a) La participacion en este estudio es totalmente voluntaria.

(b) La naturaleza de esta investigacion, su proposito, sus limitaciones, sus
riesgos, sus inconvenientes, incomodidades y cualquier informacién
pertinente al resultado de este, le sera explicada por el equipo de
investigacion.

(c) Tiene la libertad de retirar su consentimiento en cualquier momento y
dejar de participar en el estudio sin que por ello se creen perjuicios para
continuar su cuidado y tratamiento por parte de su médico tratante

(d) Si tiene algun interrogante sobre el estudio por favor no dude en
manifestarlo a alguno de los investigadores, quien con mucho gusto, le
contestara sus preguntas.

(e) Confidencialidad: Los registros médicos de cada individuo
permaneceran archivados en el Laboratorio de Genética de la
Universidad del Rosario. Las historias clinicas, los resultados de
examenes Yy la informacion que usted nos ha dado son de cardacter
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absolutamente confidencial, de manera que, solamente usted y el equipo
de atencidén clinica y de investigacion tendra acceso a estos datos. Por
ningun motivo se divulgaré esta informacion sin su consentimiento.

() De acuerdo con lo establecido en la resolucion 008430 de 1993
(“Normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en
salud”), este estudio puede ser clasificado como una “Investigaciéon con
riesgo minimo”. Se cumplird con lo establecido por el Ministerio de
Proteccidn Social colombiano (antiguo Ministerio de Salud), la ley 84 de
1989y laley 2381 de 1993

(9) El participante del estudio no recibira ningun tipo de remuneracion ni
tendran que pagar por su participacion en el estudio.

(h) El psiquiatra tratante de la Institucién Prestadora de Servicios de Salud a
la cual usted se encuentra adscrito manejara y continuara manejando el
tratamiento de su enfermedad y serd quien decida si es necesario hacer
cambios en su medicacion, en la dosis o en el farmaco antidepresivo con
el objeto de seleccionar el tratamiento mas apropiado, segin su
evolucion clinica en cada consulta de control.

Cualquier informacién adicional usted puede obtenerla directamente con:
ISABEL PEREZ-OLMOS, DORA FONSECA

Departamento de Ciencias Basicas.

Escuela de Medicina y Ciencias de la Salud

Universidad del Rosario. Tel (57-1) 3474570 (Ext 266 0 338 0 214)

Dr. ALBERTO VELEZ VAN MEERBEKE
Presidente del comité de Etica en Investigacion.
Universidad del Rosario. Tel (57-1) 3474570 (Ext. 249)

A. EXPLICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

OBJETIVO:

El objetivo principal de este estudio es determinar si existe una relacién entre el
polimorfismo genético del gen Catecol-O-Metiltransferasa COMT, con la
susceptibilidad al trastorno depresivo mayor que usted presenta, esto solo se
conocera al finalizar la investigacion para garantizar la validez del estudio.

PROCEDIMIENTO:

En la evaluacion inicial, se le haran preguntas a usted que indagan por algunos
sintomas que se presentan en las personas con depresion, similar a lo que el
médico tratante hace en la consulta psiquiatrica inicial o de control.

Al inicio de su participacion en esta investigacion se le tomara una Unica
muestra de aproximadamente 10 ML (menos de una cucharada) de sangre
mediante puncion en vena periférica del antebrazo. Esta toma de la muestra no
se repetird a lo largo del estudio a menos que sea necesaria una segunda
extraccion por dafio de la muestra obtenida, de ser asi, usted sera notificado
para tomar la muestra nuevamente.

Estas muestras seran manejadas y analizadas Unicamente por personas
expertas involucradas directamente en este proyecto y seran almacenadas en
nuestro laboratorio de Genética.

RIESGOS E INCOMODIDADES:
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La participacion en este estudio representa un riesgo minimo para su salud e
integridad y las molestias y efectos adversos estardn representadas
exclusivamente por la toma de muestra referida en los procedimientos, algunas
molestias por la toma de la muestra de sangre pueden ser. hematomas,
enrojecimiento y/o sensibilidad al tacto en el lugar de donde se extrae la
muestra, sin embargo, estas seran transitorias.

BENEFICIOS ADICIONALES:
Este estudio ayudard a guiar el diagnostico del Trastorno Depresivo Mayor.

RESPONSABILIDAD DEL PACIENTE Y PRECAUCIONES:

Al tomar parte de este estudio es importante que usted contemple las
siguientes responsabilidades y precauciones a tener en cuenta:

Usted se encuentra con la responsabilidad de brindar informacion verdadera
sobre sus sintomas depresivos.

El riesgo existente en una toma de muestra de sangre en vena periférica es
muy bajo y por lo tanto no reviste riesgo en la salud del paciente, ustedes
pueden informar acerca de las molestias causadas por la toma de la muestra
de sangre hasta que estas desaparezcan como es usual.

MANEJO DE RESULTADOS:

Sélo al final de esta investigacién y para preservar la validez de la misma,
cuando haya una solicitud expresa del paciente se le dara a conocer el
resultado de su genotipo para COMT, de manera personal en el Laboratorio de
Biologia Celular y Molecular de la Universidad del Rosario.

B. AUTORIZACION

La utilizacion de la muestra en estudios posteriores nos podria ayudar en el
futuro a entender mejor la relacion entre la genética y la respuesta al
tratamiento con medicamentos antidepresivos. Por lo tanto, por favor marque
su decision con respecto al almacenamiento de la muestra y su utilizacion en
estudios de investigacion posteriores

0 Deseo que la muestra que me fue extraida sea DESECHADA una vez
completado el estudio.

00 Autorizo conservar la muestra que me fue extraida con la posibilidad de
emplearla junto con el resultado del estudio, en las situaciones sefaladas
a continuacion:

e En estudios de investigacién en colaboracidon con otras instituciones
nacionales y/o internacionales, siempre y cuando exista acuerdo
interinstitucional previo, aprobacion del comité de ética y se conserve en
anonimato mis datos de identificacion 0OSi  [ONo

e En estudios complementarios de diagndstico para mi o algin miembro
de mi familia O0Si 0ONo
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e En estudios de investigacion especificos para la(s) entidad(es), objeto de
esta toma de muestra, siempre y cuando se conserve en anonimato mis
datos de identificacion 0OSi [ONo

e En estudios de investigacion de entidades distintas a la(s) entidad(es)
objeto de esta toma de muestra, siempre y cuando se conserve en
anonimato mis datos de identificacion 0OSi [ONo

AUTORIZACION PARA LA TOMA DE MUESTRAS E INCLUSION
VOLUNTARIA EN EL ESTUDIO:

Habiendo sido enterado(a) del contenido del presente estudio, se que los
resultados me indicaran a mi acerca de la caracteristica del gen COMT, y
como ésta podria determinar la susceptibilidad a presentar Trastorno
Depresivo Mayor, lo cual podria ayudar a optimizar el tratamiento en el futuro,
y una vez resueltas todas mis dudas acerca de la investigacion;
Yo, con documento de
identificacion numero: de :
acepto voluntariamente que se me tome una muestra de sangre, con el fin de
realizar los analisis y evaluaciones mencionadas. Asi mismo, declaro que se
me ha explicado la presencia de los riesgos y el manejo que se le dara al
material de muestra suministrada.

Fecha:

Firma

Direccion

Teléfono

Firma: Firma:
CcC CcC
Testigo 1 Testigo 2

Investigador (nombre y firma)
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ANEXO 2. Formato de Consentimiento Informado Controles

Sa

v

UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE NUESTRA SENORA DEL ROSARIO
ESCUELA DE MEDICINA Y CIENCIAS DE LA SALUD

CONSENTIMIENTO INFORMADO

EL PAPEL DE POLIMORFISMOS DEL GEN COMT EN LA
SUSCEPTIBILIDAD A LA DEPRESION MAYOR

Usted esta invitado a participar en un estudio de investigacion propuesto por el
Departamento de Ciencias Basicas, la Unidad de Genética, la Unidad de
Farmacologia y el Centro de Investigacion en Ciencias de la Salud de la
Universidad del Rosario con la participacion de:

Dora Janeth Fonseca, Isabel Perez, Heidi Mateus, Carlos Restrepo,

Marcela Galvez, Laura Rico

Es muy importante que usted lea y entienda ciertos puntos importantes en la
realizacion de este estudio:

() La participacion en este estudio es totalmente voluntaria.

() La naturaleza de esta investigacion, su proposito, sus limitaciones, sus
riesgos, sus inconvenientes, incomodidades y cualquier informacién
pertinente al resultado de este, le sera explicada por el equipo de
investigacion.

(k) Tiene la libertad de retirar su consentimiento en cualquier momento y
dejar de participar en el estudio sin que por ello se creen perjuicios ni
repercusiones.

(D Si tiene algun interrogante sobre el estudio por favor no dude en
manifestarlo a alguno de los investigadores, quien con mucho gusto, le
contestara sus preguntas.

(m)Confidencialidad: Los registros médicos de cada individuo
permaneceran archivados en el Laboratorio de Genética de la
Universidad del Rosario. Las historias clinicas, los resultados de
examenes Yy la informacion que usted nos ha dado son de cardacter
absolutamente confidencial, de manera que, solamente usted y el equipo
de atencidén clinica y de investigacion tendra acceso a estos datos. Por
ningun motivo se divulgara esta informacién sin su consentimiento.

(n) De acuerdo con lo establecido en la resolucibn 008430 de 1993
(“Normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en
salud”), este estudio puede ser clasificado como una “Investigacion con
riesgo minimo”. Se cumplira con lo establecido por el Ministerio de
Proteccion Social colombiano (antiguo Ministerio de Salud), la ley 84 de
1989y laley 2381 de 1993
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(o) El participante del estudio no recibira ningun tipo de remuneracion ni
tendran que pagar por su participacion en el estudio.

(p) Si usted se encuentra en manejo por psiquiatria, el psiquiatra tratante de
la Institucion Prestadora de Servicios de Salud a la cual usted se
encuentra adscrito manejara y continuard manejando el tratamiento de
su enfermedad y sera quien decida si es necesario hacer cambios en su
medicacion, en la dosis o en el farmaco antidepresivo con el objeto de
seleccionar el tratamiento més apropiado, segun su evolucion clinica en
cada consulta de control.

Cualquier informacién adicional usted puede obtenerla directamente con:
ISABEL PEREZ-OLMOS, DORA FONSECA

Departamento de Ciencias Basicas.

Escuela de Medicina y Ciencias de la Salud

Universidad del Rosario. Tel (57-1) 3474570 (Ext 266 0 338 0 214)

Dr. ALBERTO VELEZ VAN MEERBEKE
Presidente del comité de Etica en Investigacion.
Universidad del Rosario. Tel (57-1) 3474570 (Ext. 249)

A. EXPLICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

OBJETIVO:

El objetivo principal de este estudio es determinar si existe una relacién entre el
polimorfismo genético del gen Catecol-O-Metiltransfersa COMT, con la
susceptibilidad al trastorno depresivo mayor, esto solo se conocera al finalizar
la investigacion para garantizar la validez del estudio.

PROCEDIMIENTO:

En la evaluacion inicial, se le haran preguntas a usted que indagan por algunos
sintomas que se presentan en las personas con depresion.

Al inicio de su participacion en esta investigacion se le tomara una Unica
muestra de aproximadamente 10 ML (menos de una cucharada) de sangre
mediante puncién en vena periférica del antebrazo. Esta toma de la muestra no
se repetird a lo largo del estudio a menos que sea necesaria una segunda
extraccion por dafio de la muestra obtenida, de ser asi, usted sera notificado
para tomar la muestra nuevamente.

Estas muestras serdn manejadas y analizadas Unicamente por personas
expertas involucradas directamente en este proyecto y seran almacenadas en
nuestro laboratorio de Genética.

RIESGOS E INCOMODIDADES:

La participacion en este estudio representa un riesgo minimo para su salud e
integridad y las molestias y efectos adversos estaran representadas
exclusivamente por la toma de muestra referida en los procedimientos, algunas
molestias por la toma de la muestra de sangre pueden ser. hematomas,
enrojecimiento y/o sensibilidad al tacto en el lugar de donde se extrae la
muestra, sin embargo, estas seran transitorias.

BENEFICIOS ADICIONALES:
Este estudio ayudara a guiar el diagnostico del Trastorno Depresivo Mayor.
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RESPONSABILIDAD DEL PACIENTE Y PRECAUCIONES:

Al tomar parte de este estudio es importante que usted contemple las
siguientes responsabilidades y precauciones a tener en cuenta:

Usted se encuentra con la responsabilidad de brindar informacion verdadera
sobre sus sintomas.

El riesgo existente en una toma de muestra de sangre en vena periférica es
muy bajo y por lo tanto no reviste riesgo en la salud del paciente, ustedes
pueden informar acerca de las molestias causadas por la toma de la muestra
de sangre hasta que estas desaparezcan como es usual.

MANEJO DE RESULTADOS:

Sélo al final de esta investigacion y para preservar la validez de la misma,
cuando haya una solicitud expresa del participante se le dara a conocer el
resultado de su genotipo para COMT, de manera personal en el Laboratorio de
Biologia Celular y Molecular de la Universidad del Rosario.

B. AUTORIZACION

La utilizacion de la muestra en estudios posteriores nos podria ayudar en el
futuro a entender mejor la relacién entre la genética y otras enfermedades. Por
lo tanto, por favor margue su decision con respecto al almacenamiento de la
muestra y su utilizacion en estudios de investigacion posteriores

0 Deseo que la muestra que me fue extraida sea DESECHADA una vez
completado el estudio.

00 Autorizo conservar la muestra que me fue extraida con la posibilidad de
emplearla junto con el resultado del estudio, en las situaciones sefaladas
a continuacion:

e En estudios de investigacién en colaboracidon con otras instituciones
nacionales y/o internacionales, siempre y cuando exista acuerdo
interinstitucional previo, aprobacién del comité de ética y se conserve en
anonimato mis datos de identificacion 0OSi  [ONo

e En estudios complementarios de diagndstico para mi o algun miembro
de mi familia O0Si 0ONo

e En estudios de investigacion especificos para la(s) entidad(es), objeto de
esta toma de muestra, siempre y cuando se conserve en anonimato mis
datos de identificacion [0Si  [ONo

e En estudios de investigacion de entidades distintas a la(s) entidad(es)
objeto de esta toma de muestra, siempre y cuando se conserve en
anonimato mis datos de identificacion [0ISi  [ONo

AUTORIZACION PARA LA TOMA DE MUESTRAS E INCLUSION
VOLUNTARIA EN EL ESTUDIO:

Habiendo sido enterado(a) del contenido del presente estudio, se que los
resultados me indicaran a mi acerca de la caracteristica del gen COMT, y
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como ésta podria determinar la susceptibilidad a presentar Trastorno
Depresivo Mayor, lo cual podria ayudar a optimizar el tratamiento en el futuro,
y una vez resueltas todas mis dudas acerca de la investigacion;
Yo, con documento de
identificacion numero: de ,
acepto voluntariamente que se me tome una muestra de sangre, con el fin de
realizar los andlisis y evaluaciones mencionadas. Asi mismo, declaro que se
me ha explicado la presencia de los riesgos y el manejo que se le dara al
material de muestra suministrada.

Fecha:

Firma

Direccion

Teléfono

Firma: Firma:
CcC CcC
Testigo 1 Testigo 2

Investigador (nombre y firma)
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ANEXO 3. Formato de Recoleccién de Datos

AR,

UNIVERSIDAD DEL ROSARIO

RECOLECCION DE DATOS
EL PAPEL DE POLIMORFISMOS DEL GEN COMT EN LA
SUSCEPTIBILIDAD A LA DEPRESION MAYOR

Cddigo paciente
CCITI

Nombre

Fecha de nacimiento
DD/MM/AAAA
Investigador-
Psiquiatra
Institucion

Historia clinica
Fecha de entrevista DD/MM/AAAA

Teléfono: Fijo 1: Fijo 2: Celular:

Direccion Residencia/trabajo:

INFORMACION GENERAL
1. Estado civil
Soltero (a) [] Casado(a)_] Separado(a)_]
Unién libre [] Viudo(a) ] Otro []

2. Edad en afios cumplidos:
3. Peso en kilogramos:
4. Tallaencm:

5. Sexo Masculino
Femenino

6. Estrato socioecondémico

1

2

3

4
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5
6

7. Maximo nivel educativo alcanzado
Primarial_] Bachillerato[_] Técnicd]
Profesional_] Posgradd]

8. Consume sustancias psicoactivas
Si | No
Sustancia:

9. Fumador

9.1 Cantidad de cigarrillos al dia

10. Consumo de alcohol

11. Frecuencia del consumo de alcohol
Menos de una vez al m_] Una vez al me[]
Una vez a la semafl_] Todos [} dias

1]
12. Hospitalizaciones en unidad de psiquiatria

13. Tratamiento recibido anteriormente con medicamentos
antidepresivos

13.1. Medicamento:
13.2 Dosis y Frecuencia de toma:

13.3 Duracioén del tratamiento:

13.4 Finalizaci6én del tratamiento:

13.5 Razédn de la suspension:
Efecto advers(_] No disponibilidad del tratamien{_]
Otro:

14. Uso de otro medicamento antidepresivo

14.1. Medicamento:
14.2 Dosis y frecuencia de toma:

14.3 Duracioén del tratamiento:

14.4 Finalizaci6n del tratamiento:

14.5 Razén del cambio:
Efecto advers(_] No disponibilidad del tratamien{_]
Otro:

ANTECEDENTES

| Patoldgicos
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Toxico-alérgicos

Hospitalizaciones

Trauméticos

Farmacoldégicos

Familiares

80




ANEXO 4. MINI Entrevista Neuropsiquiatrica Internacional

MINI Entrevista Neuropsiquiatrica Internacional
(MINI International Neuropsychiatric Interview, MINI)
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