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ABSTRACT

There are variable responses to Serotonin Selective Reuptake Inhibitors (SSRIs) among patients treated with this medication. Polymorphisms
found in the genes coding for the serotonin transporter (5-HTT) and the serotonin 2A receptor (5-HTR2A) can be used as genetic biomarkers
capable of predicting treatment efficacy. The SLC6A4 gene has two polymorphisms: 5-HTTLPR, consisting of an insertion/deletion of 44 bp, and
5-HTTVNTR, characterized by 9, 10 or 12 copies of a region of 16-17 bp. Gene 5-HTR2A presents the 1438 G/A SNP. In order to obtain the
allelic and genotypic frequencies of the listed polymorphisms in a sample of the Mar del Plata city population, Argentina; PCR and PCR-RFLP
methodologies were applied to genotype the 5-HTTLPR and 5-HTTVNTR polymorphisms and the 1438 G/A SNP in 384 unrelated individuals.
Different primers for genotyping were compared. The allelic and genotypic frequencies obtained for polymorphism were the following: 5-HTTLPR
polymorphism L/L: 18 %; L/S: 61 %; S/S: 21 % (Freq allelic L: 49 %; S: 51 %) and the 5-HTTVNTR 12/12: 42 %, 12/10: 41 %; 10/10: 17 % (Freq
Allelic 10: 37.5 %; 12: 62.5 %). For polymorphism 1438 G/A GA: 47 % GG: 36 %, AA: 17 % (Freq allelic G: 59.5 %; A: 40.5 %). This study will
provide useful data for investigations that require the use of these polymorphisms as genetic markers linked to the response to psychoactive drugs in
our population.

Key words: serotonergic polymorphisms, population frequencies for depression, pharmacogenetics

RESUMEN

La respuesta a los ISRS (Inhibidores Selectivos de la Recaptura de Serotonina) entre los pacientes bajo tratamiento con esta medicacion es
variable. Los polimorfismos hallados en los genes que codifican para el transportador de serotonina (5-HTT) y para el receptor de serotonina 2A
(5-HTR2A) pueden utilizarse como biomarcadores genéticos capaces de predecir la respuesta al firmaco. El gen SLC6A4 presenta dos polimorfismos:
5-HTTLPR, que consiste en una insercién/deleciéon de 44 pb, y 5S-HTTVNTR caracterizado por 9, 10 o 12 copias de una regién de 16-17 bp.
El gen 5-HTR2A presenta el marcador SNP 1438 G/A. Con el objetivo de calcular las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos
mencionados en una muestra de la poblacién marplatense se pusieron a punto metodologias de PCR y PCR-RFLP que permitieron genotipificar
los polimorfismos 5-HTTLPR, 5-HTTVNTR vy el marcador SNP 1438 G/A en 384 individuos no relacionados de la poblacién marplatense.
Las frecuencias alélicas y genotipicas obtenidas fueron las siguientes: para el polimorfismo 5-HTTLPR L/L: 18 %;L/S: 61 %; S/S:21% (Frec. alélica L:
49%; S: 51%) y para el polimorfismo 5S-HTTVNTR 12/12: 42%, 12/10: 41 %; 10/10: 17 % (Frec. Alélica 10: 37,5%; 12: 62,5%). Para el polimorfismo
SNP 1438 G/A GA: 47 %, GG: 36 %, AA: 17 % (Frec. alélica G: 59,5 %; A: 40,5 %). Este estudio aportara datos de utilidad para investigaciones que
requieran el uso de estos polimorfismos como marcadores genéticos vinculados a la respuesta a psicofirmacos en nuestra poblacion.
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INTRODUCCION

Los Inhibidores Selectivos de Recaptura de Serotonina
(ISRS) son actualmente los firmacos mas utilizados para
tratar estados depresivos y otras patologias psiquiatricas
como ansiedad, desérdenes de personalidad, esquizofrenia,
trastorno obsesivo-compulsivo (TOC), ya que generan
menos efectos secundarios en relacién a los antidepresivos
triciclicos y a los IMAQO. Acttian bloqueando la recaptura o
limpieza de la serotonina (5-HT) por parte del transporta-
dor de serotonina (5-HTT), lo que incrementa el nivel del
neurotransmisor en la hendidura siniptica (Rakel, 2009;
Artiga, 1997).

A pesar de que los ISRS son mas tolerables y seguros
que otros antidepresivos, existe una respuesta variable a la
medicacidn entre los pacientes bajo tratamiento. Se han
detectado casos de sindrome serotoninérgico, sindrome de
secrecidn inapropiada de hormona antidiurética, arritmias
cardiacas, hipotension, convulsiones, depresion del SNC,
empeoramiento de la depresion y efectos adversos a nivel
gastrointestinal (Looper, 2007).

Si bien se han tratado de identificar predictores de
respuesta farmacologica en base a variables fenotipicas,
no se han logrado tener mediciones de estas variables que
se correlacionen de forma constante con la respuesta al
tratamiento. Los abordajes genéticos-moleculares proveen
un método novedoso capaz de predecir la respuesta al
farmaco. Esta nueva herramienta constituye la base de la
farmacogenética o medicina personalizada (Bogad, 2008).

La variabilidad genética presente en la poblacidén
humana, como asi también el grado de estructuracién que
puede existir, genera que las frecuencias alélicas difieran
entre las poblaciones o grupos étnicos (Daar y Singer,
2005; Nelson et al., 2008; Perera et al., 2014). Por lo cual,
en las fases de desarrollo, las investigaciones en el area
de la farmacogenética se focalizan en obtener resultados
poblacionales (Bogad, 2008).

con qué frecuencia estin presentes en la poblaciéon de

Conocer qué alelos y

interés es siempre el primer paso para la aplicacion de la
farmacogenética (Daar y Singer, 2005; Nelson ef al., 2008;
Perera et al., 2014).

Dado que el efecto de los ISRS radica en bloquear al
transportador de serotonina, aumentando en consecuencia
la serotonina sinaptica que interactia con receptores de
serotonina pre y post-sinapticos,tanto estos receptores
como el transportador pueden contribuir a los efectos

serotoninérgicos adversos, por lo cual, los polimorfismos

hallados en los genes que los codifican pueden utilizarse
como biomarcadores genéticos capaces de predecir la
respuesta al tratamiento (Keers y Aitchison, 2011; Kohen
et al., 2008). De particular interés es el estudio de dos
polimorfismos detectados en el gen que codifica para el
transportador de serotonina (5-HTT) (Keers y Aitchison,
2011; Kohen et al., 2008; Malhotra ef al.,2004) y uno en el
que codifica para el receptor de serotonina 2A (5-HTR2A)
(Keers y Aitchison, 2011; Malhotra ef al., 2004).

EL 5-HTT es codificado por el gen SLC6A4, loca-
lizado en el brazo largo del cromosoma 17 en la region
q11.2, consta de 40 Kb y se compone de catorce exones
(Smits et al., 2004). Este gen presenta dos polimorfismos:
5-HTTPR, que consiste en una insercién/deleciéon de 44
pb en la region promotora y genera dos variantes alélicas,
una de brazo corto (S) y una de brazo largo (L) (Gonda
et al., 2006; Caspi et al., 2003) y 5-HTTVNTR caracte-
rizado por 9, 10 o 12 copias de una regidon de 16-17 bp
en el intrén 2 (Smits et al., 2004); las variantes cortas se
asoclan a una menor transcripcion del gen y a una menor
concentracién y funcionalidad de la proteina (Smits ef al.,
2004; Caspi et al., 2003; Hranilovic et al., 2004; Drtilkova
et al., 2010).

El gen que codifica para el receptor 2A de serotoni-
na, 5-HTR2A, se localiza en el cromosoma 13q14-q21.
Esta conformado por tres exones y abarca 20 kb. Uno de
los polimorfismos mas estudiados en relacién a la efica-
cia del tratamiento con antidepresivos del tipo ISRS es el
SNP (polimorfismo de nucleétido simple) G/A en la po-
sicidbn 1438 [rs6311] de la regidén promotora (Martinez-
Barrondo et al., 2005; Kim et al., 2008). Existen estudios
que asocian la variante alélica G con una disminucidn de la
expresion del receptor, y a la vez,los portadores del alelo G
suelen ser los que presentan mayores efectos adversos a es-
tos farmacos (Kim ef al., 2008; Stevenson y Bishop, 2013).
Como referencia de lo que sucede en Argentina, una
investigacion reciente llevada a cabo en la ciudad de
Rosario determiné la distribucion alélica y genotipica
del 5-HTTLPR en la poblacién local, obteniendo una
frecuencia para el genotipo LL del 29 %, para el genotipo
SS del 23 % y para el genotipo SL del 48 % y por ende
una frecuencia del alelo S mayor (53 %) que del alelo L
(47 %) (Ostera et al., 2014). Cabe destacar que es la Gnica
publicacién encontrada hasta el momento que evalda la
frecuencia génica de este polimorfismo en el pais.

Dada la importancia de estudios de determinaciéon de

frecuencias alélicas y genotipicas en investigaciones de
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farmacogenética, y dada la escasez de estudios que evaltian

la distribucién poblacional de estos polimorfismos a nivel
nacional, se plantea validar metodologias de Biologia
Molecular que permitan estudiar los polimorfismos
5-HTTLPR y 5-HTTVNTR del transportador de
serotonina y el SNP 1438 A/G del receptor 2A de
serotonina para su aplicacién en el estudio de frecuencias
alélicas y genotipicas en una muestra de la poblacidon

marplatense.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de pacientes

Se extrajo sangre periférica de 384 pacientes ambulatorios.
La sangre fue extraida por puncién venosa (antebrazo) y
recolectada en un tubo de plastico estéril con anticoagulan-
te EDTA. Las muestras fueron elegidas aleatoriamente de
un conjunto de muestras del Laboratorio de Anilisis Fares
Taie, utilizadas para estudios genéticos desde 2013 a 2015.
La poblacién estudiada tuvo una edad media de 45 aios,
siendo 25 % hombres y 75 % mujeres. Todos los pacientes
dieron consentimiento escrito voluntario para participar de

estudios genéticos.

Extraccion de ADN

Se procedi6 a extraer ADN de las muestras recolectadas a
partir de 200 pl de sangre entera mediante el kit comercial
“ADN High Pure PCR Template preparation Kit” (Ro-
che, Bs. As., Argentina) segtin instrucciones del fabricante. El

ADN extraido fue conservado a -20 °C hasta su utilizacién.

Cuantificacién de ADN

Se llevd a cabo la cuantificacién de ADN presente en las
muestras extraidas mediante el equipo Quant-iT™ Pico-
Green® dsDNA Assay (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.),
utilizando el termociclador en tiempo real Rotor Gene Q
Series segun indicaciones del fabricante. Todas las muestras
utilizadas en este estudio presentaron una concentracion de
ADN entre 8 y 140 ng/pul de ADN. En las reacciones de
PCR se utilizaron entre 20 y 50 ng de ADN.

Genotipificacién de los polimotfismos del transportador y receptor
2a de serotonina

Con el fin de estudiar los polimorfismos 5-HTTLPR
y 5-HTTVNTR y el SNP 1438 A/G del 5-HTR2A se

comenzd por poner a punto metodologias para la deteccion
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de los mismos en base a datos bibliograficos. El primer
paso consistid en corroborar si los cebadores encontrados
en la bibliografia amplificaban especificamente la region
correspondiente al gen de interés mediante la utilizacion
del Software de acceso libre Primer BLAST del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) contra

el genoma humano.

Polimotfismos del 5-HTT

Mediante una buasqueda bibliografica se eligieron diferen-
tes sets de cebadores para realizar la puesta a punto de las
amplificaciones por PCR; los cebadoresseleccionados fi-
guran en laTabla 1. Luego de realizar pruebas de validacién
con los distintos pares de cebadores se seleccionaron para los
estudios de genotipificacion del polimorfismo 5-HTTLPR
los que amplifican un fragmento de 181 pb para el alelo
L y de 137 pb para el alelo S. En el caso del polimorfismo
5-HTTVNTR se seleccionaron para los estudios de geno-
tipificacion los que amplifican un fragmento de 386 pb para
el alelo 12 y de 356 pb para el alelo 10 y 341 pb para el alelo
9. Una vez puestas a punto las reacciones de PCR para la
genotipificacién de ambos polimorfismos del transportador
de serotonina, se estudiaron 384 pacientes ambulatorios.
PCR del polimorfismo

se llevaron a cabo en un termociclador

Las amplificaciones
5-HTTLPR
VERITI (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.)

con una mezcla preformada (2G Kapa multiplex Biosystems,

por

Kapa Biosystems, Boston, Ma, EE.UU.) y optimizada
de todos los componentes de la reaccidn, exceptuando
cebadoresmoldes y agua. El programa de ciclado consistié
en una desnaturalizacién inicial de 2 min a 95 °C y 30 ciclos
de 155295 °C,30s265°Cy15sa72 °C. Mientras que
las reacciones de PCR del polimorfismo 5-HTTVNTR
realizaron en el equipo Rotor Gene (Qiagen, Hilden,
(Kapa Fast,
Biosystems, Boston, Ma, EE.UU.) y optimizada de todos

Alemania) con una mezcla preformada
los componentes de la reaccion exceptuando cebadores,
moldes, C1,Mg y agua. El programa de ciclado consistié en
una desnaturalizacién inicial de 2 min a 95 °C y 45 ciclos
de 155295 °C,20 sa 61 °Cy 20 s a 72 °C. En ambos
casos el volumen final de la mezcla de reaccion fue de
20pl. Los alelos fueron distinguidos por su peso molecular
mediante electroforesis en gel de agarosa 3,5 % tefiiddo con
bromuro de etidio y revelado por luz UV. En cada reaccion
de PCR, se procesaron como controles internos muestras
heterocigotas (LS, 10:12) y homocigotas (LL y SS; 10:10 y
12:12) para ambos polimorfismos.
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Tabla 1. Pares de cebadores utilizados para la puesta a punto de la deteccién del 5-HTTLPR y 5-HTTVNTR.

Tamano del

amplicon esperado

Referencia

Alelo L 528 pb
Alelo S 484 pb

Alelo L 529 pb
Alelo S 491 pb

Alelo L 181 pb
Alelo S 137 pb

Martinez-Barrondo
et al., 2005

Haase et al., 2013

Hu et al., 2006

Polimorfismo Secuencia de primers (5"3")
Fw TTCACCCCTCGCGGCAT
Rv GGGGATATTGGGGGTTGCAGGG

S_HTTLPR Fw GGCGTTGCCGCTCTGAATGC

Rv GAGGGACTGAGCTGGACAACCA
Fw GCAACCTCCCAGCAACTCCCTGTA
Rv GAGGTGCAGGGGGATGCTGGAA
Fw GTCAGTATCACAGGCTGCGAG
Rv TGTTCCTAGTCTTACGCCAGTG
Fw TGGATTTCCTTCTCTCAGTGATTGG
Rv TCATGTTCCTAGTCTTACGCCAGTG
Fw ATACTGGTAGGGTGCAAGGAGA

5-HHTVNTR Rv

CTCTGAATGCCAGCACCTAAC

Fw GTCAGTATCACAGGCTGCGAG
Rv TCATGTTCCTAGTCTTACGCCAGTG
Fw TGGATTTCCTTCTCTCAGTGATTGG
Rv TGTTCCTAGTCTTACGCCAGTG

Alelo 9 254 pb
Alelo 10 269 pb
Alelo 12299 Pb

Alelo 9 345 pb
Alelo 10 360 pb
Alelo 12 390 pb

380 pb — no
amplifica en
intrén

Alelo 9297 pb
Alelo 10282 pb
Alelo 12 302 pb

Alelo 9 341 pb
Alelo 10 356 pb
Alelo 12 386 pb

Kohen et al., 2008

Maestrini et al., 1999

Drtilkova et al., 2010

Martinez-Barrondo
etal., 2005

Maestrini et al., 1999

Kohen et al., 2008

Polimorfismo 1438 GA del receptor 2A de serotonina

El SNP 1438 A/G en el gen 5-HTR2A se analizb uti-
lizando la metodologia de PCR- RFLP mediante di-
gestion con la enzima de restriccidon Mspl. Las amplifi-
caciones se llevaron a cabo con el par de cebadores Fw
5"CTGGGTGGCATATTTCTGCT 3 y Rv 5"ACCA-
AGGGACTCCTGGTTTC’3 (Kim et al., 2008) en un
termociclador VERITI (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EE.UU.) con una mezcla preformada (2G Kapa mul-
tiplex Biosystems, Wilmington, Ma, EE.UU.) y optimiza-
da de todos los componentes de la reaccién, exceptuando
cebadores, moldes y agua, en un volumen final de 20 pL.
El programa de ciclado consistid en una desnaturalizacion
inicial de 3 min a 95 °C y 30 ciclos de 25 s a 95 °C, 30 s
a 60 °C y 20 s a 72 °C. El fragmento amplificado de 513
pb fue digerido con la enzima Mspl durante 3 hs a 37
°C, verificandose previamente la presencia del amplicon
mediante una corrida electroforética con la mitad del vo-
lumen de reaccion. Posterior a la digestion enzimatica, se

realiz6 una corrida electroforética en gel de agarosa 35

% tenido con bromuro de etidio y se reveld por Luz UV,
diferenciando los alelos por el patrén de bandas obtenido:
dependiendo la presencia o ausencia del sitio de corte para
Mspl se obtiene un fragmento de 513 pb para el alelo A o
dos fragmentos de 331 pb y 182 pb para el alelo G. En cada
reaccién de PCR se procesaron como controles internos
muestras heterocigotas (GA) y homocigotas (GG y AA).
Con el fin de corroborar la correcta genotipificacion,
algunos productos de PCR de 513 pb correspondientes a
pacientes con distinto genotipo segin PCR-RFLP, fue-
ron purificados y secuenciados. Las reacciones de secuen-
clacién fueron realizadas en un equipo CEQ 2000XL de
Beckman Coulter (secuenciador de ADN de 8 capilares de
33 c¢m de longitud, 75um id), siguiendo los protocolos del
fabricante. Una vez recibidas las secuencias se analizaron
los electroferogramas mediante el programa Sequence Scan-
ner 1'1.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.).
Adicionalmente, se planed evaluar la utilidad de
una metodologia post-PCR de High Resolution Melting
(HRM) para la detecciéon del polimorfismo 1438 A/G
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del 5-HTR2A a partir del disefio de cebadores propios
mediante el Software Primer Premier (PREMIER Biosoft

International). Como primer paso, en algunas muestras

ya genotipificadas por PCR-RFLP o secuenciacidn, se
realizd una amplificacién por PCR en tiempo real con
el intercalante fluorescente Evagreen (Kapa Fast HRM,
Biosystems, Boston, Ma, EE.UU.) y con los cebadores
disenados (Fw 5" CACTGTTGGCTTTGGATG 3 y Rv
5° TTAGGCTGAAGGGTGAAG’3)

amplificar un fragmento de 99 pb que contiene al

que permitieron

polimorfismo bajo estudio. El programa de ciclado
consistioé en una desnaturalizacién inicial de 2 min de 95
°C y 45 ciclos de 10 s 295 °C,15sa 54 °Cy20sa 72
°C. Una vez finalizada la amplificacién se efectud el anilisis

por HRM mediante el programa Rotor Gene Q Series.

Andalisis estadistico

En base a los resultados obtenidos mediante la
genotipificacion de los pacientes ambulatorios se calcularon
las frecuencias alélicas y genotipicas de los tres polimorfismos
bajo estudio evaluando su apartamiento del equilibrio de
Hardy-Weinberg bajo el test de Chi-cuadrado (X?) con un

nivel de confianza del 95 % (p<0,05).

RESULTADOS

Puesta a punto de metodologias para la deteccion de los

polimorfismos del receptor 2A 'y transportador de Serotonina

Polimorfismos del 5-HTT

Para estudiar el 5-HTTLPR se compard la utilidad de tres
juegos de cebadores. El tnico par de cebadores que per-
mitié la correcta genotipificacion fue el utilizado por Hu
et al. (2006) que amplifican fragmentos de 181 pb para
el alelo L y de 137 pb para el alelo S. Al utilizar los ce-
badores descriptos por Haase ef al. (2013) se observaron
bandas inespecificas en todas las temperaturas del gradien-
te probado (62 °C, 63 °C, 64 °C y 65 °C). El altimo par
de cebadores probado reportados por Martinez-Barrondo
et al. (2005) mostrd inespecificidad en todas las pruebas.
Adicionalmente, mostraron inconsistencias en cuanto a
la regién amplificada al estudiarlos mediante soffware de
bioinformatica o mediante analisis bioinformatico. En el
caso del polimorfismo correspondiente al VNTR del in-
tron 2 del gen SLC6A4 se utilizaron para la puesta a punto
un total de 5 juegos de cebadores. Cuatro combinaciones
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se obtuvieron por bibliografia, mientras que el quinto par,
que fue el seleccionado, se obtuvo tras combinar los ceba-
dores Forward y el Reverse de dos de los trabajos anteriores.
De los cuatro pares de cebadores analizados s6lo dos am-
plificaron la region de interés, permitiendo identificar los
distintos alelos en base a su peso molecular. Debido a la
poca intensidad de las bandas obtenidas al utilizar el set de
cebadores empleados por Martinez-Barrondo et al. (2005)
se decidi6 seleccionar para la genotipificacion el juego de
cebadores que result6 de la combinacidon propia, mediante
el cual se obtuvieron bandas de 386 pb para el alelo 12 y de
356 pb para el alelo 10. A diferencia de lo que ocurri6 para
el 5-HTTLPR, tras examinar el fragmento que amplifica
cada juego de cebadores mediante soffware bioinformati-
cos, se observd que el obtenido de la fuente Drtilkova et
al. (2010), si bien amplifica una regién del gen en estudio,
no se corresponde con el segmento donde se localiza el

polimorfismo de interés.

Polimotfismo 1438 GA del receptor 2A de serotonina

Para el estudio del polimorfismo 1438 G/A del receptor
2A de serotonina en todos los pacientes, se utiliz6 la téc-
nica PCR-RFLP.

Como se describid en la seccidén Materiales y Métodos,
se planed desarrollar una metodologia de HRM para la
deteccidon del polimorfismo 1438 A/G del 5-HTR2A.
En la validacion de esta técnica se disenaron cebadores
propios y se evaluaron los resultados de la amplificacion
en base a los niveles de fluorescencia observados tras la
amplificaciéon PCR Real Time y ademas se corrobord la
correcta amplificaciéon mediante la corrida electroforética
de los productos de PCR. Una vez optimizada la reaccidn,
se llevo a cabo el analisis de melting de alta resolucién post-
PCR con un rango de temperatura de entre 75-90 °C; se
esperaba que las muestras procesadas pudieran ser clasificadas
seglin el genotipo para el polimorfismo de interés. Para el
analisis en los ensayos de HRM, como primera medida,
luego de cada amplificacién se normalizaron las lecturas de
fluorescencia. Para ello se utiliz6 el soffware Rotor Gene Q
Series que permitié identificar dreas de pre- y post- melting
en la zona estable de fluorescencia. Luego, se normalizd
con respecto a un control homocigota (GG-AA) y a un
control heterocigota y el soffwvare Rotor Gene Q Series
estableci6 el genotipo de cada muestra analizada.

Si bien la amplificacién y el anilisis post-PCR pudo
desarrollarse, la genotipificacién por esta técnica no fue

correcta para algunas muestras. En base al analisis de la
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secuencia de estos pacientes se comprobo que aquellos que
fueron clasificados de forma errénea presentaban a 18 pb
del 1438 G/A, el SNP rs6306 (1420 T/C) el cual muestra
poca asociacién con la respuesta a los ISRS (Cusin et al.,
2002). Segtin la base de datos su frecuencia es bastante baja
a nivel mundial, varia entre el 0 % y el 12 % (ALFRED,
2016a). La presencia del SNP 1420T/C, genera un cambio
en la curva de melting semejante al generado por el SNP
1438 G/A, impidiendo la correcta clasificaciéon de las
muestras mediante HRM. De modo que la misma no
es la técnica adecuada para la genotipificacién del SNP
1438 G/A dada la presencia del otro SNP en nuestra
poblaciéon. Cabe recalcar que es la primera vez que se
reporta la existencia de este SNP en la poblacién argentina.

Como consecuencia de lo anteriormente descripto, para

la genotipificacién en el presente estudio se utilizd en su
totalidad la metodologia PCR-RFLP.

Determinacion de las frecuencias alélicas y genotipicas

Una vez que se pusieron a punto las metodologias para la
genotipificacion de los tres polimorfismos objeto de estudio
del presente trabajo, se obtuvieron los perfiles genéticos de
las 384 muestras procedentes de pacientes ambulatorios,
permitiendo calcular las frecuencias alélicas y genotipicas
y por ende, lograr estimar la distribucién de frecuencias de
estos polimorfismos en la poblacién marplatense (Tabla 2).
Para el 5-HTTVNTR, el alelo 9 fue hallado en un sélo
paciente con genotipo 10:9, por lo cual no se tuvo en

cuenta para el cilculo de frecuencias.

Tabla 2. Frecuencias alélicas y genotipicas y calculo de EWH en los polimorfismos de
transportador y receptor 2A de serotonina en la poblacién marplatense.

Polimorfismo Frecuencia genotipica (%) Frecuencia alélica (%) EWH
SS SL LL S L ol X
S-HTTLPR
21% 61% 18% 51% 49% 1 16,65
10:10  10:12  12:12 10 12
5-HTTVNTR
17% 41% 42% 37,5% 62,5% 1 543
GG AG AA G A
1438 G/A
36% 47% 17% 59,5% 40,5% 1 047

DISCUSION

El Proyecto Genoma Humano, publicado en 2003,
permitid conocer la secuencia completa del ADN vy realizar
estudios sobre la estructura y funcionalidad de los genes.
Con el conocimiento de la existencia de la gran variacién
interindividual, se comenzaron a analizar y comprender
por qué a pesar del desarrollo de nuevos tratamientos
farmacologicos, aparentemente mais seguros y eficaces,
sigue existiendo una gran variabilidad de respuesta entre los
pacientes. A partir de estos nuevos avances se vislumbré la

idea de comenzar a personalizar los tratamientos en base al

perfil genético del paciente, que es lo que se conoce como
farmacogenética. Dado que el area farmacogenética se
encuentra ain en desarrollo en la mayoria de las disciplinas
en las que se aplica, las investigaciones en este campo se
focalizan inicialmente en obtener resultados poblacionales
(Daar y Singer, 2005; Nelson ef al., 2008; Perera et al.,2014;
Keers y Aitchison, 2011; Malhotra ef al., 2004).

En el presente trabajo se lograron poner a punto
metodologias que permitieron estudiar los polimorfismos
mencionados del transportador y receptor 2A de serotonina
distinguiendo con exactitud los genotipos de todas las

muestras analizadas. Se debe recalcar la importancia de
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cumplir con todos los pasos necesarios para la optimizacion

delasreaccionesde PCR en el momento de la puestaa punto.
Los anilisis bioinformaticos son fundamentales a la hora de
seleccionar los mejores cebadores para poder validar estas
reacciones. Como se describid en la seccidn de resultados,
se encontraron discrepancias entre el analisis in silico y el
material bibliografico hallado para la genotipificacién de
las dos variantes alélicas del transportador de serotonina,
5-HTTLPR y 5-HTTVNTR. Ademas en este estudio
ciertos juegos de cebadores no amplificaron los productos
de PCR esperados de manera eficiente, lo que demuestra
que las condiciones 6ptimas de una misma reaccidn, ya
sea por el tipo de termociclador o la mezcla de reaccidon
utilizada, pueden no ser necesariamente idénticas entre un
laboratorio y otro.

El anilisis llevado a cabo en el presente trabajo constituye
el primer trabajo en nuestro pais en el cual se estudian
simultaneamente las frecuencias alélicas y genotipicas de estos
tres polimorfismos en una muestra representativa de nuestra
poblacién. Si se comparan las frecuencias alélicas encontradas
en la poblacion marplatense para cada polimorfismo
estudiado con datos hallados en la bibliografia, se puede ver
que logicamente los valores estan dentro del rango esperable
en las poblaciones americanas y europeas, pero difiere en gran
medida con los encontrados en las poblaciones africanas y
asiaticas (Sitte y Freissmuth, 2006; ALFRED, 2016b). Para
el 5-HTTLPR, si se analizan las frecuencias tanto alélicas
como genotipicas obtenidas en marplatenses en relacion
a las obtenidas para la poblacidon rosarina, Gnico estudio
disponible a nivel nacional, se observa un mayor porcentaje
de heterocigotas en la poblacién marplatense, mientras que el
alelo S se ve mayormente representado en ambas poblaciones
en comparacion al alelo L (Ostera et al.,2014).Al igual que en
otras poblaciones, el alelo 9 del 5-HTTVNTR tiene muy baja
frecuencia (Sitte y Freissmuth, 2006), por lo que se deberia
evaluar su utilidad en el desarrollo de tests farmacogenéticos
para la respuesta a los ISRS.

Seria relevante desarrollar en un futuro un test farmaco-
genético que permita identificar el mejor tratamiento para
los pacientes en base a los polimorfismos aqui analizados, ya
que las variantes alélicas mas frecuentes en los pacientes psi-
quitricos no respondedores se encuentran representadas en la
poblacién general. Esto estaria indicando que es probable que
un gran porcentaje de la poblacion pueda llegar a presentar
efectos adversos o no responder al tratamiento con ISRS en

caso que lo requieran en algiin momento de su vida.
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