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. RESUMEN
Introduccion.
El Trastorno Depresivo Mayor (TDM) es una enfermedad altamente prevalente
y con un impacto significativo sobre la calidad de vida de las personas. La
bisqueda de un tratamiento adecuado puede tardar tiempo o incluso no
alcanzarse. Debido a esto, es necesario encontrar biomarcadores que nos
permitan acelerar el diagnostico o facilitar la seleccion de un tratamiento

adecuado.

Material y métodos.

Estudiamos 50 casos con TDM y 50 controles sanos, y evaluamos la expresion
genica de dieciséis genes de interés de tres sistemas bioldgicos distintos
(neuroplasticidad, BDNF, p11, VGF; inflamacion, IL1A, IL1B, IL4, IL6, IL7, IL8,
IL10, MIF, TNFA; la via de senalizacién Wnt, TCF7L2, APC, GSK3B; y MTOR),

ademas de sus caracteristicas clinicas y antropométricas.

Resultados.

La mayoria de los sujetos cursaban su primer episodio depresivo (62%) y todos
ellos se encontraban libres de tratamiento al momento de ser reclutados. Se
encontrd una diferencia estadisticamente significativa en la expresion geénica de
GSK3B entre casos y controles (p = 0.048). TCF7L2 mostré correlaciones
moderadas positivas con el autoestima y negativas con los estilos cognitivos

vulnerables y las quejas cognitivas.
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Conclusiones.

Aunque los resultados de este estudio se deben tomar como generadores de
hipétesis, tanto GSK3B como TCF7L2 tienen un rol en la neuroplasticidad,
neuroproteccion y depresion. Es vital continuar estudiando los biomarcadores
putativos para poder desarrollar herramientas diagnésticas o de prediccién de

tratamiento que tengan suficiente poder estadistico.
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Il. INTRODUCCION
Trastorno Depresivo Mayor
El Trastorno Depresivo Mayor (TDM) es una enfermedad altamente prevalente
en todo el mundo, con una prevalencia a lo largo de la vida de 16.2% (95% IC,
15.1 - 17.3) en los Estados Unidos de América (Kessler et al., 2003). Esto es
distinto de acuerdo con el grado de desarrollo del pais estudiado. En los paises
en vias de desarrollo, clasificados asi por el Banco Mundial—especificamente
Brasil, Colombia, India, Lebanon, México, China y Romania—Ila prevalencia
vitalicia del TDM y el trastorno depresivo persistente es 9.4%, menor que lo

reportado para los paises desarrollados (Kessler et al., 2011).

La presencia del TDM contribuye a la discapacidad global atribuible a
enfermedades. En el tltimo reporte del estudio “Global Burden of Disease,
Injuries, and Risk Factors”, los trastornos depresivos ocuparon el tercer lugar en
el ranking mundial de entidades clinicas que producen afnos vividos con
discapacidad, ademas qué, desde el inicio del estudio, el cambio porcentual de
los afios vividos con discapacidad atribuible a los trastornos depresivos se ha

mantenido a la alza (GBD 2017 Disease and Injury Incidence and Prevalence

Collaborators, 2018).

Las personas que padecen TDM sufren un impacto negativo grande en su
calidad de vida durante el tiempo que presentan la enfermedad y este impacto

incluso persiste tras el tratamiento (IsHak et al., 2015). El funcionamiento

psicosocial representa una de las areas de funcionamiento de un individuo que
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mas sufren debido al TDM y es inversamente proporcional a la severidad de
sintomas (Judd et al., 2000). Incluso, padecer TDM es un factor de riesgo
significativo para culminar un intento suicida, con un riesgo relativo de 19.9

(95% IC, 9.5-41.7) (Ferrari et al., 2013).

Etiopatogenia del Trastorno Depresivo Mayor

A pesar de los avances médicos y tecnolégicos que han sido de utilidad en el
entendimiento de las enfermedades que afectan al ser humano, todavia no
tenemos una idea precisa de la manera en la que los factores de riesgo
genéticos o ambientales producen TDM. Sabemos que el TDM se agrupa en
familias y que la heredabilidad del trastorno—esto es, la porcion de variacion
fenotipica para una enfermedad en una poblacion especifica que se le puede
atribuir a una serie de factores genéticos aditivos—es aproximadamente de
35% (Geschwind & Flint, 2015; Manolio et al., 2009). Este riesgo no parece ser
atribuible a un solo gen o a una serie de genes especificos, sino que parece ser
poligénico--un efecto agregado de muchos genes con efectos pequenos
(Hyman, 2014). Por otra parte, estresores ambientales significativos durante la
vida—como pérdida de estabilidad en finanzas, relaciones personales
significativas o salud—se han visto asociados al desarrollo de TDM (Kessler,
1997), aunque también sabemos que experiencias adversas durante la infancia,
como ser victima o testigo de abuso de cualquier tipo, entre otras experiencias
traumaticas, se han correlacionado en numero e intensidad con el riesgo de
padecer TDM, asi como su severidad y recurrencia (M. Li, D'Arcy, & Meng,

2016).
14



La definicion operativa propuesta por la version mas reciente del Manual
Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM, por sus siglas en
inglés) permite la subclasificacion del diagnostico de TDM en distintos tipos,
resaltando la heterogeneidad fenotipica del diagnostico (American Psychiatric
Association, 2013). Se ha confirmado la validez y la estabilidad en el tiempo de
dividir a las personas con depresion en dos subtipos: melancoélico y atipico,
haciendo la diferenciacion principalmente al evaluar sintomas de apetito, peso y
suefio, pero no tanto asi para los sintomas de minusvalia, culpa o suicidalidad
(Femke Lamers et al., 2012, 2010). Biolégicamente, se ha encontrado que las
personas que cursan con depresion atipica suelen tener mas alteraciones
metabélicas e inflamatorias que las personas con depresion melancolica
(Karlovi¢, Serretti, Vrki¢, Martinac, & Marginko, 2012; F Lamers et al., 2013),
aunque esta subclasificacion y su asociacion a correlatos bioldgicos todavia
requiere de mas investigacion (Penninx, Milaneschi, Lamers, & Vogelzangs,
2013). Penninx (2013) hipotetiza que el no haber considerado la
heterogeneidad de la depresion sino hasta tiempos recientes, podria ser
responsable de los pequefios tamarios de efecto encontrados para los

correlatos biolégicos de la depresion.

La heterogeneidad de la depresion ha sido una de las razones propuestas para
la falta de un entendimiento preciso de la etiopatogenia del TDM (Penninx et al.,
2013). En el interés de dilucidar esta falta de entendimiento, varios sistemas

biologicos han sido foco de amplia investigacion y se han producido hipétesis
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importantes sobre la etiologia putativa de la depresion que los: sobre-activacion
del eje hipotalamo-hipofisis-suprarrenal (Chopra, Kumar, & Kuhad, 2011),
estados proinflamatorios (Miller, Maletic, & Raison, 2009), desregulacion de la
plasticidad sinaptica y el neurotrofismo (Duman & Aghajanian, 2012), y
alteraciones en la via de sefalizacion Wnt (Duman & Voleti, 2012; Sani et al.,

2012).

Respuesta a tratamiento del Trastorno Depresivo Mayor
Desafortunadamente, a pesar del mayor interés cientifico en la etiologia y
mecanismo del TDM, la seleccion y optimizacion del tratamiento aun
representan un gran reto para la psiquiatria, pues encontrar un tratamiento
efectivo—o lograr la remision completa de sintomas depresivos—puede requerir
multiples ensayos terapéuticos de varias semanas cada uno (Rush et al., 2006).
De acuerdo con un ensayo pivote de poblacion norteamericana, un primer
ensayo terapéutico con citalopram—un inhibidor selectivo de la recaptura de
serotonina—solamente logré la remision en aproximadamente 37% de los
pacientes y, tras cuatro etapas de tratamiento escalonado, unicamente 67%

obtuvo la remision completa de sintomas (Rush et al., 2006).

El retraso en la obtencion de mejoria clinica de las personas con TDM es
tiempo pasado con menor calidad de vida (Judd et al., 2000). Y a pesar de que
la evidencia sugiere que el tratamiento antidepresivo a dosis iniciales mayores a
las habituales suele traducirse en una mejor respuesta a tratamiento, esto no

esta libre de consecuencias, pues un meta-analisis encontré que aumentar la
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dosis inicial de tratamiento antidepresivo también aumentaba la probabilidad de
abandono de tratamiento por intolerancia a éste (Papakostas, Charles, & Fava,

2010).

Biomarcadores

Debido a la dificultad que presenta la seleccion adecuada del tratamiento
antidepresivo, es imprescindible encontrar marcadores de prediccion de
respuesta a tratamientos en la depresion mayor. Existen algunos estudios
prometedores que representan avances en este campo, con medidas
potenciales de neuroimagen, genéticas, inflamatorias, electroencefalograficas, y
de metabolitos (Dunlop, 2015). Esta es la rama de estudio de los
biomarcadores—o marcadores biolégicos—que son definidos como “una
caracteristica que es medida y evaluada objetivamente como un indicador de
procesos biolégicos, procesos patogénicos, o respuesta farmacologica a una

intervencion terapéutica” (Biomarkers Definitions Working Group, 2001).

Antecedentes de biomarcadores en distintos sistemas biolégicos
Inflamacion

Una de las hipotesis mas representativas del campo es la hipétesis de

disfuncién neuro-inmunolégica (Miller et al., 2009), en donde el TDM es el

resultado final de estresores crénicos que modifican sistemas de respuesta a

estrés y derivan en un aumento de citocinas proinflamatorias (Slavich & lrwin,

2014).
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Los estudios inmunologicos que han evaluado alteraciones en el sistema
inflamatorio en pacientes con depresién han sido complejos y evaltan mdltiples
puntos finales dentro del mismo sistema, haciendo que la evidencia actual
provenga desde la medicion de distintas partes del mismo sistema: receptores
de factores inflamatorios (Maes et al., 1995; Sluzewska et al., 1996; Sowa-
Kuéma et al., 2018), conteo de células inflamatorias (Zorrilla et al., 2001),
niveles de factores de inflamacion (Eller, Vasar, Shlik, & Maron, 2008;
Manoharan et al., 2016; Penninx et al., 2003; Simon et al., 2008; Thomas et al.,
2005; Tuglu, Kara, Caliyurt, Vardar, & Abay, 2003: Yoshimura et al., 2009), y
niveles de expresion génica de factores inflamatorios (Belzeaux et al., 2010;
Jansen et al., 2016; Tsao, Lin, Chen, Bai, & Wu, 2006). Asi mismo, varios
grupos han realizado meta-analisis los estudios de niveles de factores de
inflamacion (Haapakoski, Mathieu, Ebmeier, Alenius, & Kivimaki, 2015; Hiles,
Baker, de Malmanche, & Attia, 2012; Howren, Lamkin, & Suls, 2009; Liu, Ho, &
Mak, 2012; Valkanova, Ebmeier, & Allan, 2013). La tendencia de la
investigacion realizada ha sido la asociacion de la depresion mayor a mayor

inflamacion en casos que en sujetos controles.

Ademas, se ha investigado la diferencia del sistema inflamatorio en pacientes
con depresion al ser tratados con antidepresivos triciclicos (Lanquillon, Krieg,
Bening-Abu-Shach, & Vedder, 2000; Maes et al., 1995), inhibidores selectivos
de la recaptura de serotonina (Basterzi et al., 2005; Manoharan et al., 2016;
O'Brien, Scully, Fitzgerald, Scott, & Dinan, n.d.; Yoshimura et al., 2009), e

inhibidores de la recaptura de serotonina y noradrenalina (Ninan, Shelton, Bao,
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& Guico-Pabia, 2014). Algunos de estos datos han sido meta-analizados para
mayor rigor estadistico (Hannestad, DellaGioia, & Bloch, 2011) y la direccion de
la mayoria de la evidencia ha sido a demostrar una diferencia en inflamacion
sistémica entre aquellos pacientes que si responden a tratamiento y los que no
responden. Los niveles de actividad del sistema inflamatorio, medidos tanto en
factores directamente como en expresion génica también se han correlacionado

con respuesta al tratamiento antidepresivo (Brunoni et al., 2018; Cattaneo et al.,

2013).

Neurotrofismo
Otra de las grandes hipétesis de la depresion es la disrupcion de la plasticidad
sinaptica. Las alteraciones en los mecanismos que mantienen y controlan la
plasticidad sinaptica resultan en desestabilizacion de conexiones en vias
cerebrales relacionadas al animo y las emociones (Duman & Aghajanian, 2012).
Las neurotrofinas (miembros de la familia del factor de crecimiento nervioso)
desempeiian un rol mayor en el desarrollo cerebral y en la plasticidad del
sistema nervioso central maduro (Thoenen, 1995). Existe evidencia de
alteraciones en la neuroplasticidad regular en la depresion mayor (Noda et al.,

2018; Pittenger & Duman, 2008; Player et al., 2013).

El factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) se ha asociado a la
patofisiologia de multiples trastornos neuropsiquiatricos—trastorno depresivo

mayor, esquizofrenia, trastorno bipolar, trastornos de ansiedad, adiccion,

sindrome de Rett y trastornos de alimentacion (Autry & Monteggia, 2012). Su
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papel en los trastornos del animo y potencial uso como biomarcador ha sido

estudiado ampliamente (Polyakova et al., 2015).

La literatura sefnala que este factor—BDNF—se encuentra disminuido en
pacientes con depresion y se normaliza tras tratamiento con antidepresivos.
Este hallazgo ha sido replicado en estudios individuales (C. Aydemir et al.,
2006: O. Aydemir, Deveci, & Taneli, 2005; Bocchio-Chiavetto et al., 2010;
Cattaneo et al., 2010; Gervasoni et al., 2005; Hu et al., 2010; Huang, Lee, & Liu,
2008; Karege et al., 2005, 2002; Lee, Kim, Park, & Kim, 2007; Matrisciano et al.,
2009; Molendijk et al., 2011; Piccinni et al., 2008; Satomura et al., 2011;
Shimizu et al., 2003: Yoshimura et al., 2007) y meta-analisis (Bocchio-Chiavetto
et al., 2010; Brunoni, Lopes, & Fregni, 2008; Molendijk et al., 2014; Sen,
Duman, & Sanacora, 2008). Incluso se ha establecido una correlacion negativa
entre niveles de BDNF y severidad de la depresion; a mayor severidad, menor
BDNF (Gervasoni et al., 2005; Karege et al., 2005, 2002; Satomura et al., 2011;
Shimizu et al., 2003: Yoshimura et al., 2007). Aunque, algunos estudios han
producido resultados negativos, respecto a la diferencia basal de BDNF entre

casos y controles (Brunoni et al., 2014; Deuschle et al., 2013).

Ademas de las diferencias entre casos y controles, los pacientes que responden
a tratamiento con antidepresivos presentan un aumento de BDNF que en
algunos casos llega hasta la normalidad (C. Aydemir et al., 2006; O. Aydemir et
al., 2005; Cattaneo et al., 2010; Gervasoni et al., 2005; Hellweg, Ziegenhorn,

Heuser, & Deuschle, 2008; Huang et al., 2008; Matrisciano et al., 2009;
20



Molendijk et al., 2011; Piccinni et al., 2008: Shimizu et al., 2003; Yoshimura et
al., 2014, 2007) y esto también se observo en un estudio de terapia
electroconvulsiva (TEC), en el cual se determin6 una correlacion positiva entre
cambios de BDNF y eficacia de la intervencion (Hu et al., 2010).

Respecto a otros genes de interés, |a expresion elevada de p11 tras estrés
crénico se asocia significativamente a conductas depresivas en modelos

animales (Seo, Zhong, Liu, Yan, & Greengard, 2018).

Via de Senalizacion Wnt
La via de sefalizacion Wnt es una via de comunicacion intercelular, esencial
para el desarrollo neurolégico de todos los mamiferos, cuyo entendimiento se
ha desenvuelto a lo largo de las ultimas cuatro décadas (Wiese, Nusse, & van
Amerongen, 2018) y cuyas alteraciones han sido implicadas en multiples
padecimientos neurologicos y psiquiatricos (Garro-Martinez et al., 2020; Hoseth

et al., 2018; Mulligan & Cheyette, 2017).

Durante mucho tiempo se ha sabido que medicamentos de uso importante en el
area de los trastornos afectivos, como el litio o el valproato, son promotores de
la via, al antagonizar un inhibidor de ésta (Gould, Chen, & Maniji, 2004; X Li,
Bijur, & Jope, 2002). Ademas, existe evidencia importante, aunque preliminar,
de que alteraciones en su regulacion podrian estar asociadas al desarrollo de

trastornos depresivos (Sani et al., 2012).
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Justificacion

Aunque esta rama de investigacion representa un area esperanzadora para la
psiquiatria, es importante evitar los sesgos y sobreestimaciones mediante una
mayor sistematizacion de ensayos. Conforme la validacién de biomarcadores
psiquiatricos incrementa en consistencia, calibracion y discriminacion, aumenta
la confianza en las pruebas diagnosticas derivadas de éstos (Perlis, 2011) y asi
la facilidad para desarrollar tratamientos personalizados y, finalmente,
prevencion primaria y secundaria. Asi mismo, existe una carencia importante de
estudios de replicacion de biomarcadores debido a la dificultad para encontrar
muestras grandes (Frodl, 2017), por lo que deberia ser prioridad abocar los
esfuerzos actuales tanto a la investigacion novel como a la replicacion de

resultados prometedores previamente publicados.

De acuerdo Jani (2015), en una revision de biomarcadores como predictores de
respuesta a tratamiento en el TDM, doce biomarcadores de cinco distintos
sistemas biolégicos (sistemas inflamatorio, neuroendocrino, de metabolismo de
neurotransmisores, neurotréfico y metabélico) mostraron los resultados mas
prometedores, aunque notaron problemas metodologicos importantes en estos
ensayos. Su grupo encontrd que el tamafio de muestra era pequefio, asi como
la duracion del seguimiento, ademas que la mayoria de los estudios utilizaba
diagnostico basado en escalas, en vez del méas aceptado diagnéstico a través
de entrevista clinica (Jani et al., 2015). Un estudio pivote de biomarcadores
genéticos de la depresion encontro diferencia entre la expresion génica de

genes que podrian actuar como predictores de la respuesta a tratamiento, y

22



aquellos que cambiaban en los pacientes que respondian, pero que no podian
predecian esta respuesta (Cattaneo et al., 2013), haciendo notar la importancia

de la discriminacién adecuada entre biomarcadores.

En este estudio, investigamos la expresion génica de distintos biomarcadores
del TDM al comparar la expresion de RNA mensajero en sangre periférica de
sujetos deprimidos libres de tratamiento y controles mentalmente sanos.
Evaluamos la expresion de 16 genes de tres distintos sistemas biologicos: IL1A,
IL1B, IL4, IL6, IL7, IL8, IL10, MIF, y TNFA (via de la inflamacion); BDNF, p11, y
VGF (via de plasticidad sinaptica y neurotrofismo); TCF7L2, APC y GSK3B (via

de senalizacion Wnt), y mTOR.

23



CAPITULO lll

HIPOTESIS

24



. HIPOTESIS

Hipotesis de trabajo.
Existira una diferencia significativa en la expresion génica de los genes de
interés entre los sujetos con trastorno depresivo mayor libres de tratamiento y

los controles sanos pareados por edad y por genero.

Hipotesis nula.

La expresion génica de los genes de interés no presentara diferencias entre

ambos grupos de estudio.
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IV. OBJETIVOS
Objetivo general:
Estudiar la expresion génica de dieciséis genes de interés de tres distintos
sistemas bioldgicos (IL1A, IL1B, IL4, IL6, IL7, IL8, IL10, MIF, y TNFA [via de la
inflamacion]; BDNF, p11, y VGF [via de plasticidad sinaptica y neurotrofismo];
TCF7L2, APCy GSK3B [via de sefalizacién Wnt], y mTOR), las medidas
antropomeétricas, y variables clinicas de dos grupos de estudio: un grupo de
casos compuesto por sujetos con trastorno depresivo mayor, libre de

tratamiento, y un grupo de controles sanos pareados por edad y por género.

Objetivos particulares:

1. Comparar la expresion génica basal de los genes de interés del grupo de
casos con la del grupo de controles.

2. Comparar la expresion génica basal de los genes de interés de dos
subgrupos de los casos: aquellos que presentaron respuesta al
tratamiento con la de aquellos que no presentaron respuesta al
tratamiento.

3. Comparar la expresion génica basal de los genes de interés de dos

subgrupos de los casos: aquellos que presentaron remision clinica con la
de aquellos que no presentaron remision clinica.
4. Estudiar posibles correlaciones entre la expresiéon génica basal de los

genes de interés y las variables clinicas de los sujetos del grupo de

casos.
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5. Describir y comparar las medidas antropométricas y sociodemograficas

de sujetos del grupo de casos con los sujetos del grupo de controles.
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V. MATERIAL Y METODOS
Sitio de estudio.
Este protocolo fue realizado en el Centro en Salud Afectiva del Departamento
de Psiquiatria del Hospital Universitario de la Universidad Autonoma de Nuevo

Ledn, en Monterrey, Nuevo Ledn, México.

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital
Universitario el 14 de septiembre del 2016, con clave de autorizacion PS16-
00028. Se obtuvo consentimiento informado escrito de todos los candidatos

antes de su participacion.

Financiamiento.
Este protocolo recibié fondos como parte de una convocatoria del Fondo
Sectorial de Investigacion en Salud y Seguridad Social SS/IMSS/ISSSTE del

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT).

Calculo del tamano de la muestra.

Utilizando los datos epidemiolégicos reportados en la Encuesta Nacional de
Comorbilidades del 2005, donde se estima una prevalencia de 7.2% en Meéxico
para Trastorno Depresivo Mayor, se calcul6 el tamafio de muestra
minimamente significativo, buscando un margen de error de 0.05 y un intervalo
de confianza de 95%, resultando en 100 pacientes para evaluar.

Conservando el balance entre lo factible y representativo, se decidio realizar un

muestreo no probabilistico utilizando pacientes de la consulta externa del
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Departamento de Psiquiatria y de la poblacion general del estado de Nuevo

Leodn.

ValorZ 1.96

Valorp | 0.07

Valorq 093
Valord 0.05

Tabla 1. Calculo del tamafno de la muestra.

Pacientes.

De junio 2017 a marzo 2019 se reclutaron sujetos de 18 a 65 anos, con
diagnéstico de trastorno depresivo mayor (episodio Unico o recurrente), de
severidad moderada o mayor, libres de tratamiento durante seis meses. Se
excluyeron a todas las personas con diagnostico de cualquier trastorno
psicotico, trastorno bipolar tipo 1 0 2, trastorno obsesivo compulsivo, o
trastornos severos de consumo de alcohol. Los posibles candidatos fueron
buscados en la preconsulta del departamento de psiquiatria o por publicidad

hecha por el departamento de Relaciones Publicas del Hospital Universitario.

El tamizaje de los candidatos para el grupo de casos se realizo utilizando la
escala Patient Health Questionnaire (PHQ-9) (Kroenke, Spitzer, & Williams,
2001). El diagnéstico fue realizado por un psiquiatra de acuerdo con los criterios

del DSM-IV-TR utilizando la entrevista estructurada Structured Clinical Interview
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for DSM-IV Axis | Disorders (SCID) (First, Williams, Spitzer, & Gibbon, 2007).
Como medidas antropométricas, a todos los participantes se les midio la
circunferencia de cintura y cadera, el peso, y la talla, ademas de calcular el

indice de masa corporal.

En el grupo de casos se utilizaron escalas para medir variables clinicas. Como
medida de severidad de sintomatologia depresiva, se utiliz6 la escala
heteroaplicable Montgomery-Asberg Depression Rating Scale (MADRS)
(Montgomery & Asberg, 1979). Se utilizaron las siguientes escalas
autoaplicables para sus respectivas variables clinicas: para severidad de
sintomas de ansiedad, la escala Generalized Anxiety Disorder 7 (GAD-7)
(Spitzer, Kroenke, Williams, & Léwe, 2006); para calidad de suefio, la escala
Pittsburgh Sleep Quality Index (PSQl) (Buysse, Reynolds, Monk, Berman, &
Kupfer, 1989); para autoestima, la escala autoaplicable Rosenberg Self-Esteem
Scale (RSES) (Rosenberg, 1965); para quejas cognitivas, la escala British
Columbia Cognitive Complaints Inventory (BC-CCI) (Iverson & Lam, 2013); y
para estilos cognitivos, la escala Cognitive Styles Questionnaire Short Form
(CSQ-SF) (Meins et al., 2012). A los participantes del grupo de controles sanos
se les evaluo con las escalas SCID-I, MADRS, y PHQ-9, y se incluyeron
siempre que no tuvieran historia de trastornos afectivos o de ansiedad, y

cumplieran con puntajes bajos en las escalas.

Criterios de inclusion.

1. Personas entre 18 y 65 afios.
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2. Personas con capacidad para leer, entender y aceptar firmar el
consentimiento informado del protocolo.

3. Diagnéstico de Episodio Depresivo Mayor de acuerdo con la quinta
edicion del Manual Diagnéstico y Estadistico (DSM-V) que estén por
iniciar tratamiento con SSRI o candidatos para el mismo.

4. Al menos dos semanas sin tratamiento antidepresivo.

Criterios de exclusion
1. Personas con otras comorbilidades psiquiatricas, definidas por DSM-V.

2. Personas con enfermedades cronico-degenerativas.

Analisis de expresion génica.

De todos los participantes se obtuvo una muestra de sangre periférica mediante
puncion venosa. Posteriormente, se realizé la extraccion de RNA utilizando
NucleoSpin® RNA Blood kit (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG). La calidad
del RNA fue determinada por Bioanalyzer (Agilent Technologies).
Posteriormente, de 1 pg de RNA cada muestra se obtuvo el cDNA con

SuperScript IV Vilo Master Mix kit (ThermoFisher).

La expresion génica se determiné mediante PCR cualitativa con el equipo Step
One Plus detection system (Applied Biosystem). Se efectudé un analisis por
triplicado de los 16 genes de interés y 3 genes endogenos (B2M, GAPDH, y
RPLPO) que también fueron usados para la normalizacion de los datos. Las

sondas TagMan de cada gen de interés se obtuvieron de Applied Biosystems
33



(IL1A, IL1B, IL4, IL6, IL7, IL8, IL10, MIF, TNFA, BDNF, p11, VGF, TCF7L2,

APC, mTOR, GSK3B).

Los valores del ciclo umbral (Ct ) se normalizaron usando el software
ArrayStudio (Qiagen). Posteriormente, se obtuvo la cuantificacion relativa de los

genes de interés usando el método de comparacion 244,

Analisis estadistico.

Para decidir el uso de pruebas paramétricas o no-paramétricas con cada
variable, se determiné la distribucion de cada una de éstas utilizando la prueba
de Kolmogorov-Smirnov. Se usé la prueba t de student para muestras
independientes para evaluar la diferencia en el IMC de ambos grupos, y se usoé
la prueba U de Mann-Whitney para evaluar la diferencia en circunferencia de
cadera entre grupos. ArrayStudio (Qiagen) se utilizé para analizar
estadisticamente las diferencias en la expresion relativa de mRNA de ambos

grupos con ANOVA unidireccional.

Se hicieron modelos de regresion lineal que incluyeron edad, género e IMC
para cada gen. Ademas, se utilizé la prueba rho de Spearman para evaluar
correlaciones entre expresion genica y variables clinicas de depresion,
ansiedad, autoestima, estilos cognitivos, y vulnerabilidad cognitiva. La medida
de varianza utilizada para mostrar los resultados es la desviacion estandar
(DE). Se consideré como estadisticamente significativa una p < 0.05. En la

llustracion | se muestra el flujograma de un participante en el estudio.
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llustracién 1. Flujograma de participacion.
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VI. RESULTADOS
Caracteristicas demograficas y clinicas
La Tabla 2 muestra las caracteristicas demograficas de la muestra total del
estudio. La mayoria de los sujetos eran femeninos (66%) y solteros (74% para
casos y 82% para controles). El grado de escolaridad que mas presento la
muestra total fue el de preparatoria completa (68% para casos y 62% para
controles). No se encontraron diferencias significativas entre grupos para IMC (t

=1.81, p = 0.07) o para circunferencia de cadera (U = 1145.50, p = 0.97).

El grupo de casos mostré una severidad media de la depresién, determinada
por MADRS de 31.9 puntos (DE 7.8) representando la categoria de depresion
moderada, una severidad media de sintomas de ansiedad generalizada
determinados por GAD-7 de 13.9 puntos (DE 5.2), un indice de calidad de
suefio medio por PSQI de 11.0 puntos (DE 3.4), una autoestima media
determinada por RSES de 23.1 puntos (DE 5.3), una tasa de quejas cognitivas
media determinada por BC-CCI de 14.7 puntos (DE 4.9), y una puntuacion total
media en el cuestionario CSQ-SF de 224.6 puntos (DE 41.4). La mayoria de los
sujetos del grupo de casos presentaba su primer episodio depresivo (62%) y la
mayoria tenia TDM con severidad moderada (68%), mientras el resto

presentaba un episodio severo (32%).
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Casos Controles

(n = 50) (n = 50)
Edad 26.74 (DE 8.1) 26.62 (DE 7.9)
S e e P TS
Femenino 33 (66.0%) 33 (66.0%)
Masculino 17 (34.0%) 17 (34.0%)
Antropometta. = . - .
IMC (kg/m?) 2568 (DE 5.6) 23.98 (DE 3.5
Cintura (cm) 82.11 (DE 15.2) 80.39 (DE 10.9)
Escalas Clinicas D
PHQ-9 17.5 (DE 4.5) 2.0 (DE 2.3)
MADRS 31.90 (DE 7.8) 1.38 (DE 1.8)

Tabla 2. Caracteristicas demograficas y clinicas de la muestra.

La tabla 3 muestra la cuantificacion relativa de mRNA de casos y controles, con

el valor p del ANOVA unidireccional. Solamente se encontré una diferencia

estadisticamente significativa en el gen de un miembro de la via de sefalizacion

Whnt, GSK3B (p = 0.048). La expresién génica del resto de los genes de interés

no mostroé diferencias significativas entre grupos. La representacion grafica de

estos valores se muestra en la llustracion 2.

Figure 1 . Baseline gene expression level of cases and controls.
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llustracion 2. Cuantificacion relativa de mRNA
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Sistema Gen Controles Casos p

IL-1a  1.49E-10 1.24E-10  0.3866

IL-1b 5.64E-06 9.4E-06 0.0761

IL-4 3.33E-11 3.04E-11 0.3392

:§ IL-6 6.73E-08 6.29E-08 0.5214
g IL-7... 847TE-08 1.08E-07 0.1723
% IL-8  1.16E-09 9.07E-09  0.3045
IL-10  2.24E-08 2.81E-08 0.6258

MIF  0.323709 0.331547 0.7424

TNF-a 0.001571 0.001494  0.5808

EU BDNF  1.65E-06 1.79E-06 0.8418
S 3 p11  2.00E-10 1.43E-10  0.1958
; 5 VGF  2.08E-12 4.30E-12  0.4286
TCF7L2 0.006144 0.007122  0.3627

= APC  0.000258 0.000295  0.2907
= mTOR 0.001052 0.001204 0.1944
GSK3B 7.14E-05 9.08E-05 0.0483

Tabla 3. Expresion génica de dieciséis genes de interées.

Los modelos de regresion lineal unicamente mostraron una influencia pequeria
de la edad en la expresién génica de ILTA (R?=0.081, p=0.017) e IL6 (R? =
0.107, p = 0.001). Ni el género ni el IMC mostraron influencia sobre los niveles

de expresion geénica en el modelaje por regresion lineal.

El analisis de correlaciones entre la expresion génica y distintas variables

clinicas utilizando la prueba de rho de Spearman revel6 varias asociaciones.
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TCF7L2 (r = 0.297, p = 0.036) e /L6 mostraron una correlacion positiva con la

autoestima medido por RSES. TCF7L2 (r = -0.297, p = 0.037) mostroé una

correlacion negativa con la puntuacion de vulnerabilidad total de la CSQ-SF. /L8

(r=0.355, p=0.011) tuvo una correlacion positiva con las quejas cognitivas

medidas por BC-CCI mientras MIF (r = -0.295, p = 0.04) y TCF7L2 (r =-0.284, p

= 0.045) mostraron una correlacién negativa con la misma escala. La tabla 4

muestra la serie completa de pruebas de correlacion.

~ IeonNF pit  VGF i1a ib 4 6 17 IL8 _ IL-10__MIF__TNF-a TCF7L2 APC__ MTOR GSK3B

MDD-R  Rho 0.276 -0.081 -0.112 -0.121 -0.167 -0.046 -0.086 0.028 -0.147 -0.026 0.141 -0.202 -0.006 -0.185 -0.189 0.087
Sig. (Bilat)] 0.067 0.6 0448 0518 0246 0762 0581 0.85 0308 0873 0335 0164 0969 02 0.189 0548

N 45 44 48 31 50 4 44 48 S0 41 49 49 S0 S0 50 50

CO.PHQY Rho -0.038 -0.263 -0.198 0.026 0.107 -0.196 -0.017 0.11 0.014 -0.119 -0.244 -0.273 -0.005 0.003 -0.011 0.211
Sig. {Bilat) | 0.805 0.085 0177 0.£88 0459 0192 0915 0457 0.925 0.457 0091 0057 0972 0981 0939 0.142

N 45 44 48 31 50 _46 44 48 50. 41 49 49 50 50 50 50

CO.GAD  Rho -0.074 -0.185 -0.284 0.121 0.094 -0.021 0.097 0.004 0.007 0.06 -0.125 -0.125 0026 0111 0.104 0.151
Sig. (Bilat)] 0.631 023 0.05 0.515 0517 089 0532 0979 0959 0.708' 0.391 0.393 0.857 0442 0.474 0.297]

N 45 44 48 31 50 46 44 48 S0 41 49 49 S0 50 50 S0
CO.PSQl  Rho 02 0027 0 -0.024 0169 -0.09 -0.113 -0.006 0.081 -0.115 -0.007 -0.204 0.015 0,021 -0.012 -0.057
Sig. (Bilat) | 0.185 0.864 0999 0.899 0241 0524 0467 0969 0576 0474 0961 016 0918 0.882 0932 0.69

N 45 44 48 31 S0 46 44 48 S0 41 49 49 50 50 50 50
CO.RSES  Rho 0.196 0.054 0.24 0.037 0.004 0.183 .421** 0.103 -0.052 0.096 0.206 0.202 .297* 0.22 0.117 -0.196
Sig. (Bilat) | 019 073 0101 0.845 0977 0224 0.004 0486 072 055 0155 0.165 0.036 0124 0418 0.173

N 45, a4 48 31 S0 46] 44 48 S0 41 49 49 50 50 50 50
CO.BCCI  Rho -0.053 0075 -0.106 0.111 0219 0.106 -0.136 0.063.355* -0.075-.295* -0,015-.284* 0.174 -0.032 0.181
Sig. (Bilat) | 0.728 0.627 0472 0552 0126 0485 038 0673 0011 0.641 004 0918 0.045 0228 0.824 0.207

N 45, 44 48 31 S50l 46 a4 48 50 A1 49 49 50 50 S0 50
lco.csar  Rho 008 0.057 0.016 -0.177 -0.005 -0.259 -0.147 0112 0.03 -0.095 -0.062 -0.147 -.296* -0.151 -0.055 0.061
Sig. (Bilat) | 0.603 0714 0.914 0341 0973 0082 0.099 045 0.835 0553 0673 0313 0037 0.297 0707 0.672

N a5, . .8 .98 B S0 A6 o MBS0 AL 4oy 49 50 S0L  S0| SO
C0.C5QG  Rho 0.042 0.061 0.045 0.004 -0.002 -0.203 -0.284 0.006 0031 -0.106 -0.003 -0.158 -354* -290° -0.129 -0.024
Sig.(Bilat) | 0783 0692 076 0985 099 0176 0061 0969 083 0509 0982 0279 0012 0041 0372 087

N 45 a4 a8 31 50 46 44 48 SO, 41 49 43 S0 50, 50, 50
C0.CSQl  Rho 0189 0.116 0.095 -0.351 -0.001 -0.256 -0.227 0.094 0.043 -0.083 -0.094 -0.209 -0.176 -0.07 -0.09 -0.04
Sig. (Bilat)| 0.214 0454 052 0053 0992 0087 0139 0525 0.768 0.584 0521 0.5 0222 063 0534 0782

N 45 44 48 31 50 46 44 48 S0 41 49 49 50 50 50 50
CO.CSQE _Rho | 003 0.035 -0.094 -0.042 -0.003 -0.17 -0.251 0.117 -0.038 -0.082 -0.003 -0.131 -0.218 -0.177 -0.152 0.037)
Sig. (Bilat) | 0.843 0819 0524 0823 0984 0259 0101 0427 0.795 061 0982 037 0129 0219 0292 0798

N 45 44 48 31 50 46 44 48 50 41 49 49 S0 50 50, 50
C0.CSQCN Rho 0123 0.009 -0.147 0.001 -0.081 -0.104 -0.217 0.191 -0.043 0.034 0.14 0.008-307* -0.189 -0.002 0.036
Sig. (Bilat) | 0.422 0.956 032 0996 0578 0491 0157 0194 0767 0833 0338 0959 0.03 0188 0987 0.805

N 45/ 4 48 31 S50 46 44 48 500 41 49 49 50{ 50 50i 50
CO.CSQA Rho | 001 0065 006 -0.109 0086 -0.147 -0.16 0089 0136 -0.133 -0.182 -0.051-.298* -0.067 002 0.109
Sig. (Bilat) | 0.949 0.676 0686 0561 0552 0331 0299 0546 0.345 0408 0211 073 0.036 0642 0.891 0451

N 45| a4 48 31 sol 4sl a4l 48 50 a1l 49] 49 50, 50 50{ 50

Tabla 4. Correlaciones entre expresion génica y variables clinicas
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VIl. CONCLUSION
En este estudio se estudio la expresion génica de dieciséis genes de interés de
tres distintos sistemas biologicos (IL1A, IL1B, IL4, IL6, IL7, IL8, IL10, MIF, y
TNFA [via de la inflamacion]; BDNF, p11, y VGF [via de plasticidad sinaptica y
neurotrofismo]; TCF7L2, APCy GSK3B [via de sefializacion Wnt], y mTOR), las
medidas antropométricas, y variables clinicas de un grupo de casos compuesto
por 50 sujetos con trastorno depresivo mayor, libre de tratamiento, y un grupo
de 50 controles sanos pareados por edad y por género. Al comparar la
expresion genica basal de los genes de interés entre ambos grupos,
encontramos una diferencia significativa para GSK3B, con mayores niveles de
éste en el grupo de casos. Ademas, al probar por correlaciones entre variables
clinicas y expresion génica, la expresion de TCF7L2 mostré el mayor niumero
de correlaciones clinicamente significativas: demostré una correlacién positiva
con autoestima y correlaciones negativas con vulnerabilidad y quejas

cognitivas.

La via de senalizacién Wnt ha demostrado ser esencial para el neurodesarrollo
en el mamifero y su mayor efector cuesta-abajo es la B-catenina, codificada por
el gen CTNNB1 (Komiya & Habas, 2008; Wiese et al., 2018). Un miembro
antagonista de la via, GSK3B (codificado por el gen del mismo nombre,
GSK3B) es esencial para miltiples procesos celulares (Wu & Pan, 2010) y es
regulado por una serie de moléculas, el mas notable de los cuales es la

proteina cinasa B (AKT1) (Voleti & Duman, 2012).
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La proteina GSK3B es inactivada a través de la fosforilacion por el BDNF, por la
actividad serotoninergica (mediado a través de AKT1) (Xiaohua Li & Jope, 2010;
Xiaohua Li et al., 2004, Sarbassov et al., 2004). También se ha encontrado que
actia como mediador de la sintomatologia depresiva en modelos animales de
estrés cronico (Peng et al., 2018), ademas que su inhibiciéon ha demostrado
efectos de tipo antidepresivo en algunos modelos preclinicos (Kaidanovich-
Beilin, Milman, Weizman, Pick, & Eldar-Finkelman, 2004). En humanos también
se encontraron diferencias postmortem entre los niveles de GSK3B entre

sujetos con depresion y controles sanos (Karege et al., 2012). Nuestros

resultados fueron consistentes con estas observaciones previas.

A pesar de la evidencia que sugiere la utilidad de los genes de interés
estudiados como posibles biomarcadores (Jani et al., 2015), nuestro estudio no
encontro diferencias entre los grupos de sujetos con depresion y los controles
sanos. Esto podria ser debido a varios factores, como la ascendencia de la
poblacion que estudiamos (Duncan, Ostacher, & Ballon, 2019) o el tamarfio de
muestra limitado. De manera importante, también hay que considerar nuestros

resultados como generadores de hipétesis, ya que el analisis hecho sobre la

comparacion de expresion génica fue exploratorio.

Este protocolo cuenta con varias limitaciones. Primeramente, tiene un disefio
transversal que impide conocer la direccionalidad de sus resultados. Segundo,
utilizamos sangre periférica y algunos de los genes de interés del estudio (e.g.

GSK3B) se encuentran expresados diferencialmente entre tejidos. El analisis
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sobre la comparacion de expresion génica fue exploratorio y no incluyé ajustes
para comparaciones muiltiples, lo que podria presentar un valor de significancia

artificialmente elevado.

Finalmente, nuestros resultados exploratorios aportan al creciente nimero de
estudios de biomarcadores de la depresién. Conforme continuemos trabajando
en la validacién de biomarcadores y su replicacién, aumentara la posibilidad de
derivar herramientas diagnosticas, pronosticas o de seleccién de tratamiento de
estos (Perlis, 2011), y entonces podremos acercarnos a la meta de una
medicina verdaderamente personalizada donde no haya demora en la

obtencion de diagnostico oportuno o tratamiento adecuado.
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