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Introduccion. El objetivo es determinar la posible aso-
ciacion entre cuatro polimorfismos de genes serotoninérgi-
cos (T102C, A-1438G, 5-HTTLPR y VNTR-5HTT) y el trastorno
de angustia (TA).

Pacientes y método. El estudio incluye 92 pacientes
ambulatorios diagnosticados de TA (criterios DSM-IV) y
174 voluntarios sanos de Asturias (grupo control). Los poli-
morfismos se determinaron tras la amplificacion de los ge-
nes mediante reaccion en cadena de la polimerasa y su pos-
terior digestion con enzimas de restriccion y electroforesis
en gel de agarosa.

Resultados. Ambos polimorfismos 5-HT,, (T102C y A-
1438G) se encuentran en desequilibrio de ligamiento comple-
to en nuestra poblacion. No se encontraron diferencias esta-
disticamente significativas en las frecuencias genotipicas de
los polimorfismos genéticos serotoninérgicos estudiados
(T102C, A-1438G, 5HTTLPR y VNTR-5HTT) entre el grupo de
pacientes y el grupo control. Las frecuencias alélicas tampoco
diferian entre ambos grupos. El analisis en funcion del sexo
tampoco aportd diferencias estadisticamente significativas.

Conclusiones. Los polimorfismos estudiados no se aso-
ciaron con TA en nuestra poblacion. No obstante, son nece-
sarios estudios con mayor numero de pacientes para poder
confirmar o rechazar estos hallazgos.
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Serotonin gene polymorphisms in patients
with panic disorder

Introduction. The objetive is to investigate the pos-
sible association between four serotonin gene polymor-
phisms (T102C, A-1438G, 5-HTTLPR and VNTR-5HTT) and
panic disorder (PD).
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Patients and method. 92 PD outpatients (DSM-IV
criteria) and 174 healthy volunteers from Asturias (con-
trol group) were included. Polymorphisms were determi-
ned after polymerase chain reaction amplification followed
by digestion with restriction enzymes and electrophore-
sis on an agarose gel.

Results. Both 5-HT,, polymorphisms are in complete
linkage disequilibrium in our population. No statistically
significant differences in genotype frequencies of seroto-
nin gene polymorphisms (T102C, A-1438G, 5HTTLPR and
VNTR-5HTT) were found between patients and control
subjects. Allele frequencies did not differ between both
groups. No differences were found according to gender.

Conclusions. The polymorphisms studied were not
associated with PD in our population. However, larger
patient samples are necessary to confirm or reject these
findings.
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INTRODUCCION

Son muchos los trabajos que hasta la fecha estudian dis-
tintos polimorfismos genéticos en relacion con trastornos
mentales muy diversos'-3. Evidencias actuales demuestran,
sin lugar a dudas, el efecto terapéutico de los inhibidores
selectivos de recaptacion de serotonina (ISRS) en el trata-
miento del trastorno de angustia (TA). La neurotransmision
serotoninérgica es un proceso complejo en el que se involu-
cran distintos mecanismos pre y postsinapticos. Alteraciones
de dicha neurotransmision han sido descritas en distintos
fenotipos psiquiatricos, como el suicidio, el comportamiento
impulsivo violento, la narcolepsia o el alcoholismo®.

Existen evidencias de la presencia de una agregacion
familiar del TA, si bien ésta no se ha podido delimitar cla-
ramente debido a la escasez de estudios realizados hasta la
fecha, asi como por las diferencias metodoldgicas que
existen entre ellos. Al menos existen seis estudios familia-
res que ponen de manifiesto que el riesgo de padecer un
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trastorno mental entre familiares de pacientes con TA es
3,4-14,7 veces mayor que el riesgo en familiares de con-
troles sanos®. Realizando la correspondiente correccion
para el factor edad de los estudios con metodologia mas
rigurosa® ", puede decirse que el riesgo de padecer TA en-
tre familiares de primer grado de personas que padecen
este trastorno es de, aproximadamente, el 14 %. Los estu-
dios de gemelos son alin mas escasos'?"'%, si bien eviden-
cian la presencia de un componente genético en el TA. El
estudio que utiliza una mayor muestra refiere tasas de
concordancia monocigotos:dicigotos (MZ:DZ) de 24:11,
estimando una heredabilidad para este trastorno que osci-
laria entre el 30-40 %?5. Los estudios de ligamiento reali-
zados en el TA a lo largo de los ultimos afios han asociado
dicho trastorno con distintas localizaciones: en el cromo-
soma 16", en el cromosoma 20'® y mas recientemente,
Gratacos et al.’® han implicado al brazo largo del cromo-
soma 15, aunque estos datos no han sido confirmados por
otros autores?%21,

Como ya se ha comentado, las evidencias actuales apo-
yan el posible papel de las variaciones genéticas de la
transmision serotoninérgica en el TA. Concretamente, el
transportador de la serotonina (5-HTT) es un punto clave
de la actuacion de los ISRS, y la activacion postsinaptica
del receptor serotoninérgico 2A (5-HT,,) puede desempe-
fiar un papel relevante en la mejoria sintomatica de dichos
pacientes.

El receptor 5-HT,, se cree que puede desempefar un pa-
pel en el desarrollo y la diferenciacion celular a la vez que es
el lugar de accion de determinadas drogas y farmacos?%%3,
El gen del receptor 5-HT,, se localiza en el brazo largo del
cromosoma 13. Existen descritos dos polimorfismos silentes
en la region promotora de dicho gen (T102C y A-1438G)
que estan en desequilibrio de ligamiento®*. El polimorfismo ge-
nético T102C contiene tres variantes polimorficas (TT, TC y CC) al
igual que el polimorfismo genético A-1438 (AA, AG y GG).

Por otro lado, el gen 5-HTT se localiza en el brazo largo
del cromosoma 17. En dicho gen se han descrito dos va-
riante polimorficas de interés. En el extremo 5' de la region
promotora se localiza un polimorfismo funcional que con-
siste en la insercion/delecion de 44 pares de bases (pb)
(5-HTTLPR). En estudios in vitro se ponen de manifiesto las
tres variantes polimorficas (SS, SL y LL) con diferencias en
los niveles de transcripcion®®. La transcripcion del 5-HTT se
ha demostrado?® que estd modulada por el polimorfismo
genético 5-HTTLPR; también Lesch et al.2% observan cémo el
alelo mas corto de dicho polimorfismo genético se asocia
significativamente con rasgos de personalidad ansiosos en
sujetos sanos, aunque no todos los estudios han sido capa-
ces de replicarlo®®?’. La sequnda variante polimérfica con-
siste en la presencia de un numero variable de repeticiones
(9, 10 6 12 repeticiones) de 17 pb (VNTR) que se localiza en
el intrén 2. Ensayos in vitro sugieren que las variantes cortas
de este polimorfismo disminuyen la transcripcion del gen 5-HTT
y la concentracion y funcionalidad de la proteina 5-HTT?8,

El objetivo de este estudio es aclarar la posible asociacion
entre los mencionados polimorfismos serotoninérgicos y el
TA, analizando un grupo de pacientes con TA y un grupo
control. También se investiga la posible relacion de dichos
polimorfismos y el sexo.

METODOLOGIA

Pacientes y controles

El estudio incluye un total de 92 pacientes ambulatorios
diagnosticados de TA (segln criterios diagndsticos del Ma-
nual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales en
la version IV [DSM-IV]) (grupo caso) y un grupo control
constituido por 174 voluntarios sanos de caracteristicas ét-
nicas y sociodemograficas similares al grupo caso. Este estu-
dio se ha llevado a cabo siguiendo la normativa de la Decla-
racion de Helsinki?® y todos los participantes incluidos
fueron adecuadamente informados y dieron su consenti-
miento por escrito antes de la realizacion del estudio.

Método

Se obtuvo ADN gendmico de todos los sujetos estudiados
a partir de leucocitos polimorfonucleares de una muestra de
10 ml de sangre periférica utilizando etilendiaminotetracéti-
co (EDTA) como anticoagulante y siguiendo el método de
Miller y Polesky3C.

La determinacion de los genotipos para los distintos poli-
morfismos genéticos fue llevada a cabo por amplificacion,
mediante la reaccion en cadena de polimerasa (PCR), de los
fragmentos de ADN que contienen células polimorficas. Di-
cha amplificacion se realizd a 32 ciclos de desnaturalizacion
(98° -30 s) utilizando cebadores, temperaturas de ceba-
miento y tiempos concretos para cada polimorfismo gené-
tico (tabla 1). Posteriormente se realizd una extension du-
rante 1 min a 72° finalizando el proceso con una nueva
extension de 5 min a 72°.

En aquellos polimorfismos genéticos que lo requerian se
sometio el producto amplificado a una digestion con enzi-
mas de restriccion a las temperaturas de cebamiento corres-
pondientes para cada uno (tabla 2).

Los productos obtenidos fueron sometidos a electroforesis
en gel de agarosa al 2%, teiiido con bromuro de etidio al 3%,
para la visualizacion con luz ultravioleta de los alelos (tabla 2).

Analisis estadistico

Las posibles diferencias en las frecuencias genotipicas y
alélicas entre el grupo caso y el grupo control se evaluaron
mediante el test de la X, utilizando la correccion de conti-
nuidad siempre que fue posible (grados de libertad = 1). De
igual modo se calcularon las diferentes odds ratio (OR) y sus
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Tabla 1 |
las secuencias 5-HT,, y 5-HTT

Parejas de cebadores, temperatura y tiempo de cebamiento para amplificar

Polimorfismo genético Cebadores (sentido/antisentido)

Temperatura de cebamiento Tiempo de cebamiento

T102C 5'-TCTGCTACAAGTTCTGGCTT-3" B20 1 min
5'-CTGCAGCTTTTTTCTCTAGGG-3"

A-14386 5'-GTGCTAATAGTTTATCAGAGITATCACCAC-3" e 1 min
5'-TGGTAATTTTTTAGGCTGAAGGGT-3"

5-HTTLPR 5'-TICACCCCTCGCGGCAT-3° 659 1 min
5'-GGGGATAATGGGGGTTGCAGGG-3"

VNTR-5HTT 5'-GTCAGTATCACTGGCTGCGTG-3" - -

5 -TCATGTTCCTAGTCTTACGCCAGTG-3"

correspondientes intervalos de confianza (IC) del 95%. El nivel
de significacion seleccionado fue, en todos los casos, del 5 %.

RESULTADOS

La muestra estaba compuesta por 92 pacientes ambulato-
rios diagnosticados de TA (criterios DSM-IV), con una edad
media (desviacion estandar, DE) de 35,87 (12,38) afios, de los
cuales un 30,4 % (28 pacientes) eran varones. El grupo con-
trol estaba compuesto por 174 voluntarios sanos, con una
edad media de afios de 38,40 afios (DE: 8,94), de los cuales el
38,5% (67 sujetos) eran varones.

Polimorfismos 5—HT2A

En nuestra poblacion, ambos polimorfismos 5-HT,, se
encuentran en desequilibrio de ligamiento completo. Es de-
cir, los homocigotos 102TT eran homocigotos -1438AA y los
homocigotos 102CC eran homocigotos -1438GG.

Tabla 2 Enzimas de restriccion y tamano
de los alelos de los polimorfismos

genéticos 5-HT,, y 5-HTT

Enzima de restriccion

No observamos diferencias estadisticamente significati-
vas en la frecuencia de los genotipos del polimorfismo
T102C, ni del A-1438G entre los pacientes con TA 'y el grupo
control (p=0,472) (tablas 3 y 4). Las frecuencias alélicas pa-
ra 7102 y C102 (o0 A-1438 y G-1438) también fueron similares
en ambos grupos (p=0,705; OR: 0,92; IC 95%: 0,64-1,31) (ta-
blas 3 y 4). En funcion del sexo, la misma comparacion entre
el grupo caso y el grupo control tampoco muestra diferen-
cias estadisticamente significativas.

Polimorfismo 5-HTTLPR

No se han encontrado diferencias estadisticamente signi-
ficativas (p =0,887) en las frecuencias genotipicas del poli-
morfismo 5-HTTLPR entre pacientes con TA y el grupo de
voluntarios sanos (tabla 5). Ilgualmente, las frecuencias aléli-
cas fueron similares en ambos grupos (p = 0,996; OR: 0,98;

Tabla 3 Frecuencias genotipicas y alélicas
del polimorfismo T102C

del gen 5-HT,,

Trastorno angustia ~ Controles

Genotipo T102C*

Polimorfismo (temperatura de Tamaio de los alelos T 18 (19,6 %) 44 (25,3 %)
cebamiento) TC 51 (55,4%) 84 (48,3 %)
(o 23 (25%) 46 (26,4 %)
7102C Mspl (37°) T-342pb
C-216y 126 pb Total 92 174
A-1438G Mspl (37°) A-200 pb T102 C frecuencia alélica*™
G-140y 60 pb T 87 (47,3 %) 172 (49,4 %)
VNTR-5HTT Taql (65°) Alelo 9 rep - 345 pb € 97 (52,7 %) 176 (50,6 %)
Alelo 10 rep - 360 pb Total 184 348
Alelo 12 rep - 390 pb
5-HTTLPR - Alelo L - 528 pb *x2 test; p = 0,472; * X2 test con correccion de Yates; p = 0,705; OR:
Alelo S - 484 pb 0,92; IC 95 %: 0,64-1,31.
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Tabla 4 Frecuencias genotipicas y alélicas
del polimorfismo A-1438G

del gen 5-HT,,

Tabla 6 Frecuencias genotipicas y alélicas
del polimorfismo VNTR-5HTT

del gen 5-HTT

Trastorno angustia  Controles

Trastorno angustia  Controles

Genotipo A-1438G*

AA 18 (19,6 %) 44 (25,3 %)

AG 51 (55,4 %) 84 (48,3 %)

GG 23 (25%) 46 (26,4 %)
Total 92 174

A-1438G frecuencia alélica™

A 87 (47,3 %) 172 (49,4 %)

G 97 (52,7 %) 176 (50,6 %)
Total 184 348

*X? test; p = 0,472; ™ x? test con correccion de Yates; p = 0,705; OR:
0,92; IC 959%: 0,64-1,31.

IC 959%:0,68-1,41) (tabla 5). Tampoco se observan diferen-
cias estadisticamente significativas al realizar idénticas com-
paraciones en funcion del sexo.

Polimorfismo VNTR-5HTT

Los pacientes con TA tienen una mayor frecuencia del
genotipo 12rep12rep que los controles. Sin embargo, dicha
diferencia no es estadisticamente significativa (p = 0,603)
(tabla 6). El alelo 12rep es el mas frecuente tanto entre los
pacientes con TA (0,67) como entre el grupo control (0,61),

Tabla 5 Frecuencias genotipicas y alélicas
del polimorfismo 5-HTTLPR del

gen 5-HTT

Trastorno angustia  Controles

Genotipo 5-HTTLPR*

LL 32 (34,8 %) 64 (36,8 %)

LS 42 (45,7 %) 74 (42,5 %)

SS 18 (19,6 %) 36 (20,7 %)
Total 92 174

5-HTTLPR frecuencia alélica™

L 87 (47,3 %) 202 (58 %)

S 97 (52,7 %) 146 (42 %)
Total 184 348

*X? test; p = 0,887; ** X2 test con correccion de Yates; p = 0,996; OR: 0,98;
IC 95%: 0,68-1,41.

Genotipo VNTR-5HTT*

12rep 12rep 44 (34,8 %) 64 (36,8 %)

12rep 10rep 34 (45,7 %) 74 (42,5 %)

10rep 10rep 13 (19,6 %) 36 (20,7 %)

10rep 9rep 1 (1,1 %) 3 (1,7 %)
Total 92 174

VNRT-5HTT frecuencia alélica™

12rep 87 (47,3 %) 202 (58 %)

10rep 97 (52,7 %) 146 (42 %)

9rep 1 (0,5 %) 3 (0,9 %)
Total 184 348

*X? test; p = 0,603; ** X2 test; p = 0,359.

sin obtenerse diferencias estadisticamente significativas
(p =0,359) entre ambos grupos (tabla 6). Un analisis mas
detallado en funcion del sexo no pone de manifiesto dife-
rencias entre los hombres y las mujeres, ni en los genotipos,
ni en las frecuencias alélicas.

DISCUSION

Los trastornos mentales, entre ellos el TA, se piensa que se
constituyen en base a un modelo poligénico multifactorial
en el que los trastornos surgen ante la combinacion de varios
genes que otorgan susceptibilidad al individuo. En esta sus-
ceptibilidad actian también los factores ambientales!. La
identificacion de los genes responsables es compleja y los es-
tudios de asociacion son considerados como los mas indica-
dos para dicha identificacion de genes en los pacientes con
trastornos mentales. Se han realizado muy pocos estudios
acerca del TA y su relacion con distintos polimorfismos gené-
ticos, si bien los mas frecuentes son aquellos relacionados
con la neurotransmision serotoninérgica, probablemente
derivados de la eficacia de los inhibidores selectivos de la
recaptacion de la serotonina (ISRS) en dicho trastorno.

En nuestro estudio no se encuentra ninguna relacion en-
tre el TAy los genotipos o frecuencias alélicas de los dos po-
limorfismos 5-HT,,. El andlisis en relacion con el sexo no
muestra tampoco asociacion entre ellos. Estos resultados
son concordantes con Ferh et al.% que analizan la posible
asociacion del TA sin agorafobia con los genotipos y las fre-
cuencias alélicas del polimorfismo T102C del gen 5-HT,,.. Sin
embargo, en un estudio posterior? se demuestra la existen-
cia de asociacion entre el genotipo CCy la frecuencia alélica
C con el TA, y mas en concreto con el TA con agorafobia,
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siendo los resultados negativos en el caso de los pacientes
que presentan TA sin agorafobia. Si se compara con la in-
vestigacion que se presenta, en que la mayoria de los pa-
cientes presentan TA con agorafobia (97,83 %), los resultados
son contradictorios.

El interés por el estudio del polimorfismo genético
5-HTTLPR en pacientes con TA surge ante la presencia de
determinados hallazgos en estudios de asociacion en pobla-
cion general. Se observa, en primer lugar, la presencia de la
forma corta (S) de dicho polimorfismo en individuos con
rasgos de personalidad ansiosa®3-3%, En segundo lugar, el es-
tudio del polimorfismo genético y la neuroimagen funcio-
nal®®37 ha demostrado una estrecha relacion entre la expre-
sion del alelo corto en forma homocigota o heterocigota y
la mayor activacion de la amigdala, que esta implicada en el
aumento del miedo y de la ansiedad de los individuos. En
tercer y ultimo lugar destaca en homocigotos de la variante
corta del polimorfismo genético 5-HTTLPR una mayor pre-
sencia de sintomas depresivos ante acontecimientos vitales
estresantes®.

Sin embargo, los resultados que obtenemos son negati-
vos, indicando ausencia de asociacion de genotipo o fre-
cuencias alélicas del polimorfismo 5-HTTLPR y el TA. Existen
otros estudios que verifican la ausencia de dicha asociacion
en pacientes con TA de la poblacion alemana, italiana, japo-
nesa y estadounidense3%#2, e incluso en relacion al sexo*2.
Ante la ausencia de resultados positivos, mas recientemente
se investiga la relacion de los polimorfismos genéticos con
posibles subtipos del TA. De esta forma, Sand et al.*3 anali-
zan la posibilidad de efectos sinérgicos entre el polimorfis-
mo 5-HTTLPR y un polimorfismo del gen de la enzima mo-
noaminooxidasa A (MAO-A), sin encontrarse un aumento de
riesgo genético en pacientes con TA. Tampoco la posible
subdivision del TA segun distintos rasgos de personalidad
muestra una asociacion de dicho trastorno con el polimor-
fismo 5-HTTLPR*. Por otra parte, estudios realizados en
trastorno bipolar con y sin comorbilidad con TA*#¢ ponen
de manifiesto la posible existencia de dos subtipos genéti-
camente diferentes de trastorno bipolar, ya que en los casos
no comorbidos existe asociacion con el genotipo SSy la fre-
cuencia alélica S, mientras que en el trastorno bipolar co-
morbido con TA no se demuestra dicha asociacion. En otro
estudio®’ se analiza la influencia de la distribucion de los
genotipos y frecuencias alélicas del polimorfismo genético
5-HTTLPR segun la respuesta farmacoldgica de los pacientes
con TA tratados con ISRS. Se obtiene una mayor frecuencia
alélica L en el grupo de no respondedores al tratamiento, por
lo que se concluye que los distintos genotipos pueden tener
una relevancia en el planteamiento de la terapéutica en el TA.

No se han encontrado estudios que avalen los resultados
obtenidos para el polimorfismo genético VNTR-5HTT, donde
ni los genotipos ni las frecuencias alélicas de dicho polimor-
fismo se asocian con el TA en la investigacion que se pre-
senta. Sin embargo, se ha descrito como el alelo 12rep es
mas frecuente en pacientes con trastorno de ansiedad ge-

neralizada®®, en pacientes con comorbilidad entre distintos
trastornos de ansiedad*® y en pacientes con trastorno obse-
sivo-compulsivo?448,

En resumen, nuestro estudio muestra la ausencia de aso-
ciacion entre el TA y los genotipos y frecuencias alélicas de
los polimorfismos del gen del receptor 5-HT,, o 5-HTT. No
obstante, consideramos que para emitir consideraciones
mas definitivas se hace necesaria la replicacion de nuestros
resultados utilizando muestras mas amplias de pacientes.
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