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Resumen

El objetivo de este trabajo fue determinar si existe asociacion entre los polimorfismos
de un solo nucledtido de los genes de los microRNAs miR-494, miR-155, miR-144-3p y miR-
17, miR-663 y miR-4505, con el diagndstico de trastorno de ansiedad generalizada (TAG) en
una muestra de personas de Bogot4, Colombia. Se originaron dos grupos de participantes,
clasificandolos segun los puntajes obtenidos de estas dos encuestas: la encuesta Hospitalaria
de Ansiedad y Depresion (HADS), y la escala de autoevaluacién para ansiedad de Zung;
quienes sobrepasaron el punto de corte de las dos escalas se clasificaron como grupo TAG y
aquellos que obtuvieron un puntaje por debajo al corte se clasificaron como control. Para la
busqueda de los SNPs presentes en genes de miRNA propuestos, se utilizaron bases de datos
como miRNASNP-v3 y PubMed. Los reportes en la literatura proporcionaron informacion
acerca de la frecuencia con la que estos se presentan en la poblacion latinoamericana.
Adicionalmente, con las herramientas ToppFun y TarBase v.8 se identificaron genes que son
regulados por los miRNA y algunas de sus funciones. Se observé que la mayoria de los SNP
presentan frecuencias menores a 0,1, imposibilitando la genotipificacion de alguno por la
bajas probabilidad de encontrarlo en la poblacion estudiada. Como alternativa, se genotipificd
el rs1452789 (A/T) del gen TCF4 y se encontrd que este SNP no presenta una asociacion
significativa como un factor de riesgo para TAG
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Abstract

The aim of this work was to determine if there is an association between a single
nucleotide polymorphism of the genes of miR-494, miR-155, miR-144-3p and miR-17, miR-
663 and miR-4505, with the diagnosis of generalized anxiety disorder (GAD) in a sample of
participants from Bogot4, Colombia. Two groups of participants were classified according to
the scores obtained from two scales: the Hospital Anxiety and Depression Survey (HADS),
and the Zung Self-Assessment Scale for Anxiety; those who exceeded the cut-off point of the
two scales were classified as GAD group and those who scored below the cutoff were
classified as control. For the search of the SNPs in proposed miRNA genes, we used databases
such as miRNASNP-v3 and PubMed. Reports in the literature provided information about the
frequency with which these SNPs occur in the Latin American population. Additionally, we
identified genes regulated by the miRNAs with ToppFun and TarBase v.8, and some of the
functions. Most SNPs have frequencies less than 0.1, making it impossible to genotype some
of them due to the low probability of finding them in the studied population. As an alternative,
the rs1452789 (A/T) in the TCF4 gene was genotyped and it was found that this SNP does not
present a significant association as a risk factor for GAD.

Keywords: SNP, miRNA, anxiety disorder, polymorphism, genetics
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Introduccion

Los trastornos de ansiedad tienen alta prevalencia en Colombia, entre ellos el trastorno
de ansiedad generalizada (TAG); factores como el uso de drogas y alcohol, traumas infantiles,
desplazamientos forzados, econémicos, malas experiencias, entre otros, han sido asociados
como factores de riesgo para estos trastornos. “Un individuo con TAG se caracteriza por tener
una preocupacion y ansiedad excesivas (expectativa aprensiva 0 aprension ansiosa),
persistentes (mas de la mitad de los dias durante al menos 6 meses) y dificiles de controlar
sobre un ndmero de acontecimientos o actividades tales como el rendimiento laboral o
escolar”, es preocupante porque esto conlleva a que una persona pueda padecer trastornos mas
graves o sea dependiente de sustancias psicoactivas y/o alcohol (Lopez, 1998).

En el 2003 el Estudio Nacional de Salud Mental-Colombia, evalud la prevalencia de
los trastornos de ansiedad, entre ellos el TAG; el cual fue uno de los trastornos con menor
prevalencia: 1,3% en la prevalencia de vida, 0,7 en la prevalencia de 12 meses y 0,3 en la
prevalencia de 30 dias (Posada-Villa et al., 2006). Los factores asociados mas importantes
fueron la edad, sexo, estado civil, sistema de seguridad social, entre otros. En 2015 se realiz6
la Encuesta Nacional de Salud Mental, que reportd que la prevalencia del trastorno de
ansiedad generalizada era de un 0,4% en los Gltimos 12 meses evaluados para nifios, 0,3% en
toda la vida en adolescentes y 1,3% en toda la vida en adultos (Salud Mental Encuesta
Nacional de 2015, n.d.). Otro hecho importante es el contexto histérico en el que se ha
desarrollado Colombia durante los ultimos 60 afios (Martinez et al., 2016), ya que la violencia
y el conflicto armado que se ha vivido, ha causado que en las poblaciones mas afectadas
(desplazados), generen una alta prevalencia de trastornos mentales, entre los que se destaca el

TAG (Gbmez-Restrepo et al., 2016).
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La pandemia causada por el COVID-19 ha supuesto un reto para la salud mental,
aunque debido a esta no pudo realizarse la Encuesta Nacional de Salud Mental, que se realiza
cada cinco afios, se observd un aumento notorio del nimero de personas atendidas y el
naumero de atenciones registradas en el afio 2019 en comparacion a afio anteriores, pero con
una disminucién en el 2020 (Las Cifras de La Salud Mental En Pandemia, n.d.). En 2021 el
Departamento Administrativo Nacional de Estadistica (DANE) demostro los efectos negativos
que ha tenido la pandemia en la salud mental de los colombianos, ya que las “medidas como
el distanciamiento fisico, las cuarentenas obligatorias, el cierre de instituciones educativas y
con ellas los cambios en las tareas de los hogares, son factores que afectan la salud mental,
llegando a provocar incrementos en el numero de casos de estrés, ansiedad y depresion”. En
las encuestas realizadas por el DANE, la respuesta mas frecuente después de “ninguna de las
anteriores” es la de “preocupacion o nerviosismo”. En este trabajo se encontro alta
prevalencia de trastornos mentales en poblacion joven y en mujeres (Arango et al., n.d.)

Se sugiere que los mMiRNA podrian correlacionarse con ciertos trastornos mentales, ya
que estos desempefian funciones importantes en la regulacion de genes codificantes de
proteinas que se expresan en distintas zonas del cerebro; Los estudios de correlacion de
microRNAs afectados por polimorfismos de un solo nucledtido (SNP), en distintos
trastornos, incluido el TAG, han cobrado importancia para entender sus funciones (Murphy
& Singewald, 2019). Los miRNA son moléculas de cadena corta de RNA de
aproximadamente 22 nucledtidos que se trascriben del DNA y no son codificantes; entre los
distintos mecanismos de regulacion de la expresion génica, se han descrito a los miRNA
como importantes reguladores epigenéticos que se unen al mMRNA impidiendo su traduccion
al obstaculizar la unién del mRNA con la maquinaria de traduccion o haciendo que

directamente se degrade el mMRNA (de Sousa et al., 2019). Su funcién regulatoria se puede
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ver alterada por cambios importantes como los SNPs, y dependiendo de la posicién en la que
se encuentre el polimorfismo, puede afectar su expresion y/o la cantidad de genes que regula
ocasionando un desequilibrio en mecanismos bioquimicos (Liu et al., 2021; Ramirez-Bello et
al., 2013).

Los polimorfismos ocurren en el 0.1% de los genes, significativamente es lo que
diferencia a los individuos entre una misma especie, dando a lugar a lo que se conoce como
fenotipo (Ramirez-Bello et al., 2013). Entre los polimorfismos mas comunes estan los
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), esto es el cambio de un solo nucle6tido a nivel
del DNA generando dos alelos en un gen. Si el cambio del nucleétido esta presente en el 1%
de la poblacion o mas, se consideran un SNP, pero no suelen ser causantes de una patologia
por si solos. Los SNPs pueden localizarse en la region promotora del gen, intrones, sitios de
splicing y regiones intragénicas (Caratachea, 2007; Single Nucleotide Polymorphism / SNP |
Learn Science at Scitable, n.d.). La susceptibilidad a enfermedades y los efectos negativos en
moléculas de miRNA como su biogénesis y las interacciones que tiene con sus dianas han
sido factores asociados a los polimorfismos. Poder identificar estos cambios genéticos puede
ser Util para comprender la patogenia de los trastornos mentales y asi establecer bases que
puedan facilitar el diagndstico e intervenciones terapéuticas especificas, asequibles y viables
en el pais (Brzezinski et al., 2006; Forero et al., 2014; Ramirez-Bello et al., 2013).

El TAG y en general muchas enfermedades mentales se suelen diagnosticar
mediante pruebas psicolégicas; sin embargo, no se conocen pruebas que implementen
marcadores biologicos para identificar el TAG. Existen técnicas que podrian apoyar en la
deteccién temprana y al diagnéstico de enfermedades. Por lo tanto, con el objetivo de
determinar una posible correlacion entre algunos SNPs presentes en genes de miRNA vy el
TAG se planteo utilizar la PCR en tiempo real, técnica usada en diferentes areas de la

investigacion, que amplifica y detecta genes de forma muy precisa (Aguilera et al., 2014).
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1. Objetivos
1.1. General
Determinar si existe correlacion entre polimorfismos de miR-494, miR-155, miR-144-
3p y miR-17, miR-663, miR-4505 con el diagnostico de TAG en una muestra de personas de
Bogota, Colombia.
1.2. Especificos
e ldentificar polimorfismos en los genes de los miRNA propuestos mediante
métodos in silico para los analisis moleculares
e Genotipificar los polimorfismos seleccionados en genes de miRNA en
participantes que hayan sido diagnosticados con TAG y un grupo control
mediante PCR tiempo real
e Analizar la relacion entre el diagnostico del TAG y los genotipos identificados
en la muestra seleccionada.
e Determinar el grado de asociacion del polimorfismo rs1452789 del gen TCF4
con TAG.
2. Materiales y Métodos
Este proyecto estd enmarcado dentro del proyecto titulado “Analisis de factores de
riesgo moleculares y psicosociales para trastorno de ansiedad generalizada y endofenotipos
relacionados con una muestra de Bogota, Colombia”, por lo que las muestras, materiales y
reactivos para el desarrollo de este trabajo de grado fueron aportadas por el proyecto de

investigacion, el cual es financiado por el Ministerio de ciencia.
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2.1 Seleccidn de Participantes

Los participantes se clasificaron en dos grupos segun el punto de corte para la encuesta
Hospitalaria de Ansiedad y Depresion (HADS) y la escala de autoevaluacion para ansiedad de
Zung, aquellos participantes con puntajes mayores a 8 y 36 respectivamente en las dos escalas
se incluyeron en el grupo de casos (con rasgos de TAG), los participantes con puntajes por
debajo del punto de corte conformaron el grupo control.

2.2 Seleccién de Polimorfismos

El criterio principal que se tomo en cuenta para de la seleccién de los polimorfismos
fue el valor de la frecuencia del alelo menor, del inglés minor allele frequency (MAF), que
indica la frecuencia con la que se presenta el segundo alelo mas frecuente de distintas
poblaciones y a nivel global; en las bases de datos que se describirdn posteriormente, se
presenta los valores MAF correspondientes a la poblacion latinoamericana. Teniendo en
cuenta el tamafo de la muestra se consideraron valores MAF>0.1 para garantizar una mayor
probabilidad de encontrar los alelos en la poblacién de Bogota, Colombia.

Se utilizé la base de datos mMiRNASNP-v3 que relaciona los SNPs y sus efectos sobre
los miRNA (relacion a enfermedades, cambios en la region semilla, ganancia o pérdida de
dianas y aumento o descenso de la expresion de RNA (Liu et al., 2021). Ademas, para ampliar
la lista de los polimorfismos, se realiz6 la busqueda bibliografica de SNPs que no
identificaron en las bases de datos. De los SNPs obtenidos de las distintas fuentes se
corroboraron las frecuencias y el gen al que pertenecian en la base dbSNP

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/).

2.3 Enriquecimiento de genes
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Se realizé la busqueda de los genes diana de cada uno de los miRNA a partir de la base
de datos TarBase V8 (Karagkouni et al., 2018); para esto se tuvo en cuenta el uso de la
nomenclatura en la que “el sufijo -5p 0 -3p se agrega al nombre original cuando dos miRNAs
maduros derivan de los brazos opuestos del precursor” (Avila-Moreno et al., 2011); como
ejemplo se encuentra el hsa-miR155-3p. Para la bdsqueda se tomaron en cuenta los genes
regulados por el brazo 5p y 3p. Los datos se filtraron por: Tipo de método: Alto rendimiento,
Tipo de validacién: Directo y Validado como: positivo positivo en la base de datos Tarbase
(Karagkouni et al., 2018).

Para realizar un analisis de enriquecimiento funcional de los genes diana, se empled la
aplicacion ToppFun de la herramienta ToppGene (ToppFun - Functional Enrichment, n.d.)
utilizando el filtrado con las siguientes categorias: enfermedades, Gene Ontology (Go):
componente celular, Go: proceso bioldgico, Go: funcion molecular, vias y fenotipo humano.
A continuacion, se seleccionaron los procesos presentes en las categorias con un valor de la
tasa de descubrimiento falso de Benjamini-Hochberg (FDR B&H) menor a 0,05.

2.4 Extraccion de DNA (precipitacion salina)

La extraccion de DNA se realiz0 a partir de la sangre periférica de los participantes del
estudio por el método de precipitacion salina, un proceso que se basa en lisar las células
sanguineas para separar el DNA de los deméas componentes sanguineos por centrifugacion.
Este proceso se evidencia en la figura 1 donde el producto final es el DNA suspendido en una

solucion buffer lista para realizar la qPCR (Payarés & Mancilla, 2012).
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Figura 1. Flujograma para la extraccion de DNA.
RBC: Red Blood Cell
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2.5 Genotipificacion de los polimorfismos por gPCR
En la tabla 1 se muestran los reactivos necesarios de la reaccion de la qPCR que se
deben combinar con los primers especificos. Para asegurar que no ocurra una contaminacion
cruzada se desinfect6 la cabina de flujo laminar con isopropanol y los materiales bajo luz UV
antes de utilizarlos en la metodologia. Los ensayos se realizaron con el Tagman Genotyping
Assays, el cual estd compuesto por sondas TagMan predisefiadas y validadas por la casa
comercial (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ma, USA).

Tabla 1. Mix Para la Reaccion

Reactivo X1 XX (x es igual al nimero
de muestras)

Master Mix 5ul Sul*x

TagMan Mix 0,5ul 0,5ul*x

Agua 2,5ul 2,5ul*x

Total Sul gul*x

Nota. Al realizar los calculos para la cantidad de muestras se incluye una extra para
compensar el volumen que se pierde al pipetear

A partir del Mix para la reaccion se afiaden 8ul por cada pozo en la placa optica de
reaccion de 96 pozos y se completa a un volumen de 10ul afiadiendo 2 de DNA de cada
muestra a evaluar en el pocillo correspondiente; los pozos se sellan apropiadamente con sus
respectivas tapas y se centrifuga la placa para eliminar cualquier burbuja, cuando se observe
gue estas ya no estén presentes la placa estara lista para depositar en el termociclador. Los
ciclos que lleva a cabo el termociclador Bio-Rad CFX96 (BioRad, Hercules, CA) (BioRad,
Hercules, CA) se encuentran en la tabla 2, el protocolo se programd usando Bio-Rad manager
program. En el macroproyecto se ha encontrado que TCF4 se ha asociado a otros trastornos
mentales, por ello se decidié genotipificar el SNP rs1452789, con las sondas [VIC/FAM]
TGTGGACAATATCAGCAGATTAGA G[A/T]ICAGTTTATAGAGCAGCTTCTCTAAA vy

asi determinar el grado de asociacién con TAG. La sonda VIC corresponde al alelo A y la
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sonda FAM es el alelo T, con base a esto se realizo la discriminacion alélica. En la figura 2 se

muestra un ejemplo de estos resultados para los 3 genotipos.

Amplificaton

A

Cyvien

Amplifcation

RFU

Ampiification

RFU

Figura 2. A) Una sola curva de color verde (sonda VIC) es un homocigoto A. B) Una sola
curva de color azul (sonda FAM) es un homocigoto T. C) Una curva verde y una curva azul es
un heterocigoto A/T.

Tabla 2. Protocolo

AmpliTaq Gold PCR (40 Ciclos)
Activation
Hibridacion Desnaturalizacion Extension
10 minutos a 95 °C 15 segundos a 92 °C 90 segundos a 60 °C

2.6 Analisis estadistico por regresion lineal
Para el analisis estadistico se utilizé la herramienta SNPStats que utiliza la prueba
estadistica de regresion logistica (Solé et al., 2006). Las variables se ingresaron en columna, la

primera fila contiene el nombre de cada una, el SNP es la variable, la edad y el sexo como
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covariables de tipo cuantitativa y categorica respectivamente, y el diagndstico como la
variable de respuesta de tipo categorico. Se selecciono estadistica descriptiva, el analisis del
SNP Unico que abarca la frecuencia del alelo, frecuencia del genotipo, el Equilibrio de Hardy-
Weinberg para verificar que la metodologia de la genotipificacion se estuviera realizando de
forma correcta y la asociacion del SNP con la respuesta. Se consideré p<0,05 como valor de
significancia para los resultados.
3 Resultados
3.1 Polimorfismos identificados y genes regulados por miRNA

Se identificaron 30 SNPs para el mir-494, 12 para el miR-155, 32 para el miR-144, 19
para el miR-17, 210 para el miR-663 y 22 para el miR-4505, a pesar de la gran cantidad de
SNPs en los genes, no todos presentan un valor MAF > 0, en la tabla 3 se observan los alelos

con un valor distinto a 0 con respecto al alelo silvestre.
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Tabla 3. SNPs reportados en miRNASNP-v3 y sus respectivas frecuencias obtenidas en el
NCBI a nivel global y Latinoamérica (LATAM)

microRNA SNP ID Ref/SNP Alelo Silvestre # 0 MAF SNP
rs1297430508  A/G G'L"K"}';?\’/lgfi?ges G'fzﬂz&(iog%m
ooow o1 HEEOBE oo
151282621486  A/G G'L‘X’;".'A&fi?g?’ G'L"Abi‘.'A‘l\(/)lf%?g?
mir-494 151038771153  C/T Gt‘fik&’fgl?gfj Gﬂ_‘ﬁk&f%%“
1751832247 CIT GI'_OAb;l.';&figg L Gt‘fifha’f%?gg
e cn  Siivmu oo
1538219412 GIA Gt‘fiil\?lfi?gfi GL??K&'S%?&“
Global= 0,99993 Global= 0,0007
meass T AT e
LATAM= 1,0 LATAM= 0,0
rs763390398 GIA GIL?AE)'?'IAZ\I\(/)I,SQEC?S G'Lc;f\’i';h?lf%?gzs
1774580747 GIA GI'_OAb;".'/;I\(/)I’Si?y Gt";\’?k&f%??
mir-144 [s766077160  CIA, G, T GI'_OAb;"_'/;I\(/’Ifgfy G&’?k&f%?gs
151286986890  G/T GI'_OAb;"_'/;I\(/’Ifgfgis Gt‘f?k&f%?gs
rs370946973 AIC GI'_OAb;".'/;I\(/’I’Si?? Gt‘f\’iklaf%?g?’
Global=0,99993 Global= 0,00007
L S/ S
: LATAM= 1,0 LATAM= 0,0

Se observa en la poblacion global y latinoamericana, la ausencia de frecuencias
mayores a 0.1, lo que indica una baja probabilidad de encontrar el alelo menor en la poblacion
bogotana de Colombia. Debido a la ausencia de frecuencias significativas en los datos
anteriores para su genotipificacion, se optd por la busqueda de los ID de la tabla 3 y su anexo,

por medio de las herramientas basadas en el desequilibrio del ligamiento, desafortunadamente


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs1297430598
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs943020492
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs1282621486
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs1038771153
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs751832247
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs767364893
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs538219412
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs140021681
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs377265631
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs763390398
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs774580747
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs766077160
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs1286986890
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs370946973
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs554398221
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs371185425
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en estas bases de datos no estan depositados los SNP encontrados anteriormente. El ejemplo
de estas busquedas se encuentra en el anexo.

La busqueda bibliogréafica de los polimorfismos de los miRNAs de interés permitio
encontrar algunos polimorfismos con un MAF mayor a 0.1. Por ejemplo, en un estudio se
encontré que el SNP rs767649 del mir-155 se asocié recientemente al cancer de pulmon,
diabetes mellitus y cancer cervical (Assmann et al., 2017; Polina et al., 2019; S. Wang et al.,
2016). La frecuencia a nivel global es de A=0,06755 y a nivel Latinoamérica A=0,138. El
rs1547354 se encuentra asociado al mismo miRNA, pero no existe suficiente evidencia que lo
relacione a alguna patologia, su frecuencia a nivel global es de A=0,02001 y a nivel
Latinoamérica A=0,157. EI Rs9279 del miR-144 al igual que el miR-155 se ha visto
implicado en la diabetes mellitus (Yan et al., 2021). Toda la informacién de los genes y sus
polimorfismos fue encontrada en las bases del NCBI, en las que se aprecia que a nivel de
Latinoamérica las frecuencias son significativamente mayores con respecto a otros SNP de la
tabla 3, teniendo un valor de MAF>0,1. Aunque los SNP encontrados en la literatura
superaron el criterio principal, las sondas predisefiadas no se encuentran validadas, por esto no
se pudo genotipificar ya que no se garantiza una correcta identificacion de los SNP.
Actualmente en el laboratorio se estan disefiando primers para la identificacién por un método
de PCR convencional.

3.2 Genes diana de los microRNAs y sus implicaciones biologicas

Como se ha mencionado previamente, los miRNA son importantes reguladores de la
expresion génica. Se encontrd que miR-494, miR-155, miR-144 miR-17 y miR-663 regulan
1157, 1020, 285, 3867 y 36 genes respectivamente. Dentro de los genes diana identificados
por medio de la herramienta TarBase V8 se encontrd que el gen TCF4 (factor de transcripcion

4) esta regulado por miR-155 y miR17. El gen que codifica para la proteina del mismo
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nombre “es un factor de transcripcion que se une al potenciador de inmunoglobulina Mu-
E5/KE5-motif. Participa en el inicio de la diferenciacion neuronal. Activa la transcripcion
uniéndose a la caja E (5'-CANNTG-3"). Se une a la caja E presente en el elemento iniciador
del receptor 2 de somatostatina (SSTR2-INR) para activar la transcripcion (por similitud)”
(TCF4 - Transcription Factor 4 - Homo Sapiens (Human) - TCF4 Gene & Protein, n.d.).

A partir del analisis de enriquecimiento funcional de genes en ToppGene se encontrd
una gran cantidad de procesos asociados, donde se destaca la categoria de enfermedades y se
observa diversos trastornos mentales. Dentro de las enfermedades que méas se destacan en las
cuales TCF4 esta relacionado, estan los trastornos del neurodesarrollo, retraso global del
desarrollo, retraso en el desarrollo, discapacidad intelectual, trastornos neurodegenerativos,
depresién mental, desorden depresivo, trastorno generalizado del desarrollo. En las siguientes
tablas (Tablas 4 a 7) se muestran las 5 categorias top junto a la cantidad de genes asociados y
g-value FDR B&H. En el anexo se podra observar todas las categorias significativas. Se
encontrd que el miR-494 en la mayoria de las categorias presentan un valor FDR D&H mayor
a 0,05. ElI miR-4505 fue el Unico miRNA del que no se obtuvo datos analisis de
enriquecimiento funcional de genes.

Tabla 4. Analisis del enriquecimiento funcional para genes diana del miR-155

Categorias significantes ((Sjantldad g-value FDR B&H
e genes

Enfermedades

Leucemia infantil 164 1,73E-11

Leucemia 178 4,62E-11

Trastornos del neurodesarrollo 43 1,28E-02

Retraso global del desarrollo 51 1,35E-02

Retraso en el desarrollo (trastorno) 47 1,28E-02

Componente celular

Cromosoma 181 1,06E-13

Complejo que contiene proteina nuclear 132 2,04E-10
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Cromatina 129 5,58E-10
Complejo de transferasa 89 8,72E-09
Complejo regulador de la transcripcion 65 1,85E-08
Proceso bioldgico

Regulacion positiva del proceso metabolico del ARN 190 3,00E-16
Regl_JIacién negativa del proceso metabdlico compuesto que 177

contiene nucleobase 3,00E-16
Regulacion positiva del proceso biosintético de macromoléculas 198 2,02E-15
Proceso catabolico macromolécula celular 143 2,20E-15
Regulacion negativa del proceso metabdlico del ARN 163 1,40E-14
Funcion molecular

Union del factor de transcripcién 96 6,26E-12
Actividad reguladora de la transcripcion 184 4,46E-10
Unién a la cromatina 85 4,46E-10
Actividad del corregulador de la transcripcion 70 4,19E-09
Union a proteina quinasa 94 7,94E-08
Vias|

Expresion génica 176 2,53E-08
Efectores directos de p53 26 1,38E-04
Sistema Inmune Adaptativo 85 1,61E-04
Respuestas celulares al estrés 55 1,61E-04
Regulacidn de la sefializacion nuclear 18 1,61E-04
Fenotipo

Anormalidad de la ubicacién del globo 80 4,01E-04
Hipertelorismo 60 7,51E-04
Sarcoma 50 1,40E-03
Neoplasia del intestino grueso 22 2,97E-03
Anormalidad de la morfologia calvarial 75 2,97E-03

Tabla 5. Analisis del enriguecimiento funcional para genes diana del miR-17

Categorias significantes Hits g-value FDR B&H
Enfermedades

Discapacidad intelectual 299 9,47E-16
Trastornos neurodegenerativos 346 3,38E-15
Depresion mental 278 8,26E-05
Desorden depresivo 281 6,96E-05
Trastorno generalizado del desarrollo 167 8,33E-03

Componente celular
Adhesion focal 159 1,02E-24
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Union de anclaje 265 1,02E-24
Union célula-sustrato 161 1,02E-24
Complejo catalitico 410 1,18E-23
Cromosoma 450 5,22E-21
Proceso biologico

Proceso catabolico de macromoléculas 442 9,07E-39
Regulacion del ciclo celular 394 5,30E-37
Regulacion del proceso catabolico 339 1,26E-35
Proceso del ciclo celular 446 1,43E-35
Proceso catabolico macromolécula celular 375 9,17E-35
Funcion molecular

Unién del factor de transcripcion 251 1,74E-28
Union a proteina quinasa 275 2,47E-26
Union a quinasa 298 2,47E-26
union compleja que contiene proteinas 424 3,12E-25
Unién especifica de dominio de proteina 254 5,84E-21
Vias|

Via de sefializacion VEGFA-VEGFR?2 158 8,78E-18
Via de sefializacion de TGF-beta 70 9,01E-17
Trafico de membranas 194 6,92E-15
Respuestas celulares al estrés 153 5,90E-14
Transporte mediado por vesiculas 202 6,55E-14
Fenotipo

Anormalidad de la pinna 163 3,87E-10
Anomalia del hueso de la extremidad 431 2,10E-09
Anormalidad de las extremidades 431 2,10E-09
Anormalidad del oido externo 226 4,33E-09
Anormalidad de la ubicacién del globo 205 1,01E-08

Tabla 6. Analisis del enriquecimiento funcional para genes diana del miR-144

Categorias significantes Hits g-value FDR B&H
Enfermedades

Cancer de prostata refractario a hormonas 32 5,32E-06
Neoplasia maligna de endometrio 45 5,32E-06
Trastornos del desarrollo neurolégico 18 8,23E-03
Trastornos neurodegenerativos 36 2,16E-02
Trastorno depresivo mayor 23 4,18E-02

Componente celular
Cromosoma 54 1,03E-04
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Granulo de ribonucleoproteina citoplasmatica 16 1,26E-04
Gréanulo de ribonucleoproteina 16 1,52E-04
Gréanulo de estrés citoplasmatico 9 2 26E-04
Complejo RISC 9 2,35E-04

Proceso biologico
Regulacion negativa del proceso biosintético de macromoléculas

celulares 64 8,68E-10
Regulacion negativa del proceso biosintético de macromoléculas 64 8,68E-10
Regulacion negativa del proceso biosintético 66 9,62E-10
Regulacion positiva del proceso metabdlico del ARN 65 1,96E-09
Regulacion negativa del proceso biosintético celular 64 1,98E-09
Funcion molecular

Unién del factor de transcripcion 32 3,99E-05
Union de ARN 56 4,70E-04
Actividad del corregulador de la transcripcion 23 9,09E-04
Union compleja que contiene proteinas 46 9,09E-04
Unién del factor de transcripcion de union a ADN especifica de

ARN polimerasa Il 16 2,63E-03

Tabla 7. Analisis del enriquecimiento funcional para genes diana del miR-663

Categorias significantes Hits g-value FDR B&H
Enfermedades

Enfermedad de Still de inicio juvenil 2 4,65E-02
Leucemia mieloblastica 2 4,65E-02
Leucemia infantil 2 4,65E-02
Retraso mental- ligado al X 61 1 4,65E-02
Linfoma - No Hodgkin — Familiar 5 4,65E-02
Funcion molecular

Unioén de histonas acetiladas con lisina 3 5,13E-04
Union a proteinas dependiente de acetilacion 3 5,13E-04
Actividad de nucledsido-trifosfatasa 9 1,60E-02
Actividad de pirofosfatasa 9 1,60E-02
Actividad hidrolasa- que actua sobre los anhidridos de acido 9 1,60E-02

3.3 Frecuencias alélicas y genotipicas en la poblacion de estudio
Los ensayos se realizaron a partir de las muestras de 51 participantes mayores de 18
anos, estos abarcan los controles y posibles casos de TAG. En la tabla 8 se encuentra la

distribucion de las 51 personas segun el diagnostico como la variable principal y el sexo como
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covariable.

Tabla 8. Variable diagndstica (n) y covariable: sexo (hombre y mujer)

n Hombre Mujer
Todos los sujetos 51 15 (29%) 36 (71%)

Diagnostico (Control) 26 (50,98%) 12 (46%) 14 (54%)

Diagnostico (TAG) 25 (49,02%) 3 (12%) 22 (88%)

Se encontr6 que la frecuencia del alelo menor (T) es de 0,33. Los valores de las
frecuencias alélicas en la tabla 9 se encuentran cercanos con la frecuencia reportada en el
NCBI para este polimorfismo (Rs1452789 RefSNP Report - DbSNP - NCBI, n.d.). Solo 3
personas presentaron el alelo homocigoto T/T con una frecuencia muy baja. El genotipo
homocigoto A/A es mas frecuente en personas con rasgos de TAG mientras que el genotipo
heterocigoto es mas frecuente en el grupo control.

Tabla 9. Frecuencias alélicas y de genotipo de rs1452789 (n=51)

Todos participantes  Diagnostico (Control)  Diagnostico (TAG)

Alelo N Frecuencia N Frecuencia N Frecuencia
A 68 0,67 34 0,65 34 0,68
T 34 0,33 18 0,35 16 0,32
Genotipo
A/A 20 0.39 9 0.35 11 0.44
AT 28 0,55 16 0,62 12 0.48
TIT 3 0.06 1 0.04 2 0.08

Tabla 10. Prueba exacta de SNP para el equilibrio de Hardy-Weinberg (n=51)

N11 N12 N22 N1 N2 valor p
Todos los sujetos 20 28 3 68 34 0.13
Diagnostico (Control) 9 16 1 34 18 0.19
Diagnostico (TAG) 11 12 2 34 16 1

3.4 Andlisis de asociacion

En el presente trabajo se realizo un anélisis de asociacion entre rs1452789 y los casos



URAN

Universidad
Antonio Narino

de TAG, con el fin de identificar posibles genotipos de riesgo para el TAG. En la tabla 11 se
muestra los tres modelos que se tuvieron en cuenta para realizar el andlisis. El valor p en todos

los modelos se encuentran por encima de 0,05, esto significa que no hay ninguna asociacion

significativa de las variables de los genotipos y el TAG.

Tabla 11. Asociacion rs1452789 con la respuesta Diagnostico (n=51, ajustado por
Sexo+Edad) OR (Razén de momios) IC (Intervalo de confianza)

, Diagnostico Diagnostico o
Modelo Genotipo (Control) (TAG) OR (95% CI) valorp
A/A 9 (34,6%) 11 (44%) 1.00
Codominante AT 16 (61,5%) 12 (48%)  079(022-281) (g7
T/IT 1 (3,8%) 2 (8%) 2,57 (0,15-43,40)
_ A/A 9 (34,6%) 11 (44%) 1.00
Dominante e pr 17 (65,4%) 14 (56%)  088(0.25-306) OO
A/A-AIT 25 (96,2%) 23 (92%) 1.00
Recesivo 0.42

TIT 1 (3,8%) 2 (8%) 2,98 (0,19-45,62)
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4 Conclusiones

El principal objetivo en este estudio fue asociar polimorfismos de un solo nucle6tido
en genes de miRNA al trastorno de ansiedad generalizada en la poblacion de Bogota. Las
principales estrategias para cumplir con este objetivo se basaron en el uso de bases de datos
especializadas en el deposito de los miRNA, donde se identificaron SNP en todos los genes, y
el uso de la PCR en tiempo real para la genotipificacion de estos. La problemética de haber
encontrado frecuencias muy bajas de los SNPs en los genes de miRNAs, condujo a que se
realizara la genotipificacion del SNP rs1452789 del gen TCF4, el cual es regulado por el miR-
155 y miR17. Los andlisis estadisticos mostraron que poseer el alelo T no presenta un factor
de riesgo asociado al TAG. Hasta donde se sabe no se han realizado estudios a nivel mundial
donde relacione a rs1452789 con alguna enfermedad, este es el primer estudio que intenta
relacionarlo al TAG. Otros alelos de TCF4 han demostrado ser factores de riesgo para la
esquizofrenia (Forrest et al., 2014; Quednow et al., 2011, 2012). Valores de MAF pequefios
no siempre suele estar mal, ya que cuando se seleccionan valores altos de MAF se disminuye
la probabilidad de falsos positivos y sugiere una mayor presencia en la poblacion a evaluar,
mientras que un valor pequefio o variante rara, disminuye la poblacion a individuos mas
cercanos, y también se podria asociar a enfermedades raras (la Cruz & Raska, 2014; Tabangin
et al., 2009). Por otra parte, se encontré que los miRNA poseen una gran cantidad de genes
diana implicados en diversos procesos bioldgicos y enfermedades como el gen TCF4. El
identificar la interaccion que tienen los miRNA con sus dianas que participen en vias
metabolicas importantes en el cerebro ayuda a comprender a la patogenia de trastornos
mentales (Xun Wang et al., 2018) y posibles biomarcadores especificos como el miR4505 y
miR663 en el TAG (Chen et al., 2016). La produccion de los miRNA se puede ver alterada

por SNPs que puedan estar presentes en el gen, que al trascribirse modifica: la interaccidn con



URAN

Universidad
Antonio Narino

los complejos proteicos encargados del procesamiento del pri-miRNA o el pre-miRNA, el
transporte fuera del nlcleo de este Gltimo y la union de los genes diana con el miRNA al
presentar el polimorfismo en la region semilla (Sun et al., 2009). Estudios de expresion han
demostrado que la expresion aberrante de miR-155, miR494 y miR-144 se ha relacionado en
situaciones de estrés académico y casos de trastorno de depresion mayor (Homorogan et al.,
2021; Honda et al., 2013; Hung et al., 2019; Xiao Wang et al., 2015). Los estudios de
expresion han resultado Utiles para demostrar las implicaciones de los miRNA en trastornos
mentales, pero solo se han realizado en poblaciones distantes a la latinoamericana. Hasta
donde se sabe, en Colombia no se han realizado estudios donde se identifiquen y relacionen a
los miRNA con el TAG. Los estudios destinados para la identificar la frecuencia del alelo
menor en la poblacion mundial se realizan por poblaciones muy grandes, Europa, Africa,
Asia, Latinoamérica etc. Para algunas poblaciones como la latinoamericana el tamafio de la
muestra suele ser pequefias a comparacion de otras, hay que tener en cuenta que esto es
representativo de todo un continente. Se considera que seria mas optimo que las frecuencias
pudieran estar dadas para cada pais y no una poblacion méas general. La frecuencia de un alelo
de una muestra pequefia para una poblacion tan grande dificulta escoger un SNP de confianza
para genotipificar, sobre todo si estos presentan un MAF bajo. La identificacion y correlacion
de SNPs en genes de miRNA como factores de riesgo en trastornos mentales, es un area
relativamente nueva y de gran interés por los efectos de los polimorfismos en estas moléculas
pequefas pero importantes, por la gran cantidad de miRNA que se han descubierto y el papel
que desempefian como reguladores epigenéticos incidiendo en procesos metabolicos. A futuro
se requieren mas estudios donde se disponga de mayor tamafio de la muestra de sujetos
analizados en la poblacién colombiana; también se requiere el analisis de otras variables que

podrian influir entre la relacion del rs1452789 del gen TCF4 y el TAG.
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