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Asociacion de polimorfismos
de los genes CRF-BP, SLC6A4y
restriccion alimentaria crénica:

un estudio preliminar

JORGE A. SANHUEZA!2342 CHRISTIAN L. HERRERAZ34P,
LUISA. SALAZAR?®**¢, JAIME R. SILVA*d

CRF-BP and SLC6A4 gene polymorphisms
among restrained eaters

Background: Restrained eaters (RE) are a group of individuals who cons-
tantly restrict their eating. However, they usually alternate restriction with
periods of overeating. Aim: To evaluate the possible association of CRF-BP and
SLC6A4 gene polymorphisms with chronic alimentary restriction. Material
and Methods: The Spanish version of the Revised Restraint Scale was applied
to 132 women aged 18 to 25 years. They were divided in a group classified as
restrained eaters (RE) and a group of unrestrained eaters. The 5-HTTLPR and
CRF-BPs11 polymorphisms of the SLC6A4 and CRF-BP genes were evaluated
by polymerase chain reaction (PCR) and PCR-restriction fragment length po-
lymorphism (RFLP), respectively. Results: There was a significant association
between the s/s homozygous genotype for the 5-HTTLPR polymorphism of
SLC6A4 gene and RE condition (p = 0.033). However, this association was not
observed for the CRF-BPs11 polymorphism. Conclusions: The presence of s/s
genotype is associated with the RE condition, being the presence of a s allele, a
risk factor for this condition.

(Rev Med Chile 2011; 139: 1261-1268).
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un grupo que si bien no conforman parte

de una entidad patoldgica reconocida'?,
representan un grupo de riesgo a desarrollar pa-
tologias como la obesidad y los trastornos de la
conducta alimentaria**. Los DC se caracterizan
por presentar un temor exacerbado a subir de
peso y continuamente restringen su alimentacién
sometiéndose a dietas®. Sin embargo, bajo ciertas
condiciones ligadas a los estados de ansiedad,
sintomatologia depresiva y situaciones estresantes,
buscan compensar estas situaciones mediante
la sobrealimentacién®*>°. Por ello, la restriccion

alimenticia y sus potenciales consecuencias (es-
pecialmente en condiciones de estrés crénico),
pueden conformar una sucesién de estadios
hacia el desarrollo de la obesidad® Al parecer, los
fenémenos psiconeuroendocrinoldgicos que se
originan a partir del estrés crénico, y que se en-
cuentran acentuados especialmente en personas
crénicamente restringidas en su alimentacion,
favorecen el desarrollo progresivo de aumento de
peso (obesidad central) y la cascada de eventos
derivados®.

El modelo desarrollado por Silva y colaborado-
res* sugiere que los DC poseen un estilo afectivo
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vulnerable, el que implicaria una sensibilidad al
estrés, un bajo umbral de activacién de la an-
siedad y una dificultad en regular las emociones
negativas'*%’. Esta propuesta puede ser descrita
como un modelo de tres niveles. En un primer
nivel, existirfan diferentes configuraciones en la
preponderancia de los sistemas motivacionales.
A partir de sistemas motivacionales de activacién
asimétrica emergerian estilos afectivos de mayor
o menor vulnerabilidad de desarrollo de psicopa-
tologia. En un segundo nivel, las diferencias en la
vulnerabilidad afectiva se expresarian superficial-
mente, bajo condiciones de estrés y mediados por
la factores socioculturales/familiares, en mecanis-
mos de regulacién afectiva basados en oscilaciones
recurrentes de restriccién/sobrealimentaciéon. En
un ultimo nivel, la exacerbacién de la restriccion
y/o sobreingesta, darfa origen a trastornos de la
conducta alimentaria y/u obesidad (Figura 1).
La hipétesis de la sensibilidad al estrés en
DC"* busca develar evidencia en los distintos
niveles de andlisis del problema de la restriccién

alimentaria crénica. Actualmente, nuestro equipo
de trabajo ha mostrado evidencia conductual al
respecto’, pero se requiere evidencia adicional
en pardmetros psicobiolégicos. En este contexto,
uno de los elementos bioldgicos cldsicamente
asociado a disfunciones de la respuesta al estrés,
es el eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal (HHA) y
los factores que regulan su funcionamiento. Dos
de los principales reguladores del eje HHA son el
sistema serotoninérgico y la proteina ligante del
factor liberador de corticotrofinas (corticotropin-
releasing factor binding protein; CRF-BP). Por
ello, tal como se expondra a continuacién existe
la posibilidad de explorar el rol de dichos factores
en la condicién de restriccién alimentaria crénica.

El sistema serotoninérgico es un modulador
de la conducta emocional en general y estd ligado
con rasgos como la ansiedad, depresion, conducta
alimentaria e incluso la actividad reproductiva®.
La modulacién de la serotonina ocurre a nivel
multisindptico regulando la actividad de otros
transmisores, facilitando o regulando las sinap-
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factores socioculturales
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Expresion en sindromes

Figura 1. Modelo del estilo afectivo y conductas alimentarias problematicas.
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sis. Particularmente, el sistema serotoninérgico
jugarfa un rol clave en la regulacién del eje HHA,
regulando su funcién al menos en dos niveles; por
un lado, activando a neuronas que liberan CRF; y
por otro, regulando la actividad del CRF y cortisol
a nivel sindptico. En este marco, el recaptador de
serotonina (SERT) es quien regula las concentra-
ciones de serotonina (5-HT) a nivel sindptico®!%

Mis de doce rasgos diferentes del comporta-
miento humano y otras patologias sistémicas han
sido asociados a las variaciones del gen del SERT
(SLC6A4)">™. La expresion reducida del gen y la
funcién derivada de una variacién importante en
la regién de control transcripcional de este (the se-
rotonin.transporter-gene-linked polymorphic region;
5-HTTLPR), estan ligadas a multiples condiciones
psicopatoldgicas, incluyendo las alimentarias®'**°.

El gen SLC6A4 de humanos se encuentra en
el cromosoma 17q11.2 y estd compuesto por
14 exones que se extienden 40kb'®. La secuencia
transcripcional permite la formaciéon de una
proteina de 630 aminodcidos con 12 dominios
transmembrana. El polimorfismo de 5-HTTLPR
corresponde a una variante genética en la cual
ocurre una insercién-delecién de un fragmento
de 44 pares de bases (bp) en el gen SLC6A4, don-
de la variante mds corta (delecién) (short/short o
s/s) resulta en menor actividad transcripcional y
mayor vulnerabilidad a trastornos afectivos'¢%.
La variante génica se representa por un modelo
bialélico'® aunque recientemente se ha documen-
tado la presencia del un modelo trialélico'. Para el
desarrollo de este estudio se utilizd la variante gé-
nica de 5-HTTLPR mediante el modelo bialélico.

Otro componente esencial de la fisiologia de
respuesta al estrés es el factor liberador de cortico-
trofinas (CRF) y su interaccién con los receptores
CRF1 y CRE2, los cuales regulan y modulan la
actividad del eje HHA. La liberacién de CRF desde
el nucleo periventricular del hipotalamo, induce
la liberacion de adrecoticotrofina (ACTH) desde
la adenohipéfisis y la consecuente actividad de
esta sobre la glandula suprarrenal para indicar
la liberacién de cortisol®. Evidencia cientifica
muestra que la regulacién central de la liberacion
de CRF estd mediada por la proteina ligante de
CRF (CREF-BP), una proteina que liga al CRF y
por ende su propiedad de inducir la liberacién de
ACTH, produciendo un feed-back adicional a la
modulacién del eje HHA?"*. Estudios muestran
un incremento en la expresién de CRF-BP en la
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amigdala, hipéfisis anterior y circulacién portal
luego de un incremento de la liberacién de CRF*.

La CRE-BP es un polipéptido de 322 aminod-
cidos altamente conservado entre las especies. El
gen de CRF-BP de 18 kb, consiste en 7 exones y
6 intrones, y fue mapeado en el brazo largo del
cromosoma 5*%*. Estudios muestran que la expre-
sién de CRF-BP esta aumentada en la hip6fisis y
amigdala de ratas expuestas a estrés agudo, con-
trolando la secrecién aumentada de CRE. Ademias,
en ratones knockout para CRF-BP se demostré un
comportamiento ansioso y un incremento de la
concentracién de CRF y por ende los niveles de
ACTH y cortisol**. Estudios preliminares sugieren
que polimorfismos de las regiones intrénicas del
gen que codifica CRF-BP (CRF-BPs2, CRF-BPsl11
y CRF-BPs12), muestran asociacion con el estado
de depresién mayor®. Ademas, ratas con deficien-
cia de CRF-BP muestran una conducta anoréxica
y ansiedad exacerbada®. Estas investigaciones
podrian relacionar polimorfismos genéticos del
gen que codifica CRF-BP, con alteraciones en la
regulacion del eje HHA, y con alteraciones con-
ductuales asociadas a la alimentacion.

En el contexto conceptual antes descrito,
proponemos desarrollar un programa de inves-
tigaciéon que evalde el rol general y la asociacién
particular, de los polimorfismos de 5-HTTLPR y
CREF-BPs11 con la restriccién alimentaria crénica.
Dado que los DC tendrian una sensibilidad al
estrés asociada a su condicién alimentaria, esta
vulnerabilidad podria tener su origen en dispo-
siciones genéticas especificas. El estudio presente
tiene como objetivo evaluar preliminarmente esta
hipétesis. Por ello, se explora si la presencia de los
polimorfismos de 5-HTTLPR y CRF-BPsll1 se
asocia con la condicién de DC.

Material y Método

Participantes

Fueron incluidos 132 individuos de sexo feme-
nino, no relacionados entre si, sin antecedentes de
patologias psiquidtricas ni consumo de farmacos
psicotrépicos, con edades comprendidas entre
18-25 afios. Sélo se invitd a participar a mujeres
al estudio dado que los modelos conceptuales y
los estudios experimentales desarrollados en el
ambito de la restriccién alimentaria crénica se
han realizado sobre dicho grupo de personas®
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Las participantes aceptaron mediante firma de
un consentimiento informado escrito aprobado
por el Comité de Etica Cientifica de la Facultad
de Medicina, Universidad de La Frontera, Chile.

Procedimiento

Las participantes acudieron al laboratorio y
respondieron un set de instrumentos psicométri-
cos asi como una prueba conductual asociados a
un estudio amplio en desarrollo. Se les clasificé en
dos grupos, dietante crénico o no dietante, apli-
cando la versién en espaiiol de la escala revisada
de restriccion alimentaria (ERA)**.La ERA esun
auto-reporte que evalta actitudes hacia la alimen-
tacidn, frecuencia de dietas y fluctuaciéon de peso,
permitiendo su clasificacion de los participantes
en dietantes crénicas y no dietantes (punto de
corte de 12).

Ademds, se les extrajo una muestra de sangre
venosa anticoagulada con EDTA mediante técnicas
de enfermeria habituales, siguiendo normas de
bioseguridad seguin las recomendaciones descri-
tas en el Manual de Normas de Bioseguridad de
la Comisiéon Nacional Cientifica y Tecnoldgica
(CONICYT).

Andlisis molecular

Se extrajo ADN gendmico de las participantes
a partir de sangre total por el método de precipi-
tacion salina descrito por Salazar et al*. La geno-
tipificaciéon del polimorfismo 5-HTTLPR del gen
SLC6A4 fue realizada mediante amplificacién por
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), utilizando partidores previamente descri-
tos'®. Las condiciones de la PCR fueron: denatura-
cién inicial a 98 °C por 5 minutos, seguido de 30
ciclos repetitivos compuestos por denaturacién de
1 minuto a 95 °C, hibridacién por 1 minuto a 61
°C y extension de 1 minuto a 72 °C, finalizando
con una extensiéon de 10 minutos. Los fragmen-
tos amplificados fueron visualizados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 3% tefiido con
bromuro de etidio. El genotipo homocigoto I/I fue
identificado por la presencia de un tinico fragmen-
to de 528pb, para el genotipo homocigoto s/s se
observo un fragmento de 484pb, mientras que para
el genotipo heterocigoto I/s se observaron ambos
fragmentos (525pb y 484pb).

Para la genotipificacién de la variante CRF-
BPs11 del gen CRF-BP, se utilizé la técnica de
PCR-RFLP utilizando condiciones previamente
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descritas®. Brevemente, el fragmento amplificado
de 503pb fue sometido a restriccién enzimadtica
mediante la endonucleasa de restriccién Taq I
(Fermentas, Lituania), siguiendo el siguiente
protocolo: 10 pL de producto de PCR, 5 U de la
enzima de restriccion, 2 pL de tampdn de reaccién
10X; conteniendo este ultimo: Tris—HCl 10mM
(pH 8,02 37°C), MgCl, 5mM, NaCl 100 mM y BSA
0,1 mg/mL y agua destilada estéril suficiente para
completar un volumen final de 20 pL. La mezcla
fue incubada por 16 horas en bano termorregulado
a 65° C. Finalmente, los fragmentos de restriccién
fueron visualizados en gel de agarosa al 2%. El
genotipo homocigoto CC, fue identificado por
la presencia de un dnico fragmento de 503pb; el
genotipo heterocigoto CT por fragmentos de 503,
325y 178pb, y el genotipo homocigoto TT por dos
fragmentos de 325y 178pb.

La posibilidad de contaminacién en los analisis
moleculares fue excluida por la utilizacién de con-
troles de reactivos en cada serie de amplificacion.
La correcta genotipificacion de los polimorfismos
fue confirmada mediante la repeticion al azar del
20% de los andlisis previamente realizados.

Resultados

Escala revisada de restriccion alimentaria

Del total de 132 individuos, 41 participantes
fueron clasificados como DC vy las restantes 91
como no dietantes cronicos (NDC), ver Tabla 1
para estadisticos descriptivos.

Andlisis molecular

Polimorfismo 5-HTTLPR del gen SLC6A4
La distribucién de los genotipos del polimor-
fismo de 5-HTTLPR fue consistente con el equi-
librio de Hardy-Weinberg en ambos grupos (DC:
2=10,52, p > 0,05, NDC: y*= 0,98, p > 0,05). Al
comparar la distribucién de los genotipos entre
dietantes crénicos y no dietantes se observan dife-
rencias estadisticamente significativas (p = 0,033)
considerando un modelo de codominancia genéti-
ca, siendo mas frecuente la presencia del genotipo
homocigoto ss en los individuos DC. Al analizar
la frecuencia de los alelos s y I, se observan, de
igual forma, diferencias significativas entre ambos
grupos (p = 0,008), siendo mds frecuente en los
dietantes la presencia del alelo s respecto al grupo

Rev Med Chile 2011; 139: 1261-1268



ARTICULOS DE INVESTIGACION
Polimorfismos de CRF-BP y SLC6A4 y restriccion alimentaria - J. A. Sanhueza et al

Tabla 1. Estadisticos descriptivos. Diferencias en parametros de interés
entre dietantes crénicos (DC) y no dietantes (NDC)

NDC DC Total p*
(n =91) (n = 41) (n =132)
Edad (afos) 20,52 = 2,01 21,17 = 2,73 20,71 £2,26 0,17
IMC (kg/m?) 20,58 = 4,33 22,28 = 7,16 21,10 = 5,38 0,17
ERA 8,47 + 3,59 19,12 = 3,93 11,78 = 6,17 < 0,001

Nota: Media = SD. IMC= indice de masa corporal; ERA=Escala de restriccion alimentaria. * Test t de Student.

Tabla 2. Distribucion genotipica y frecuencia relativa de alelos del polimorfismo SHTTLPR
del gen SLC6A4 en individuos dietantes y no dietantes

Genotipos, % Alelos
s/s s/l n s |
No dietantes 91) 31,9 (29) 43,9 (40) 24,2 (22) 0,54 0,46
Dietantes (41) 53,7 (22) 36,6 (15) 9,7 4) 0,72 0,28

> =6,83;2¢gl;p=0,033 2= 6,96, 1gl;p = 0,008

Variables analizadas con la prueba Chi-cuadrado (x?); gl = grados de libertad. Numero de individuos se presenta en paréntesis.

Tabla 3. Distribucion genotipica y frecuencia relativa de alelos del polimorfismo CRF-BPs11
del gen CRF-BP en individuos dietantes y no dietantes

Genotipos, % Alelos
T TC (o T C
No dietantes 91) 5,5 (5) 37,4 (34) 57.1 (52) 0,24 0,76
Dietantes 41) 9,7 (4) 415  (17) 48,8  (20) 0,30 0,70

y?=1,238;29l;p=0,538 2= 1,167;1gl; p = 0,280

Variables analizadas con la prueba Chi-cuadrado (y?); gl = grados de libertad. Numero de individuos se presenta en paréntesis.

de no dietantes. La razén de disparidad (Odds
Ratio, OR) asociada al alelo s fue de 2,1 (IC 95%
1,2-3,6), lo que sugiere que dicho alelo constituye
un factor de riesgo para la condicién de dietante
crénico (Tabla 2).

Polimorfismo CRF-BPs11 del gen CRF-BP

La distribucién de los genotipos para el poli-
morfismo CRF-BPsl11 fue también consistente con
el equilibrio de Hardy-Weinberg tanto en el grupo
de no dietantes (%2 = 0,033, p > 0,05), como en el
grupo de dietantes crénicos (%2 = 0,019, p > 0,05).
No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre las distribuciones genotipicas
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(p = 0,538). De igual forma, no hubo diferencias
significativas en la frecuencia relativa de alelos
entre los grupos estudiados (p = 0,280, Tabla 3).

Discusiéon

El presente estudio exploré la asociaciéon de
los polimorfismos genéticos 5>-HTTLPR y CRF-
BPs11 en individuos con la condicién de DC. Los
resultados mostraron una asociacién solamente
para el polimorfismo 5-HTTLPR. En éste dltimo,
al comparar el grupo de individuos clasificados
como DC versus los NDC, se observé una mayor
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frecuencia del genotipo s/s y una mayor presencia
del alelo s en DC. Asi mismo, la presencia del alelo
s puede considerarse un factor de riesgo para esta
condiciéon (OR=2,1; IC= 1,2-3,6).

Si bien no existen reportes previos referentes
a los DC, existen condiciones relacionadas y pa-
tologias de la conducta alimentaria en la que se
presentan asociaciones con el polimorfismo de
5-HTTLPR. Por ejemplo, existen estudios recientes
sobre el polimorfismo 5-HTTLPR, en los que se
asocia la presencia del genotipo s/s a las mujeres
con alimentacién emocional y sintomatologia
depresiva®’. Un estudio en pacientes bulimicos y
anoréxicos logré establecer que la presencia del
genotipo s/s y el alelo s favorecen el desarrollo
de estos trastornos alimentarios®’. Asi mismo,
estudios de meta-analisis muestran que el alelo s
del polimorfismo 5-HTTLPR confiere riesgo para
el desarrollo de trastornos de la alimentacion,
particularmente asociado a la anorexia nervio-
sa***. Finalmente, en un estudio que incluyé a
558 mujeres no se logré observar una asociacién
entre la presencia del genotipo s/s y el trastorno
por “atracén alimentario”, aunque si se demostré
que la influencia del alelo s lo hace mds intenso®.

Considerando la hipdtesis de sensibilidad al
estrés®, es posible sostener preliminarmente a
partir de estos datos y un reporte previo’ que los
DC podrian ser sujetos con una configuracién
psicobioldgica vulnerable, favoreciendo ante
eventos estresantes respuestas fisiologicas mds
intensas y mayores dificultades en la modulacién
de su reactividad emocional. En este sentido, la
sucesion de niveles de expresion de los problemas
de alimentacién (Figura 1) estarian asociados a
una configuracién psicobiolégica de riesgo, que
incluiria el polimorfismo 5-HTTLPR, conforman-
do una diatesis para dichos trastornos.

Nuestro estudio no mostré asociacién entre
el genotipo homocigoto TT para el polimorfismo
CRFBPs 11 y la condicién de dietante crénico, ni
tampoco para la presencia del alelo T. Sin embar-
go, las frecuencias genotipicas obtenidas en esta
muestra de sujetos (6,8% TT, 38,6 % TC y 54,5%
CC) difieren a los reportes previos, en los que se
encontré asociacién entre este polimorfismo y
depresiéon mayor en poblacién sueca (12% CC,
47% TCy41% TT) en una muestra de 135 sujetos
(22), y en poblacion belga (12% TT, 42% TCy
46% TT), en una muestra de 182 sujetos®. Cabe
mencionar, que en estas poblaciones descritas
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el mestizaje es menor comparado con el que se
presenta en nuestro pais.

Es importante notar que la poblacién chilena
posee un cardcter mestizo, influenciado fuerte-
mente por la presencia de los pueblos originarios
y por poblacién de origen hispano. Se incluyen
ademds poblaciones no despreciables con origen
alemadn, francés, italiano y suizo, entre otros. Tra-
bajos previos realizados en poblacién del sur de
Chile***”, demuestran que aproximadamente el
90% de los sujetos presenta algiin haplogrupo ca-
racteristico de poblacién amerindia (A, B, Co D).
Sin embargo, en el presente estudio no se considerd
esta caracterizacion de las participantes. Esta es
una limitacién relevante y es un aspecto sustancial
a considerar en el diseno de futuros estudios.

El presente estudio puede considerarse un
reporte seminal para la exploracion del rol de di-
ferentes polimorfismos asociados a la restricciéon
alimentaria crdnica, especialmente el polimorfis-
mo 5-HTTLPR. En ese contexto, es importante que
estudios futuros permitan diferenciar claramente
la influencia de este polimorfismo en la respuesta
emocional, la conducta alimentaria y la posible
interaccién mutua entre ambas influencias. El
modelo de sensibilidad al estrés, el cual requiere
mayor confirmacion, puede encontrar en esta
aproximacién genético-conductual un sustento
cientifico relevante para explicar la vulnerabilidad
al estrés y la adversidad en pacientes con conductas
alimentarias problematicas.
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