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RESUMEN EN ESPANOL

Los trastornos psiquiatricos tienen gran impacto en la sociedad. Estudios genéticos
han intentado dilucidar los componentes hereditarios a los que se encuentran sujetos.
El ADN mitocondrial es afectado por las especies reactivas de oxigeno producidos
por la respiracion celular. Esta investigacion analiza la posible relacion entre niveles
altos de heteroplasmia y la presencia de psicosis en adultos costarricenses del Valle
Central mediante el andlisis de las secuencias mitocondriales. El método usado fue
apropiado para extraer secuencias mitocondriales de alta calidad y también para
detectar variantes con gran precision. En individuos afectados se encontraron mas
sitios heteroplasmicos y presencia de heteroplasmia en mas sitios codificantes. No
hubo diferencia significativa en heteroplasmia total entre individuos sanos y afectados.
Se encontr6 aumento de la presencia de heteroplasmia con la edad de manera
significativa en individuos sanos. Los haplogrupos A, B y H fueron los predominantes.
Mas variantes en sitios codificantes para la NADH deshidrogenasa se hallaron en
individuos afectados. Variantes muy frecuentes en la muestra han sido reportadas en
la literatura como “raras” en poblaciones europeas y asiaticas y asociadas a
patologias. El tamafio de la muestra pudo haber tenido un efecto en los resultados.
Este estudio representa un primer acercamiento al estudio de heteroplasmia

mitocondrial y de variantes de este tipo en la poblacion costarricense.
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ABSTRACT

Psychiatric disorders have a great impact on society. Genetic studies have attempted
to elucidate the hereditary components to which they are subject. Mitochondrial DNA
is affected by reactive oxygen species produced by cellular respiration. This research
analyzes the possible relationship between high levels of heteroplasmy and the
presence of psychosis in Costa Rican adults from the Central Valley by analyzing
mitochondrial sequences. The method used was appropriate to extract high-quality
mitochondrial sequences and also to detect variants with high precision. In affected
individuals, more heteroplasmic sites and presence of heteroplasmy in more coding
sites were found. There was no significant difference in total heteroplasmy between
healthy and affected individuals. Healthy individuals showed an increase of
heteroplasmy with age. Haplogroups A, B and H were predominant. More variants in
NADH dehydrogenase coding sites were found in affected individuals. Very frequent
variants in the sample have been reported in the literature as “rare” in European and
Asian populations and associated with pathologies. The sample size may have had
an effect on the results. This study represents a first approach to the study of

mitochondrial heteroplasmy and variants of this type in the Costa Rican population.
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INTRODUCCION

Genética en trastornos psiquiatricos

Los trastornos psiquiatricos, en general, son reconocidos como enfermedades
de gran incidencia en el mundo y han causado a lo largo de la historia un impacto de
gran relevancia en la sociedad (Atladottir et al., 2015). Cabe destacar que desde
mucho antes de que surgiera el estudio de la genética, se han reconocido patrones
heredables en este tipo de afecciones (Mclnnis & Potash, 2004). Con el advenimiento
de la genética, se ha desarrollado toda una serie de estudios que han intentado
dilucidar qué componentes son los que se heredan y como se da dicho traspaso de
caracteres. Los estudios han demostrado que la mayoria de estos trastornos son
poligénicos, en otras palabras, el fenotipo expresado depende de la accidén de varios
genes (Sullivan & Geschwind, 2019). Existe también un factor muy importante que
interactia con los genes e influencia directamente la expresion de los trastornos

psiquiatricos: el ambiente (Burmeister et al., 2008).

Psicosis: ¢,sintoma o trastorno?

La psicosis mas que un trastorno en si mismo se ha utilizado como criterio
sindromico del fenotipo (Tamminga et al., 2013), en otras palabras, como un
componente en comun de varios trastornos psiquiatricos mas complejos, tales como
la enfermedad de Alzheimer, la depresion, la esquizofrenia y en trastornos
neurocognitivos de diversos tipos (Jeste & Finkel, 2000). Sin embargo, su uso
diagndstico conlleva tomar en cuenta la complejidad de su etiologia y la variedad de
maneras de manifestarse en las personas dependiendo de su sexo, edad, habitos,
ambiente, entre otros muchos factores (Kirkbride et al., 2012). En este estudio se
utilizé la presencia de psicosis como criterio sindrémico en el fenotipo de distintas

afecciones psiquiatricas.



Procesos neurodegenerativos y el papel de la mitocondria

Al estudiar el origen de los procesos neurodegenerativos se ha notado una
correlacion significativa entre alteraciones en la mitocondria e incidencia de trastornos
a nivel neuronal (Beal, 2005). Sin embargo, ¢ existe evidencia suficiente para inferir
causalidad en esta correlacion? En estudios posteriores se ha encontrado suficiente
evidencia para entender el porqué de esta relacion. En las mitocondrias ocurren
procesos de respiracion, que producen una serie de moléculas reactivas, radicales
libres, que son causantes de estrés oxidativo (Islam, 2017). Esta sobreproduccion de
moléculas reactivas genera mutaciones en el ADN mitocondrial y cambios en muchas
proteinas (Bozzo et al., 2017). De igual forma, la mitocondria es una organela en la
gue confluyen y se integran varias vias metabdlicas, un ejemplo de ello es la
homeostasis del calcio, la cual se ha relacionado, en estudios recientes, con la

presencia de trastornos neurodegenerativos (Area-Gomez et al. 2019).

ADN mitocondrial

Las mitocondrias son organelas que se encuentran en el citoplasma de la
mayoria de las células eucariotas; en ellas se lleva a cabo la respiracion oxidativa que
permite la fosforilacion la cual convierte el adenosin difosfato en adenosin trifosfato
(Benard et al., 2006). Este ultimo es el componente quimico que brinda la energia que
permite la realizacion de una gran variedad de procesos bioquimicos en los
organismos (Drew & Leeuwenburgh, 2003). La mitocondria tiene su propio genoma
circular, el cual, segun la hipotesis de endosimbiosis, es un vestigio de la informacion
genética que tenia el organismo procariota que fue asimilado por otro organismo
unicelular y dio origen a la célula eucariota (Gabaldon & Huynen, 2004). La herencia
del ADN mitocondrial en la mayoria de los organismos multicelulares se da por via
materna, esto debido a que cuando el espermatozoide penetra el évulo, las pocas
mitocondrias que posee esta célula en la cola, quedan en el exterior (Jenuth et al.,
1996). Por lo tanto, el tnico ADN de origen mitocondrial que tendra el cigoto es el que
se encuentra en el 6vulo que le dio origen. Cabe destacar que en una célula eucariota
Unicamente se tienen dos copias de ADN gendémico, mientras que del ADN

mitocondrial se tienen varias copias. Cada mitocondria puede tener hasta 15 copias



de ADN (Satoh & Kuroiwa, 1991) y, dependiendo del tipo de célula, se pueden tener
desde 100 hasta mas de 2000 mitocondrias por célula (Cole, 2016).

La molécula del ADN mitocondrial humano tiene 16569 pares de bases
(Habbane et al., 2021) y estd conformada por 2 hebras, una pesada y una ligera
(Montoya et al., 1982). Se les llama de esta manera, ya que difieren en su contenido
en guanina y citosina, de tal manera que la hebra pesada posee mayor proporcion
(Shadel & Clayton, 1997). Esto se descubri6 al desnaturalizar ADN mitocondrial por
medio de un gradiente de cesio, la hebra que generaba mas de estas bases
nitrogenadas, fue denominada hebra pesada (heavy strand) y la otra, hebra ligera
(light strand) (Alexeyev, 2020). En la hebra pesada se encuentran las unidades que
codifican para todos los complejos respiratorios, excepto el complejo Il (Habbane et
al., 2021). La hebra ligera posee zonas codificantes para ARN de transferencia, asi
como una unidad del complejo | de la NADH deshidrogenasa llamada ND6 (Zhao et
al., 2019). Es importante destacar que hay mas genes codificados en la hebra pesada
gue en la ligera, tal como se puede observar en la Tabla I. En esta Tabla se muestra
gue la molécula de ADN mitocondrial se tienen genes que codifican para los
complejos respiratorios y para 22 ARN de transferencia, asi como 2 ARN ribosomales
(Wei & Chinnery, 2020).

Tabla I. Genes presentes y zonas de importancia en el ADN mitocondrial (Lott et al.,

2023)

Nombre Color | Posicién en el | Hebra Notas
genoma

Complejo | NADH
deshidrogenasa

ND1 3307-4262 Pesada
ND2 4470-5511 Pesada
ND3 10059-10404 | Pesada
ND4L 10470-10766 | Pesada
ND4 10760-12137 | Pesada
ND5 12337-14148 | Pesada
ND6 14149-14673 | Ligera

Complejo 11l Ubiquinol
citocromo C reductasa
CYTB 14747-15887 | Pesada

Complejo IV Citocromo




C oxidasa

(intrén)

COX1 5904-7445 Pesada
COX2 7586-8269 Pesada
COX3 9207-9990 Pesada
ATP sintasas

ATP6 8527-9207 Pesada
ATPS8 8366-8572 Pesada
RNAs de transferencia (Ver Tabla I1)

RNA ribosomales

RNR1 648-1601 Pesada
RNR2 1671-3229 Pesada
Origen de replicacion 576-16024 Ligera
(D-loop)

Region Hipervariable | 16024-16383 | Ligera
(HVI)

Region Hipervariable II 57-372 Ligera
(HVII)

Region Hipervariable i 438-574 Ligera
(HVII)

Region no codificante 5892-5903 Ligera
(intron)

Region no codificante 8270-8294 Pesada

Cabe destacar que el codigo genético mitocondrial difiere del cédigo estandar. Por
ejemplo, el codon UGA en el cédigo mitocondrial, codifica para triptéfano, en vez de
ser coddn de terminacion, y en el caso del codon AUA, corresponderia a metionina,
en lugar de isoleucina (Anderson et al.,, 1981). Por otro lado, AGA y AGG son
considerados como codones de terminacion (Lott et al., 2023). Debido a estas
diferencias con respecto al cédigo genético universal, dentro de dicha molécula se
encuentran varios genes codificantes para estos ARN de transferencia, responsables

de esa especificidad (Koonin & Novozhilov, 2009). Esto se explica con mayor detalle

en la Tabla Il.




Tabla |l. Genes codificantes para ARN de transferencia en el ADN mitocondrial (Lott

et al., 2023)

Nombre

Posicién en el
genoma

Hebra

TRNA
(ARNt
alanina)

5587-5655

Ligera

TRNC
(ARNt
cisteina)

5761-5826

Ligera

TRND
(ARNt acido
aspartico)

7518-7585

Pesada

TRNE
(ARNt acido
glutamico)

14674-14742

Ligera

TRNF
(ARNt
fenilalanina)

577-647

Pesada

TRNG
(ARNt
glicina)

9991-10058

Pesada

TRNH
(ARNt
histidina)

12138-12206

Pesada

TRNI (ARNt
isoleucina)

4263-4331

Pesada

TRNK
(ARNt
lisina)

8295-8364

Pesada

TRNL1
(ARNt
leucinal)

3230-3304

Pesada

TRNL2
(ARNt
leucina2)

12266-12336

Pesada

TRNM
(ARNt
metionina)

4402-4469

Pesada




TRNN 5657-5729 Ligera
(ARNt
asparagina)

TRNP 15956-16023 Ligera
(ARNt
prolina)

TRNQ 4329-4400 Ligera
(ARNt
glutamina)

TRNR 10405-10469 Pesada
(ARNt
arginina)

TRNS1 7446-7514 Ligera
(ARNt
serinal)

TRNS2 12207-12265 Pesada
(ARNt
serina2)

TRNT 15888-15953 Pesada
(ARNt
treonina)

TRNV 1602-1670 Pesada
(ARNt
valina)

TRNW 5512-5579 Pesada
(ARNt
triptofano)

TRNY 5826-5891 Ligera
(ARNt
tirosina)

Los NUMTs (del inglés, Nuclear Mitochondrial DNA Segments) son secuencias
genéticas que originalmente pertenecian al ADN mitocondrial y que, con el pasar del
tiempo, migraron y se fueron integrando al genoma nuclear (Ricchetti et al., 2004). Al
analizar el genoma mitocondrial, a partir de estudios de secuenciamiento genémico
total (WGS) es muy importante remover estas secuencias del conjunto de fragmentos

de ADN total celular secuenciado para minimizar la cantidad de errores, y de esta



forma, reconstruir las secuencias mitocondriales de la manera mas fiel posible (Ring
et al., 2018).

L
Nl

[ Homo sapiens
genoma mitocondrial - HVI

16.569 pb

Complejo I (NADH deshidrogenasa) ,
Complejo II (Succinato deshidrogenasa) B
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ATP sintasa

RNAs de transferencio §§
RNAs ribosomales ~E
Origen de replicacion

TRNL2

C Emm@pomEn

Intrones

Figura 1. Molécula del ADN mitocondrial humano. (Modificado de Greiner et

al., 2019)

Haplogrupos mitocondriales

Debido a que, en la fecundacion en seres humanos, y en la gran mayoria de
organismos superiores en general, las mitocondrias que forman el cigoto son las que
provienen de la madre (Sato & Sato, 2012), toda la informacion genética mitocondrial
es heredada de manera matrilineal. Ese material genético, pasado de la madre a su
progenie, contiene una serie de alelos especificos de acuerdo a la historia genética
de su grupo poblacional (Veeramah & Hammer, 2014). Los conjuntos de alelos

heredados de un solo progenitor son llamados haplotipos, y en el caso especifico de



los humanos, los haplotipos mitocondriales son marcadores genéticos de gran utilidad
para estudiar el origen de las poblaciones, las migraciones y demas dindmicas
poblacionales (Der Sarkissian et al., 2013). Los distintos haplotipos mitocondriales se
agrupan segun sus relaciones filogenéticas, en conjuntos mas grandes llamados
haplogrupos (Weissensteiner et al., 2016).

La prevalencia de patologias de acuerdo a los haplogrupos también es un tema
gue puede ser estudiado con mucho detalle. Esto debido a que se han notado
diferencias significativas en el funcionamiento de la mitocondria y la actividad
replicativa del material genético, entre haplogrupos (De Paepe, 2019). De igual forma,
se ha observado que existen distintos patrones de metilacion que se dan
especificamente en ciertos haplogrupos, lo cual genera una expresién génica
diferencial (Lee et al., 2017).

Estudiar los haplogrupos mitocondriales permite entender en gran parte su
historia genética y la presencia de ciertas variantes de importancia. La historia
genética de la poblacion costarricense ha sido analizada previamente con marcadores
de ancestria y se ha visto que, en general, predomina la ancestria europea
(especificamente, origen ibérico), nativa americana y africana (Campos-Sanchez et
al., 2014). De igual forma, se han realizado analisis de ciertos haplotipos presentes
en la poblacion costarricense y su asociacion con ciertas caracteristicas, tales como

longevidad y éxito reproductivo (Castri et al., 2011).

Heteroplasmias

El ADN mitocondrial no es siempre uniforme u homoplasmico (todas las copias
del ADN son idénticas) en los individuos. Tanto las especies reactivas del oxigeno
generadas por estrés oxidativo, como los errores al azar durante la replicacion,
pueden provocar cambios en los genomas mitocondriales (Keogh & Chinnery, 2013).
Como se ha mencionado anteriormente, cada célula puede poseer varias
mitocondrias, y a su vez, cada mitocondria puede albergar varias copias de su
genoma; estos hechos contribuyen a que haya heteroplasmia, en otras palabras, que
coexistan variantes del genoma mitocondrial en una misma célula de un individuo
(Stewart & Chinnery, 2015). Por lo tanto, es esperable que en todos los individuos

haya algun nivel de heteroplasmia, sin embargo, cuando este llega a un valor umbral,



la pérdida de funcionalidad puede ocurrir y con ella, la presencia de trastornos (Li et
al., 2010).

Analisis de Heteroplasmia

El andlisis del nivel de heteroplasmia y su relacién con trastornos psiquiatricos
y enfermedades neurodegenerativas ha sido evidenciada en estudios de varios
equipos de trabajo (Stewart & Chinnery, 2015; Sequeira et al. 2015). A pesar de que
en Costa Rica se han realizado estudios que sugieren asociaciones de ciertos
haplotipos con mayor incidencia de trastornos psiquiatricos, tales como la
esquizofrenia, aln no se ha realizado un estudio enfocado directamente a estudiar la
relacion del nivel de heteroplasmia con la presencia de trastorno neurocognitivo y
psicosis (Hare et al.,, 2010). El hecho de estudiar heteroplasmias en familias
previamente diagnosticadas y pertenecientes a una region especifica del pais permite
entender el caracter hereditario de las variantes del ADN mitocondrial, asi como la
prevalencia de ciertas variantes asociadas a haplotipos especificos (Smeitink, 2004).

Es importante destacar que la tasa de replicacion celular difiere entre tejidos,
y con ello, la tasa de mutacidon que eventualmente genera heteroplasmia (Frederiksen
et al. 2006). Este hecho refuerza que lo ideal es estudiar el nivel de heteroplasmia en
células pertenecientes al tejido afectado. Sin embargo, por temas bioéticos,
economicos y de accesibilidad es complicado o virtualmente imposible tomar
muestras de ciertas células, como en este caso: las neuronas. Es por ello por lo que,
al inicio de este estudio se investigo si era viable la posibilidad de utilizar los datos de
heteroplasmia de las células sanguineas como aproximados (proxis) a lo que ocurre
en el tejido nervioso. Distintos estudios en los que se comparaba la heteroplasmia
concluyen que el estudio en glébulos blancos da una aproximacién significativa con
respecto al nivel de heteroplasmia en diversos tejidos, en especial, en los que no
tienen una replicacion tan activa como, por ejemplo, el tejido hepatico (Sinyov et al.,
2017, Sinyov et al., 2019 ) o el muscular (De Laat et al., 2012). Por otro lado, un
estudio de Sequeira de 2015, encontré perfecta correspondencia en las variantes

mitocondriales encontradas al comparar el tejido cerebral y células sanguineas.



e Objetivo general
Estudiar la posible relacién entre niveles altos de heteroplasmia y presencia de
psicosis en individuos costarricenses del Valle Central (incluyendo una familia
multigeneracional) por medio del analisis de las secuencias mitocondriales.

e Obijetivo especifico 1

Desarrollar un método para extraer secuencias mitocondriales completas de

poblaciones bien definidas.

e Obijetivo especifico 2

Detectar el nivel de heteroplasmia con un método de secuenciacion de alta

cobertura.

e Obijetivo especifico 3

Determinar si hay una relacion existente entre el nivel de heteroplasmia y la

presencia de psicosis.

e Objetivo especifico 4

Examinar la composicion de haplogrupos mitocondriales en los individuos

muestreados.

METODOLOGIA

Sujetos de estudio

En este estudio se utilizaron 2 cohortes de individuos residentes con, al menos,
dos generaciones pasadas originarias del Valle Central de Costa Rica. Un grupo
corresponde a una familia multigeneracional del cantén de Acosta y el otro grupo

comprende individuos de distintas zonas del Valle Central.



1

La primera cohorte consta de un grupo familiar seleccionado para estudio en
investigaciones previas a esta, debido a la alta incidencia de trastornos psicoéticos en
sus miembros. Cabe destacar que la extensién fue una caracteristica clave al
seleccionar esta familia, ya que se contaba con 214 individuos. Adicionalmente, se
cont6é con una segunda cohorte. La cual consta de un grupo de 101 probandos del
mismo proyecto antes mencionado, los cuales son grupos familiares en los que al
menos uno de ellos fue diagnosticado con algun trastorno psicético segun el Manual
Diagnéstico y Estadistico de Trastornos Mentales (DSM-1V, por sus siglas en inglés).
Mediante entrevista personal y el proceso del mejor estimado diagnostico se
verificaron los diagndsticos. Los individuos firmaron el consentimiento informado
aprobado por el Consejo Etico Cientifico (CEC) antes de su participacion, de igual
forma, contaron con evaluaciones clinicas tales como la Entrevista Diagnostica para
Estudios Genéticos (DIGS, por sus siglas en inglés), la Entrevista Familiar para
Estudios Genéticos (FIGS, por sus siglas en inglés) y el Mejor Estimado Diagndéstico
(MED).

Cabe destacar que el criterio de individuo afectado se define en este proyecto
como un sujeto diagnosticado con uno o varios trastornos psicoticos tales como:
esquizofrenia, psicosis no especificada, trastorno bipolar tipo | y Il, trastorno bipolar
no especificado, trastorno esquizoafectivo tipo bipolar, trastorno esquizoafectivo tipo
depresivo, episodio de depresion mayor, trastorno de depresion mayor recurrente y

trastorno depresivo no especificado.

Muestreo y secuenciacion

De la primera cohorte se seleccionaron Uunicamente 113 individuos para ser
secuenciados por razones de presupuesto, y de la segunda cohorte se secuenciaron
los 101. Dichos individuos muestreados formaron parte del proyecto 801-Al1-751:
Secuenciacion del genoma completo en familias con trastornos psicoéticos y afectivos.
Las secuencias genomicas completas fueron extraidas por medio del proceso de
Secuenciacion de Genoma Completo (WGS, por sus siglas en inglés) de lllumina
(lumina HiSeq 2000) y mediante un alineamiento gendmico Isaac. La secuenciacion
realizada fue de extremos pareados (paired end) con una cobertura minima de 30Xy
una longitud minima de lectura de 2x100pb. Los procesos antes descritos se llevaron

a cabo en los 214 genomas secuenciados.



Extraccion y analisis de secuencia mitocondrial

Las secuencias gendémicas completas fueron procesadas por medio de
SamTools (1.10.tar.bz2). Las secuencias mitocondriales se extrajeron de las
genomicas completas, por medio de un criterio empleado por SamTools, el cual
escoge de entre los segmentos extraidos, los de mejor calidad y esos son los que
formaran la secuencia de cada individuo. Cada secuencia fue cotejada con la de
referencia (GenBank #NC_012920). Es importante destacar que la escogencia de
SamTools se basé en la calidad de las secuencias mitocondriales que genera y esto
permitié disminuir al maximo posible la cantidad de fragmentos de ADN mitocondrial
gue se han transferido al genoma nuclear (NUMTSs, por sus siglas en inglés) que se
pudieron haber incluido. Esta herramienta es capaz de reconocer las secuencias en

cuestion y eliminarlas de las lecturas mitocondriales.

Es importante aclarar que, a pesar de que se inicio el estudio con una totalidad
de 214 individuos, se tuvieron que excluir 32 sujetos debido a que no se tenia
informacion del diagndstico. Por lo tanto, el nuevo total del grupo familiar fue de 108
individuos, mientras que en la cohorte de grupos familiares fue de 74. Dentro del grupo
familiar se conto con la presencia de 20 madres con al menos un hijo y en la otra
cohorte utilizada los individuos se repartieron en 27 grupos de parentezco materno.
El nuevo total general de 182 sujetos se organizo de la siguiente forma de acuerdo

con sexo y diagnostico:

Tabla lll. Distribucidon de los individuos por sexo y diagndstico.

Sexo Diagnosticados Sanos Total
Femenino 45 62 107
Masculino 33 42 75
Total 78 104 182



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/251831106
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Cabe destacar que no se encontré una diferencia significativa en la presencia de
psicosis entre hombres y mujeres (X2 (1, N = 182) = 0.068, p <0.05.)

Haplogrupos

Para averiguar los haplogrupos de los individuos, las secuencias
mitocondriales fueron procesadas con el programa Haplogrep 2 (versién 2.4.0).
Adicionalmente, se corroboré el resultado con la versibn mas actualizada del mismo
programa (version 3.2.1).

Como comprobacion final se analizaron dichas secuencias con otro programa
llamado mthap de Phylotree (versién 17.0). Cabe destacar que en ambos programas

el formato utilizado para analizar las secuencias fue fasta.

Heteroplasmia

A las secuencias mitocondriales en archivo bam se les realizo un llamado de
variantes por medio del programa de Herramientas de Analisis Genomico (GATK, por
sus siglas en inglés) (version 4.3.0.0). Se gener6 un archivo de llamado de variantes
(VCF, por sus siglas en inglés) por cada sujeto que indicaba las variantes encontradas
en cada posicion, asi como las posiciones en las que se detectaba heteroplasmia.

A cada archivo se le realiz6 un filtrado en las posiciones en las que el programa
GATK detectd heteroplasmia. Este tamiz permitio reducir la presencia de errores
durante la secuenciacion vy el llamado de variantes. La profundidad de lectura fue
utilizada para dicho proposito. La profundidad es una medida de cobertura que,
especificamente, cuantifica el nUumero de veces que un nucledtido esta presente en
un conjunto determinado de secuencias crudas (Sims et al., 2014). En las secuencias
mitocondriales, las profundidades encontradas fueron superiores a 900. Estos valores
son considerados como extremadamente altos, ya que son mucho mayores a 30, el
cual es un valor considerado como valor confiable (Telenti et al., 2016). Por otro lado,
se escogi6 el MAF (Frecuencia del alelo menos comun, por sus siglas en inglés) como
segundo filtro. Para valores de heteroplasmias, el MAF umbral se determina de
acuerdo con la cantidad de individuos muestreados y el método, y se ha llegado a

utilizar valores de hasta 0.1%. Sin embargo, después de analizar el numero de
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muestra y las profundidades obtenidas, el filtro escogido consistio en seleccionar las
variantes con profundidades mayores a 900 y con MAF superior a 0.5%.

Es importante aclarar que el estudio heteroplasmias de Rebolledo et al. 2014,
selecciond las variantes del archivo VCF con profundidades mayores a 1000X y un
MAF mayor a 1%. No obstante, el estudio de Rebolledo se realiz6 utilizando
secuencias enriquecidas y este estudio se basaba en secuencias mitocondriales
extraidas mediante secuenciacién masiva. Es por ello, que el filtro empleado en este
estudio difiere del de Rebolledo.

El porcentaje de heteroplasmia por posicién se expres6é como la frecuencia de
la variante heteroplasmica ya filtrada. Esos mismos valores se sumaron y se
expresaron como la heteroplasmia total tal como lo hicieron Giuliani et al. 2014. Los
valores totales de heteroplasmias de individuos sanos y afectados fueron tabulados
con su media y desviacion estandar. La prueba T de Student fue aplicada para
comparar ambos promedios. Se generaron histogramas con los valores de
heteroplasmia normalizados. Todos los estadisticos, la prueba de T de Student y los

graficos fueron generados con Microsoft Excel 16.0.

Edad

Al analizar las edades en ambos grupos se tienen valores muy dispersos, con
valores que van desde los 20 hasta los 79 afios, y en promedio 47.5. Debido a esta
caracteristica de la muestra, se realizé un agrupamiento de individuos por década, tal
como lo hicieron Ziada y colaboradores en 2019, y de esta forma se analizé el

comportamiento de la heteroplasmia en los grupos de edad.

Variantes detectadas

Las secuencias mitocondriales en formato Fasta fueron analizadas por medio
del programa MITOMASTER, el cual forma parte de MITOMAP v.2024. Al procesar
cada secuencia fasta, el programa genera un archivo xlsx o csv con las variantes
encontradas en la totalidad de la secuencia mitocondrial. Inicialmente se realizé un
conteo de numero de variantes en la zona de los genes ND que codifican para
distintas NADH deshidrogenasas para individuos sanos y afectados. Luego se analiz6

la presencia de una serie de variantes que han sido reportadas por tener asociacion
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con presencia de psicosis o0 proteccion ante los fenotipos que presentan este sintoma.
De igual forma se estudié la presencia de otras variantes no reportadas en literatura

gue Unicamente estuvieran presentes en los individuos afectados o en los sanos.

Herencia de Variantes

De las cohortes estudiadas, se escogieron los 6 nucleos familiares mas
extensos (madre con sus hijos y grupos de hermanos). Se compararon las variantes

presentes entre ellos, para determinar cuéles eran heredadas y cuales eran de novo.

RESULTADOS

Extraccion de secuencias mitocondriales y deteccion de heteroplasmia.

De la secuencia gendémica completa de cada individuo, se logré extraer la
secuencia mitocondrial. Cabe destacar que la profundidad de lectura de cada variante
detectada fue superior a 900, tal como se puede observar en la Tabla | de Anexos.
Asimismo, la profundidad no estuvo correlacionada a la presencia de heteroplasmia,
en otras palabras, fue igual de alta en regiones hipervariables y no hipervariables. La
presencia de heteroplasmia se detectdé en todos los individuos, en distintas
posiciones, y, muy en especial en las regiones hipervariables. Los valores mas altos
fueron encontrados en las posiciones: 302, 310 (HVR-III), 513 (HVR-II), 16182 y
16183 (HVR-I). De igual forma, es muy notoria la concentracion de heteroplasmia en

la posicion 16179 (HVR-I), tal como puede apreciarse en la Figura 2
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Figura 2. Nivel de heteroplasmia por posicién en el genoma mitocondrial.




Relacion entre heteroplasmia y presencia de psicosis

Al analizar la heteroplasmia total de los individuos sanos y afectados se notan
diferencias evidentes entre ambos grupos. Se obtuvo un total de 63 posiciones con
heteroplasmia en sanos y 90 en afectados. En el grupo de afectados hay 6 posiciones
heteroplasmicas en la zona no hipervariable, en comparacién con los sanos.

Por otro lado, la sumatoria total de heteroplasmias en sanos es de 170,205 y
en afectados es de 297,936. Sin embargo, al aplicar la prueba de T de Student a los
promedios, no se encontré diferencia significativa t(180) = 1.71, p > 0.05, siendo la
heteroplasmia promedio en afectados 3.82 (stdev= 2.44) y en sanos 3.34 (stdev=
1.27). Esto puede deberse a que en el grupo de afectados se cuenta con una
desviacion estandar mayor y una asimetria hacia la derecha mayor, que en el de
sanos. Dicha asimetria en los datos es evidenciada al calcular el coeficiente de
curtosis, ya que en afectados se tiene un valor de 23.46 y en sanos de 0.26, tomando
en cuenta que conforme el valor se aumenta a partir de cero, la distribucion se desvia
de la normal (Chissom, 1970). Los valores de heteroplasmia total en afectados se
encuentran mas dispersos y eso se puede evidenciar en los histogramas de las figuras
3 y 4. De igual forma en estos graficos se evidencia que en los afectados, se
encuentran valores mayores de heteroplasmia en comparacién con los individuos

sanos.
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Figura 3. Histograma de individuos sanos y su heteroplasmia total
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Figura 4. Histograma de individuos afectados v su heteroplasmia total




Heteroplasmia segun edad

Al analizar los grupos de edad, en total no se obtiene una tendencia clara de
aumento de heteroplasmia. Sin embargo, al analizar sanos y afectados por separado,
si se observan diferencias. En el grupo de sanos se observa un aumento de
heteroplasmia conforme aumenta la edad (R?=0.603, 9,63E-03*x+2,97), mientras que
en afectados dicha tendencia no es tan definida (R?=0.203, 2,31E-03*x+3,68)En la
mayoria de los grupos, los valores en afectados son mayores que en sanos. Este
hallazgo es muy notorio en especial, en los grupos etarios de 20 a 29 afios y de 30 a
39 afios. De igual manera, el grafico nos permite visualizar una uniformidad en valores

altos ligeramente mas presente en los promedios de afectados que en sanos.

Tabla IV. Numero de individuos sanos vy afectados por grupo etario

Grupo
etario 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79

Sanos 11 22 23 27 12 9

Afectados 10 16 18 16 11 7



Promedio de heteroplasmia por edad en sanos
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Figura 5. Promedio de heteroplasmia por grupo etario en individuos sanos

Promedio de heteroplasmia por edad en afectados
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Figura 6. Promedio de heteroplasmia por grupo etario en individuos afectados
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Haplogrupos presentes

Para averiguar la frecuencia de los haplogrupos encontrados, se agruparon los
individuos en un total de 71 ndcleos familiares de herencia materna. Los haplogrupos
hallados en la muestra fueron: A2, B2, C1, H1, J1, L1 y L2, en las siguientes

proporciones:

Recuento de haplogrupos

L2
5.6%
J1

1.4%
L1

1.4%
C1

4.2%

B2
26.8%

H1
8.5%

A2
52.1%

Figura 7. Recuento de haplogrupos mitocondriales encontrados en la muestra.

Tabla V. NUmero de individuos segun haplogrupo mitocondrial

Haplogrupo Total

A2 37
B2 19
C1 3
H1 6
J1 1
L1 1
L2 4

Total 71
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Debido a que no se cuenta con individuos independientes, sino con nucleos de
herencia materna que incluyen individuos sanos y afectados, no es posible determinar
de manera estadistica la asociacion entre la presencia de psicosis con los

haplogrupos.

Variantes detectadas

Se analizaron las variantes encontradas, sin embargo, es importante notar que
se enfatiz6 el andlisis en las variantes encontradas en literatura. La totalidad de
variantes halladas en individuos sanos y afectados se encuentra en la Tabla IX de

anexos.
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Tabla VI. Variantes seleccionadas con su asociacion reportada y el nimero de

individuos sanos vy afectados de la muestra que la poseen.

Asociacion

reportada Variante

Asociacion con  Esquizofrenia

(Ueno et al., 2009) 1227G>A
Proteccion ante Parkinson (Kim et
al., 2024) 2158T>C
No reportados 3320A>G
No reportados 3552T>A
Asociacion con  Esquizofrenia
(lvanova et al., 2021) 4115 T>C
Asociacion con  Esquizofrenia
(lvanova et al., 2021) 4216G>C
Asociacion con Alzheimer (Edland
et al., 2002) 4336 T>C
Asociacion con  Esquizofrenia
(Ueno et al., 2009) 5578T > C
Asociacion con
Neurodegeneracion (Kozin et al,.
2020) 7028C>T
Protectora ante Parkinson (Liou et
al., 2016)

8584G>A
Protectora ante Parkinson (Liou et
al. 2016) Asociacion con Cancer
de Seno (Jahani et al., 2020) 10398A>G

Protectora ante Parkinson (Keogh 11251A>G

Afectados Sanos
3 1

3 1

1 2

74 92

2 1

3 9

1 2



& Chinnery, 2015)

Asociacién con Neuropatia 6ptica
de Leber (Pasqualotto, 2023) 11778G>A

Asociacion con  Esquizofrenia
(Marchbanks et al., 2003) 12027T>C

Asociacion con  Esquizofrenia

(Ueno et al., 2009) 13418G > A

Asociaciéon con Lipidemia vy
enfermedades Coronarias (Wang
et al., 2021) 14178T>C

Asociacion con enfermedades
Coronarias (Onieva et al., 2023) 14766C>T

Asociacion con  Esquizofrenia
(Sequeira et al., 2015) 16086T>C

No reportada 16158T>C

67

93
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El conteo de variantes en los sitios codificantes para la NAD deshidrogenasa dio un
promedio de 8.84 en afectados y 7.86 en sanos, siendo la diferencia entre dichos
promedios significativa t(182) = 2.2624, p > 0.05.

a) Variantes reportadas con asociacion a enfermedades coronarias,
neurodegenerativas o con trastornos psiquiatricos con psicosis como parte del

fenotipo diagndstico

e Variantes no encontradas en la muestra: 1227G>A, 4115T>C, 4336T>C,
5578T>C, 11778G>A, 12027T>C y 13418G >A.

e Variantes encontradas: 4336 T>C, 7028C > T (X? (2.2841, N = 166) = 0.131, p
>0 .05)) y 14766C>T tanto en sanos como en afectados, sin embargo, con una
proporcién levemente mayor en afectados (X? (0.5214, N = 160) = 0.470, p >0
.05). Por otro lado, 14178T>C solo se encontro en individuos sanos.

Cabe destacar que Sequeira en 2015 destacO la asociacion de las variantes
16086T>C y 16159T>C con esquizofrenia. En la muestra analizada en este estudio,
se encontro un individuo afectado con la primera variante y ocho con la variante
16158T>C, la cual, a pesar de no ser la misma que la reportada por Sequeira en 2015,
estd justamente a la par en el genoma mitocondrial. Si se encontro diferencia
significativa entre el numero de afectados con la variante 16158T>C en comparacion
con los sanos. (X? (11.156, N = 160) = 0.0008, p <0.05).

b) Variantes reportadas con proteccion a enfermedades neurodegenerativas
Estas variantes se encontraron tanto en individuos sanos como en afectados.
8584G>A se detectd mas en afectados que en sanos. Sin embargo, 10398A>G y
11251A>G tuvieron mayor presencia en sanos que en afectados.

c) Variantes no reportadas en literatura encontradas en la muestra.

3320A>G y 3552T>A se encontraron mayormente en afectados que en sanos y no

han sido reportadas previamente.



Herencia de Variantes

Al analizar las variantes entre madres e hijos, todas las variantes de las madres
estaban presentes en los hijos, excepto en un caso. Al observar la tabla IV se aprecia
gue la madre posee la variante 16381C>T y el hijo no la tiene. Por otro lado, la variante
7124A>G esta en el hijo pero no en la madre. En los grupos familiares, todas las

variantes se compartian entre ellos, por lo tanto, no se encontraron variantes de novo.

Tabla VII. Caso de variante presente en la madre v no heredada a hijo y de variante

presente solamente en el hijo.(Los cuadros rellenos indican la presencia del alelo

mutado).

Posicion Alelo ref. Alelo mut. Ind2981 Ind0181
Madre Hijo
64 C T
73 A G
89 T C
97 G A
111 A C
198 C T
5460 G A
6794 A G
7124 A G
7960 A G
8474 C T




.
11016 G A
12865 A G
16360 C T
16381 T C
DISCUSION

Extraccién de secuencias mitocondriales

Es muy importante recordar que uno de los objetivos de este estudio es
potenciar la utilidad de los estudios de secuenciacion masiva, y de esta manera,
aprovechar no solo la informacion genética nuclear, sino también la mitocondrial.
Cuando se realiza la secuenciacion masiva de nueva generacion, usualmente, el
enfoque se dirige hacia las lecturas nucleares (Muzzey et al., 2015). Por otro lado, los
estudios de ADN mitocondrial son mayoritariamente llevados a cabo por
enriquecimiento para mejorar la calidad de las secuencias (Gould et al., 2015). En
este estudio se logro el cometido de extraer las secuencias mitocondriales de la
secuenciacion masiva con profundidades de lectura superiores a 900. Por lo tanto, se
concluye que la secuenciacion masiva es una herramienta que permite tener acceso
a las secuencias mitocondriales con profundidades de lectura muy altas.

La gran calidad de las lecturas mitocondriales obtenidas refuerza la utilidad que
tiene la secuenciacion masiva para aprovechar las secuencias mitocondriales
resultantes del proceso. Una razon de peso por la que se presentan estas calidades
optimas se debe a la presencia de varias mitocondrias por célula, las cuales a su vez
tienen varias moléculas de ADN mitocondrial presentes (Andréasson et al., 2006).
Este hecho se contrapone a las secuencias nucleares, de las cuales solamente se
obtiene una copia diploide por célula somatica (Mikhalchenko et al., 2024). Asimismo,

la estructura molecular del ADN mitocondrial es mas estable que la nuclear debido a
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que es circular y muy pequefia, en comparaciéon con el ADN nuclear; esta estructura
y dimension le permite ser menos susceptible a la accion digestora de las
exonucleasas (Foran et al., 2006).

Deteccién de heteroplasmia

Es importante mencionar que el origen de las zonas hipervariables no esta del
todo claro. La mayoria de los estudios de las zonas con tasas altas de mutacion se
han llevado a cabo con el genoma nuclear, sin embargo, hay ciertos hallazgos que
pueden extrapolarse a estas regiones del ADN mitocondrial como, por ejemplo, la
propension alta de las secuencias ricas en guanina y citosina de desaminarse y
causar transversiones o deleciones (Nesta et al., 2021). La sustitucion de guanina por
timina es una caracteristica frecuentemente encontrada en mutaciones del ADN
mitocondrial y ha sido relacionada con el dafio oxidativo (Chiaratti & Chinnery, 2022).
Este hecho concuerda con un estudio del 2003 de Samuels y colaboradores, el cual
menciona que es notoria la presencia de guaninas y citosinas mutadas en las zonas
hipervariables del ADN mitocondrial. A pesar de que se encontrd heteroplasmia en
distintas zonas del ADN mitocondrial, es notorio que los niveles mayores de
heteroplasmia fueron hallados en la zona hipervariable (HVR). Los valores mas altos
fueron encontrados en las posiciones: 302, 310 (HVR-III), 513 (HVR-II), 16182 y
16183 (HVR-I), y muy en especial en 16179 (HVR-I).

La gran concentracion de heteroplasmia encontrada en estas posiciones concuerda
con la alta tasa de sustitucion nucleotidica que se da en esas regiones especificas de
dicha molécula (Morovvati et al., 2007). Es importante destacar que, a pesar de que
estas regiones se caracterizan por una alta tasa de mutacion, no se puede establecer
un rango especifico, ya que se ha encontrado variacion entre poblaciones (Irwin et
al., 2009). Este estudio aporta un pequefio acercamiento a la comprension del

comportamiento de este fendmeno en poblaciones latinoamericanas.
Relacion entre heteroplasmia y presencia de psicosis
La alta heredabilidad del fenotipo de psicosis ha sido un tema ampliamente

discutido. Es por ello por lo que el componente genético de estas afecciones ha sido

de gran interés para la comunidad cientifica. Numerosos estudios han demostrado la
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asociacion de la presencia de variantes especificas en todo el genoma nuclear, con
el fenotipo de psicosis (O’'Donovan et al., 2009; Owen et al.,2007; Ismail et al., 2022).
El genoma nuclear no tiene una tasa de mutacion tan alta ni tampoco tiene
coexistencia de distintas variantes, como el mitocondrial (Parakatselaki & Ladoukakis,
2021); es precisamente, este hecho, lo que despierta la curiosidad del efecto que
puede tener la heteroplasmia mitocondrial en los individuos estudiados.

El hecho de encontrar mas sitios heteropladsmicos y mas heteroplasmia total
en afectados que en sanos concuerda con una probabilidad mayor de encontrar
mutaciones deletéreas que, al pasar un umbral determinado, pueden causar
afectaciones orgéanicas (Nissanka & Moraes, 2020).

Otro hallazgo muy importante es la presencia de heteroplasmia en mas sitios
codificantes en afectados que en sanos. Esto tiene mucho sentido ya que, al haber
mas heteroplasmia en posiciones codificantes, existen mas alelos mutados de genes
gue codifican para proteinas claves de los procesos bioenergéticos de la mitocondria
(Wallace, 2017; Morovvati et al., 2007).

Heteroplasmia segun edad

Debido a la susceptibilidad que tiene el ADN mitocondrial ante el constante
impacto de las moléculas oxidantes generadas secundariamente en la respiracion
celular, asi como a las variantes producidas azarosamente en cada division (Keogh
& Chinnery, 2013), se esperaba que la heteroplasmia se fuera acumulando conforme
los individuos envejecieran. Esta tendencia fue encontrada, siendo mas notoria en el
grupo de individuos sanos.

Este patron de aumento en general, no fue tan claro como se esperaba, lo cual
puede ser causado por un fendbmeno de estabilizacién ciclica de la cantidad de
heteroplasmia (Wei et al. 2019). Un hallazgo que puede relacionarse con lo
encontrado en este estudio fue una disminucion de transversiones encontrada en
individuos mayores a 80 afios en un estudio del afio 2023 de Gupta y colaboradores.
Este fendbmeno puede estar relacionado con la seleccion negativa de variantes
deletéreas, en otras palabras, se da una seleccion en contra de las variantes
potencialmente peligrosas surgidas a partir de las replicaciones (Chinnery et al., 2002;
Wei et al. 2019). Incluso hay estudios que afirman que esta seleccién sucede a ritmos

distintos en diferentes zonas del ADN mitocondrial (Wei et al., 2019). Esta seleccién
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en contra de variantes especificas puede provocar los ciclos de estabilizaciéon de la
heteroplasmia a través de la vida de los individuos. Cabe destacar que se recomienda
repetir este andlisis en estudios futuros con grupos etarios que posean mas cantidad

de sujetos y que el nimero de individuos por grupo etario sea el mismo.

Haplogrupos presentes

El haplogrupo mas frecuente en la muestra fue el A. Este haplogrupo se asocia
a las poblaciones amerindias y se presume que su surgimiento se dio previo a la
migracién de Homo sapiens a América por Beringia, ya que este haplogrupo también
esta presente en grupos humanos actuales del noreste de Asia (Fagundes et al.,
2008). Cabe destacar que diversos estudios filogenéticos ubican a este haplogrupo
como uno de los mas antiguos en el continente americano, por lo tanto, se infiere que
los primeros grupos humanos que emigraron de Asia fueron los fundadores de este
clado en América (Starikovskaya et al., 2005, Fagundes et al., 2008).

El segundo haplogrupo mas frecuente fue el B. Este haplogrupo también es
caracteristico de los grupos amerindios, y tiene una frecuencia mas alta en
poblaciones nativas del sur de Ameérica, en comparaciéon con el haplogrupo A
(Tackney et al., 2015). Al igual que con el grupo A, este haplogrupo esta presente en
Asia, por lo que sus fundadores, se deduce, también cruzaron Beringia, en su camino
migratorio hacia América (Fagundes et al., 2008). No obstante, es importante destacar
gue estudios filogenéticos ubican la fundacién de este haplogrupo en América en
oleadas migratorias posteriores a la del grupo A, de igual forma, el tiempo de
divergencia de B es mas reciente al clado A (Starikovskaya et al., 1998).

La predominancia de los haplogrupos A y B en las poblaciones costarricenses
fue también reportado por Silva y colaboradores en un estudio del afio 2006. Los
pobladores nativos del territorio costarricense pertenecieron al grupo etnico chibcha-
maya (Barrantes, 1998), el cual, est4 Unicamente conformado precisamente, por los
haplogrupos A y B (Batista et al., 1998). Este hecho refleja el papel del istmo
centroamericano como punto de encuentro de poblaciones nativas del norte y del sur
del continente.

Finalmente, el tercero mas frecuente fue H. El haplogrupo H es representativo
de los grupos humanos del litoral oeste del mar Mediterrdneo y, muy en especial de

la Peninsula Ibérica (Hernandez et al., 2017). Al analizar la totalidad de hallazgos
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obtenidos, se puede confirmar que hay concordancia con el mestizaje que dio origen
a la poblacion costarricense actual (Morera et al., 2001). Es importante, con esto,
destacar el papel clave de los estudios genéticos, en especial, del ADN mitocondrial
para comprender ampliamente los patrones migratorios que dan origen a las
poblaciones actuales.

Con respecto al fenotipo de psicosis, no se pudo averiguar si existe una
asociacion entre un haplogrupo especifico con la presencia de éste, ya que no se
conto6 con individuos independientes, sino con grupos de individuos relacionados por
via materna, tanto sanos como afectados.

Al revisar la literatura, resulta importante destacar que los haplogrupos Ay B
no han sido ampliamente muestreados en estudios acerca de trastornos psicoticos,
en comparacion con otros haplogrupos, tales como el J, el T (Gongalves et al., 2018)
y el U (Frye et al., 2017). El haplogrupo H ha sido mas estudiado, sin embargo, los
resultados no han sido del todo concluyentes. Se sabe que, en general, se caracteriza
por una alta eficiencia en la generacion de ATP (Ventades et al., 2023), lo cual pudo
ser una gran ventaja evolutiva en el Ultimo Maximo Glacial en Europa (Roostalu et
al., 2007). Sin embargo, también se ha descubierto que tiene una produccion de
moléculas reactivas de oxigeno muy elevada, en comparacion con otros haplogrupos,
lo cual se convierte en una amenaza constante a la integridad del ADN mitocondrial
(Ventades et al., 2023).

Se concluye que es necesario realizar mas muestreos con individuos
independientes en poblaciones nativas para entender ampliamente las caracteristicas
metabdlicas que confieren sus haplogrupos representativos y la asociaciéon que

pueden tener los mismos con el fenotipo de psicosis.

Variantes detectadas

La alta incidencia de variantes en sitios codificantes para la NADH
deshidrogenasa, encontrada en afectados concuerda con los hallazgos que se han

hecho al estudiar patologias neurodegenerativas, en donde hay una especial
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afectacion en los genes que codifican para esta enzima (Dhillon & Fenech, 2014). La
NADH deshidrogenasa es una enzima clave en el proceso de respiracion celular; su
funcion consiste en catalizar el proceso de transporte de electrones, que
eventualmente genera un gradiente electroquimico que permite la creacion de ATP
(Keogh & Chinnery, 2015). Las células neuronales constituyen uno de los tejidos del
cuerpo que utiliza mas energia en forma de ATP para llevar a cabo todas sus
funciones, siendo la sefalizacién eléctrica y quimica entre neuronas, uno de los
procesos mas energéticamente costosos (Niven, 2016). Por lo tanto, una afectacién
funcional causada por presencia de alelos mutados de los genes que codifican para
esta enzima perjudica sustancialmente la funcionalidad neuronal.

Las variantes asociadas a enfermedades coronarias, neurodegenerativas y a
trastornos psiquiatricos con psicosis como parte del fenotipo diagnostico, no fueron
encontradas o fueron encontradas en poca proporcién tanto en sanos como en
afectados, lo cual no es extrafio, debido a que los estudios que arrojaron esas
variantes fueron realizados en poblaciones europeas y asiaticas, en su mayoria (Ueno
et al.,, 2019; Ivanova et al.,, 2021). Un hallazgo muy notable fue la presencia de
variantes reportadas como “raras” en esas poblaciones y asociadas a patologias
(7028C>T y 14766C>T) (Kozin et al., 2020; Onieva et al., 2023), en mas de un 90%
de la muestra estudiada. Es posible que el poco estudio que se les ha dado a las
poblaciones latinoamericanas haya provocado que esas variantes se consideran poco
frecuentes y de riesgo para dichas poblaciones, porque no se tenia el dato de que en
otras poblaciones eran frecuentes. Este hecho refuerza la importancia de este estudio
como acercamiento al conocimiento del genoma mitocondrial en poblaciones poco
estudiadas como la costarricense, y en general, en Latinoamérica.

Resulta de interés la presencia de la variante 16158 T>C Unicamente en
individuos afectados. La variante 16159T>C ha sido estudiada previamente en
poblaciones de origenes diversos y se ha asociado con la presencia de esquizofrenia
(Sequeira et al. 2015, Sequeira et al. 2013). Es importante destacar que la region del
ADN mitocondrial que va de la posicion 16024 a la 576, se conoce como el D-loop y
es una zona no codificante, per se, sin embargo, actia como promotor, por lo tanto,
tiene una gran relevancia en la replicacion y la transcripcion de la molécula (Sharma
et al., 2005). La secuencia mitocondrial de referencia utilizada por Sequeira es la
misma a la utilizada en este estudio, por lo que ya sea, que la variante 16158T>C y

16159T>C sean la misma, debido a su cercania en el genoma y una posible insercion
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o delecion no contemplada, o que sean variantes por separado, es de esperar que
puedan generar afectacién organica directamente en el nUmero de copias de ADN
mitocondrial o en la expresion de genes mitocondriales.

La variante 10398A>G fue encontrada en mas individuos sanos que en
afectados, lo cual concuerda con el efecto protector reportado por Liou et al. en 2016.
Sin embargo, los resultados no son estadisticamente significativos ya que la
presencia de dicha variante en la muestra es menor al 10%. En el futuro, es importante
estudiar esta variante en muestras costarricenses mas numerosas para comprobar si,
de manera estadisticamente significativa, se encuentra con mas frecuencia en
individuos sanos.

Por otro lado, no se encontraron variantes que, significativamente, tuvieran
mayor presencia en afectados y que fueran distintas de las reportadas en la literatura

consultada.

Herencia de Variantes

Al analizar la herencia entre grupos familiares, no se encontrd ninguna variante
de novo, lo cual coincide con lo reportado en literatura. El ADN mitocondrial se hereda
de manera clonal por linea materna, por lo tanto, no hay recombinacién. Por otro lado,
las zonas codificantes del ADN mitocondrial son muy importantes para la respiracion
celular, el cual, es un proceso muy conservado evolutivamente en eucariotas (Purcell
et al. 2015).

No obstante, al estudiar la herencia de variantes de madres a hijos, todos
compartian las variantes, excepto un caso, en el cual, la madre presentaba 16381C>T
y el hijo no. De igual forma, en el hijo fue detectada la variante 7124A>G, y en la
madre no. Con respecto a la variante presente en la madre y no en el hijo se puede
explicar con el hecho de que la variante materna pudo no haber pasado al 6vulo que
dio origen al hijo, en el proceso de su formacion. Durante el proceso de ovogénesis,
se da un efecto de “cuello de botella” causado por la disminucion en la cantidad de
ADN mitocondrial que formara cada ovulo, por lo tanto, cada hijo puede recibir
variantes en distintas proporciones a la madre o no recibirlas del todo (Wei et al.

2019). La Figura 8 explica este razonamiento de manera precisa.
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maternas (Modificado a partir de McCormick et al., 2018)

Es importante tomar en cuenta que, debido a la interaccion con el ambiente vy,
muy en especial, con el constante contacto que tiene el ADN mitocondrial con
especies reactivas de oxigeno, conforme el individuo envejece es posible que algunas
variantes de novo se generen y sean detectadas por medio de secuenciamiento
(Purcell et al. 2015). Por esta razon, es posible que esa variante encontrada en el hijo
haya sido generada en el transcurso de su vida y por ello, no se haya encontrado en

la madre.

Conclusiones Generales

Este trabajo permiti6 demostrar que el método utilizado es apropiado para
extraer secuencias mitocondriales de alta calidad y también para detectar variantes

con gran precision, tanto en zonas hipervariables como en regiones donde la variacion
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no es tan alta. Entre los hallazgos clave de este estudio se destaca que en individuos
afectados fueron hallados mas sitios heteroplasmicos, asi como una presencia de
heteroplasmia en mas sitios codificantes en comparacion con los individuos sanos.
Mayor heteroplasmia total fue encontrada en individuos afectados, sin embargo,
estadisticamente este resultado no fue significativo. Por otro lado, no se encontr
dependencia de la presencia de heteroplasmia con la edad, sino una estabilizacién
ciclica mas notoria en individuos sanos que en afectados. Con respecto a los
haplogrupos encontrados, A, By H fueron los predominantes, lo cual concuerda con
estudios previos y con la historia de la poblacion. Es de suma importancia tomar en
cuenta el tamafio de la muestra utilizada y el posible efecto que este haya tenido en
los resultados, asi como el poco muestreo y estudio existente en poblaciones
americanas.Es de suma importancia destacar que se ha hallado correlacién, tanto
negativa como positiva, entre presencia de patologias neuroldgicas, como la
enfermedad de Alzheimer, y haplogrupos especificos (Ridge et al., 2012), por lo tanto
se recomienda utilizar una muestra de individuos independientes para averiguar si
hay asociacion del fenotipo de psicosis con algun haplogrupo.

Al analizar las variantes se destacan varios hallazgos importantes, un ejemplo
de ellos es la presencia de mayor incidencia de variantes en sitios codificantes para
la NADH deshidrogenasa encontrada en individuos afectados, en comparacion con
los sanos. Asimismo, se detectd la presencia de variantes muy frecuentes en la
totalidad de la muestra estudiada, las cuales aparecen reportadas en la literatura
como “raras” en poblaciones europeas y asiaticas y asociadas a patologias.

En conclusion, este estudio representa un primer acercamiento al estudio de
heteroplasmia mitocondrial y de variantes de este tipo en la poblacion costarricense,
asi como un aporte al conocimiento en estos temas en poblaciones latinoamericanas,
lo que, como se mencion6 anteriormente, es una necesidad muy grande debido a la
poca representacion de estas poblaciones en la literatura. También propone un
método accesible, amigable y de notable calidad para analizar las secuencias

mitocondriales obtenidas secundariamente por secuenciamiento masivo.



ANEXOS

Tabla VIII. Profundidades de lectura por posicion en individuos sanos y afectados.
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Tabla IX. Variantes totales encontradas en individuos sanos y afectados.
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Posicion
pos65
pos97
pos146
pos150
pos152
pos153
pos183
pos198
pos235
pos247
pos302
pos309
pos310
pos316
pos318
pos369
pos456
pos493

pos513

pos567
p0os663
pos1736
p0s2129
p0s2150

p0s2393

Variante Sanos
C>T

G>A

C>T

C>T

T>C

A>G

A>G

C>T

A>G

G>A

A> ACC/AC
CICCCA
T>TC/C
G>C

T>C

C>T

C>T

AC>A
GCA>G

A>ACCCCC/
C/ACCCC

A>G
A>G
GA>G
T>TA

CA>C

o O O

104

79

30

62

14

O O O w w

Afectados

78

62

22
52



pos2706
pos3320
p0s3552
pos3434
p0s3483
p0s3609
pos3876
p0s3898
pos4105
pos4122
pos4123
pos4216
pos4248
pos4363
p0os4665
pos4769
pos4824
pos5122
pos5381
p0os5460
pos5894
p0os6306
pos6445
pos6446
pos6473
pos6794

pos7028

A>G
A>G
A>G
A>G
G>A
C>T
A>G
T>C
A>G
A>G
A>G
G>C
T>C
T>C
G>A
A>G
A>G
T>C
A>G
G>A
A>AC
A>G
C>T
G>T
C>T
A>G

C>T

=, O O P S N O O N O O

o O

92

w w

74

66



pos7256
pos7368
pos7497
pos7640
pos7960
pos8027

pos8170

pos8270

pos8276

pos8278
pos8474
pos8538
pos8584
pos8794
pos8817
p0s9530
p0os9494
p0s10398
pos10401
p0s10500
p0s10635
pos11177
pos11150

pos11251

C>T 1
T>C 1
G>A 1
G>A 0
A>G 0
G>A 3
A>G 1
C>CACCCC

CTCT 14
CTCTA>*C

CTA 0
CTACCCCC

T>*/C 0
C>T 7
T>C 1
G>A 1
C>T 0
A>G 1
T>C 0
A>G 0
A>G 9
G>A 1
G>A 0
G>A 2
C>T 1
G>A 1
A>G 2

o O O

15
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pos12007
pos12398
pos12609
pos12705
pos12772
p0s12823
pos12940
pos13889
pos14178
pos14766
pos15113
pos15254
pos15535
p0os15766
p0s15898
p0s16086
p0s16093
posl6111
posl16114
pos16129
p0s16136
p0s16158
p0s16168
p0os16175
p0s16176
pos16179

p0s16182

G>A 1
C>T 0
T>C 0
C>T 0
G>A 1
G>A 0
G>A 0
G>A 1
T>C 2
C>T 93
A>G 0
G>A 1
C>T 0
C>T 1
T>C 0
T>C 0
T>C 5
C>T 6
C>T 0
G>A 1
T>C 0
T>C 0
C>T 0
A>G 2
C>T 0
CAA>C 9
A>C 24

15
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p0s16183
pos16184
pos16187
p0s16188
p0s16189
p0s16217
pos16223
pos16241
pos16261
pos16270
pos16290
p0s16298
pos16311
p0s16319
pos16327
p0s16355
p0s16360
p0s16362
pos16381

p0s16433

A>C/ACCC 28
C>T 0
C>T 13
C>CA 1
T>C 0
T>C 5
C>T 11
A>G 0
C>T 5
C>T 1
C>T 4
T>C 0
T>C 0
G>A 3
C>T 2
C>T 1
C>T 0
T>C 0
T>C 0
T>A 1

16

69



Tabla IX. Variantes totales encontradas en individuos sanos y afectados.

Posicion Cambio Sanos Afectados

pos65 C>T 0 1
pos97 G>A 0 1
pos146 C>T 0 1
pos150 C>T 1 1
posl152 T>C 0 1
pos153 A>G 14 13
pos183 A>G 0 1
pos198 C>T 0 1
pos235 A>G 0 2
pos247 G>A 0 1
pos302 A> ACC/AC 104 78
pos309 C/CCCA 0 2
pos310 T>TCI/C 79 62
pos316 G>C 0 2
pos318 T>C 2 2
pos369 C>T 0 1
pos456 C>T 0 1
pos493 AC>A 30 22
pos513 GCA>G 62 52
pos567 A>ACCCCC/C/ACCCC 14 3
p0s663 A>G 3 4
pos1736 A>G 3 3
p0s2129 GA>G 0 1

p0s2150 T>TA 0 1



p0s2393
pos2706
pos3434
p0s3483
pos3609
pos3876
pos3898
pos4105
pos4122
pos4123
pos4248
pos4363
pos4665
pos4769
pos4824
pos5122
pos5381
pos5460
pos5894
pos6306
pos6445
pos6446
pos6473
pos6794
pos7256
pos7368

pos7497

CA>C
A>G
A>G
G>A
C>T
A>G
T>C
A>G
A>G
A>G
T>C
T>C
G>A
A>G
A>G
T>C
A>G
G>A
A>AC
A>G
C>T
G>T
C>T
A>G
C>T
T>C

G>A
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pos7640
pos7960
pos8027
pos8170
pos8270
pos8276
pos8278
pos8474
pos8538
pos8794
pos8817
p0s9530
p0s9494
pos10401
pos10500
p0s10635
pos11177
pos11150
pos12007
p0s12398
p0s12609
pos12705
pos12772
p0s12823
p0s12940
p0s13889

p0s14766

G>A
A>G
G>A

A>G

C>CACCCCCTCT

CTCTA>*/CCTA
CTACCCCCT>*/C
C>T
T>C
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A>G
T>C
A>G
G>A
G>A
G>A
C>T
G>A
G>A
C>T
T>C
C>T
G>A
G>A
G>A
G>A

C>T

w O O
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pos15113
pos15254
pos15535
pos15766
pos15898
pos16086
pos16093
pos16111
posl16114
pos16129
pos16136
p0s16168
posl16175
pos16176
pos16179
p0s16182
p0s16183
p0s16184
pos16187
p0s16188
p0s16189
pos16217
p0s16223
posl6241
p0s16261
p0s16270

p0s16290

A>G
G>A
C>T
C>T
T>C
T>C
T>C
C>T
C>T
G>A
T>C
C>T
A>G
C>T
CAA>C
A>C
A>C/ACCC
C>T
C>T
C>CA
T>C
T>C
C>T
A>G
C>T
C>T

C>T
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p0s16298
pos16311
pos16319
pos16327
pos16355
pos16360
p0s16362
pos16381
p0s16433

T>C
T>C
G>A
C>T
C>T
C>T
T>C
T>C

T>A
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o O O
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