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Resumen

Introduccion: La esquizofrenia es una enfermedad psiquiatrica grave y cronica
que afecta al 1% de la poblacion. La etiologia de la esquizofrenia es desconocida,
donde los factores genéticos son de suma importancia ya que se presenta una
heredabilidad del 80%. La respuesta al tratamiento es heterogenia y algunos genes
gue se han visto relacionados a la esquizofrenia, son relacionados con las vias de
los sistemas glutamatérgico, dopaminérgico, endocannabinoide y oxitocina. El
objetivo del estudio es establecer diferencias en variantes genéticas que lleven a un
mejor entendimiento en patogenia y tratamiento. Materiales y métodos: Se
reclutaron 196 pacientes con esquizofrenia de ambos sexos, ambulatorios u
hospitalizados, diagnosticados segun DSM 1V, utilizando el SCID- | y 81 controles
sin patologias psiquiatricas segun la entrevista MINI. Los genotipos fueron
obtenidos mediante PCR en tiempo real con sondas TagMan®. Se evalud el
equilibrio de Hardy-Weinberg y las diferencias genotipicas con prueba de X?*
también se realizé un modelo de regresion logistica mdultiple para cada SNP.
Resultados: Se obtuvo un modelo de cuatro SNPs que resultaron predictores a la
respuesta al tratamiento, los cuales sugieren que el portar de los alelos alternativos

de estos podrian estar asociados a una mejor respuesta al tratamiento.



Abstract

Introduction: Schizophrenia is a serious and chronic psychiatric disease that affects
1% of the population. The etiology of schizophrenia is unknown, where genetic
factors are very important since there is a heritability of 80%. The response to
treatment is heterogeneity and some genes that have been related to schizophrenia
are related to the glutamatergic, dopaminergic, endocannabinoid and oxytocin
systems. The objective of the study is to establish differences in genetic variants that
lead to a better understanding of pathogenesis and treatment. Materials and
methods: 196 patients with schizophrenia of both sexes, ambulatory or hospitalized,
diagnosed according to DSM IV, using the SCID-I and 81 controls without psychiatric
disorders were recruited according to the MINI interview. Genotypes were obtained
by real-time PCR with TagMan® probes. We evaluated the Hardy-Weinberg
equilibrium and the genotypic differences with the X2 test; we also performed a
multiple logistic regression model for each SNP. Results: We obtained a model of
four SNPs that were predictors to the response to treatment, which suggests that the
carrying of alternative alleles of these could be associated with a better response to

tfreatment.



1. Introduccién

1.1.Definicidon de esquizofrenia

La esquizofrenia es una enfermedad psiquiatrica crénica que afecta al 1% de la
poblacién mundial (1). Se define como un trastorno de la funcién cerebral que afecta
los pensamientos, los sentimientos y los actos de las personas. Esta enfermedad
conduce a un serio declive en la funcion mental, un marcado cambio de
personalidad, aislamiento social, discapacidad ocupacional, deterioro cognitivo y

mala salud del individuo que la padece (2).

1.2.Presentacién clinicay sintomas de la esquizofrenia

La esquizofrenia es considerada como una psicopatologia heterogénea cuya
caracteristica principal son los sintomas denominados positivos o psicoticos, donde
el contacto con la realidad se pierde, y que se caracterizan por delirios,
alucinaciones y discurso desorganizado. Asi también se presentan sintomas
denominados negativos como retraimiento emocional, motivacién deteriorada y
retraimiento social, junto con sintomas cognitivos que incluyen alteracién de
atencién, memoria y funciones ejecutivas (3-5). Dentro de los sintomas negativos y
cognitivos que se pudieran presentar, estos tienden a ser cronicos y estar asociados
con efectos a largo plazo en las relaciones sociales. Cabe sefialar que el primer
episodio de psicosis generalmente ocurre en la adolescencia tardia o la adultez

temprana (6).



1.3.Diagnostico y diagnostico diferencial de la esquizofrenia

El diagndstico de la esquizofrenia (existen entrevistas estandarizadas que se
describen mas adelante en la seccion de materiales y métodos) se hace
clinicamente sobre la base de la historia y mediante un examen del estado mental
por un especialista en el area y acorde con el Manual diagnéstico y estadistico de
los trastornos mentales (en inglés, Diagnostic and Statiscal Manual of Mental
Diserders, abreviado DSM), (7). Es muy importante realizar un diagnéstico
diferencial con aquellas afecciones que al igual que la esquizofrenia presentan
psicosis, la cual se define como la pérdida de los limites del si mismo y de la
evaluacion de la realidad (8). Como caracteristica de esta sintomatologia pueden
existir, alucinaciones, ideas delirantes, trastornos del pensamiento, lenguaje
desorganizado, comportamiento desorganizado o catatdnico, entre otros. Los
trastornos que presentan psicosis se clasifican en: esquizofrenia, trastorno
esquizoafectivo, trastorno esquizofreniforme, trastorno delirante, trastorno psicotico
breve, trastorno psicético inducido por el alcohol u otras sustancias, trastornos
psicoticos causados por enfermedades médicas generales y trastorno psicético no
especificado. Para realizar el diagnéstico diferencial es importante tomar en cuenta
la duracion de la enfermedad, la naturaleza y el patron de abuso de sustancias
asociadas, la concurrencia de depresion o mania, y la presencia de una enfermedad

psicosomatica (6).



1.4.Etiopatogenia de la esquizofrenia

La etiopatogenia de la esquizofrenia es desconocida sin embargo, se ha postulado
como una enfermedad multifactorial, resultado de una combinacién compleja de
factores genéticos, ambientales y anatomicos donde los factores genéticos han sido
considerados de suma importancia ya que en estudios entre gemelos monocigotos
han sido reportadas tasas de concordancia de la esquizofrenia de aproximadamente
50% (6) y ademas estimaciones recientes sugieren una heredabilidad de alrededor
del 80% (3, 9). No obstante, la mayoria de los casos no presentan patrones de

herencia mendelianos, sino mas bien de tipo complejos (10).

La investigacion genética ha proporcionado una gran cantidad de informacion sobre
variantes asociadas con el riesgo de esquizofrenia (11-14); se han encontrado
variantes raras del nimero de copias de alta penetrancia, especialmente por
deleciones parciales del brazo largo del cromosoma 22 (22g11.2). Dichas variantes
raras podrian ser asociadas en el 0,2-0,3% de los pacientes, 8.500 polimorfismos
genéticos identificados mediante estudios de asociacion de todo el genoma explican
una varianza del riesgo relativo de aproximadamente 32%. No obstante, ninguna de
las posibles variantes de susceptibilidad identificadas hasta ahora es especifica de
la enfermedad, ni puede usarse para fines de diagnéstico o clasificacion de la
esquizofrenia (15). Toda esta informacion deja en evidencia la compleja
etiopatogénesis que conduciria a las diversas manifestaciones clinicas de la

esquizofrenia.



Es por ello que los esfuerzos se han concentrado no solo en identificar los factores
de susceptibilidad genética y el diagnéstico de la esquizofrenia, sino también en el
desarrollo de tratamientos farmacoldgicos efectivos que conduzcan a la remision de
los pacientes. Actualmente existen cuatro hipétesis, que desde el punto de vista
fisiopatologico, tratan de explicar el desarrollo y las manifestaciones clinicas de la

esquizofrenia.

1.4.1. Hipotesis del neurodesarrollo.

El desarrollo del cerebro humano es un proceso prolongado que comienza
aproximadamente en la tercera semana gestacional, con la diferenciacion de las
células progenitoras neuronales, y se extiende a lo largo de la adolescencia, al
menos hasta la madurez. El desarrollo del cerebro se caracteriza por la
diferenciacion de las células progenitoras neurales, la formacién del tubo neural y el
patrén neuronal durante los periodos embrionarios y fetal tempranos; asi como por
la produccién de neuronas, migracion y diferenciacion en los periodos postnatal y
fetal; y de igual manera, por eventos de mielinizacion, regresivos y progresivos que
involucran procesos neuronales y escultura de arquitecturas sinapticas y de circuitos
en el periodo postnatal. Junto con cada uno de estos procesos cruciales, la
morfogénesis y patrones generales del cerebro estan controlados por programas
espacio temporales especificos de expresion genica y de gradientes morfogénicas

e influenciados por el ambiente (16).

Se ha sugerido que las perturbaciones iniciales del desarrollo en cualquiera de los

procesos antes descritos, afectan los eventos posteriores y cambian la trayectoria



postnatal, culminando en una predisposicion a la disfuncion de los circuitos.
Ademas, los factores como traumatismo encefélico, epilepsia, enfermedades

autoinmunes e infecciones graves que pueden alterar el neurodesarrollo (6, 17, 18).

1.4.2. Hipotesis dopaminérgica.

Esta hipotesis se basa en que la aparicion de los sintomas se debe a un exceso de
dopamina (DA) o a una elevada sensibilidad a este neurotransmisor. Se formul6 tras
el descubrimiento de que los antipsicéticos efectivos eran antagonistas de los
receptores dopaminérgicos, junto con la observacién de que agentes liberadores de
DA, como las anfetaminas y otras drogas, pueden producir sintomas psicoticos (19).
En ella se propone que, durante la desregulacién en la transmision dopaminérgica
se observaria por un lado, la hiperactividad de esta via es la responsable de los
delirios y las alucinaciones observados en la esquizofrenia. La via mesolimbica de
la DA esta hipotéticamente afectada. Aqui, los cuerpos celulares de DA en el area
tegmental ventral envian proyecciones a la corteza prefrontal dorsolateral (CPFDL)
para regular la cognicién y las funciones ejecutivas, y a la corteza prefrontal
ventromedial (CPFVM) para regular las emociones y el afecto. Por otro lado, una
hipoactividad de esta via resulta te6ricamente en sintomas negativos, cognitivos y
afectivos, vistos en la esquizofrenia. Este déficit de dopamina podria resultar de una
degeneracion continua, debido a la excitotoxicidad del glutamato o por una
incapacidad del neurodesarrollo en el sistema glutamatérgico. La pérdida de
motivacion e interés (anhedonia), y falta de placer, como se observa en esta
patologia, resulta no solo en una via de dopamina mesocortical que funciona mal

pero también de una via de DA mesolimbica deficiente (Figura 1)(20).
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Figura 1. Las cuatro vias dopaminérgicas del cerebro. (21)

Se ilustran las cuatro vias dopaminérgicas del cerebro: Mesocortical, Mesolimbica, Nigroestriada y
Tuberoinfundibular. La via nigroestriatal de DA: es parte del sistema nervioso extrapiramidal, que
controla la funcién motora y el movimiento. La via mesolimbica de DA: es parte del sistema limbico,
que regula las conductas, incluyendo las sensaciones placenteras, la poderosa euforia de las drogas
de abuso, y los delirios y alucinaciones vistos en la psicosis. La via mesocortical de DA: esta
implicada en la medicacién de los sintomas cognitivos en CPFDL y, sintomas afectivos en PFVM de
la esquizofrenia. La via tuberoinfundibular de DA: proyecta desde el hipotdlamo y controla la
secrecion de prolactina (20).

1.4.3. Hipotesis glutamatérgica.

En los ultimos afios, evidencia experimental ha sugerido que la neurotransmision
glutamatérgica esta implicada en la esquizofrenia. Por ejemplo, la administracion de
antagonistas del receptor de glutamato tipo NMDA (NMDARs) como dizocilpina,
fenilciclidina o ketamina, conducen a la aparicion tanto de sintomas positivos como
negativos y cognitivos de la esquizofrenia (22, 23). Las observaciones en modelos
animales han sido replicadas en grupos de humanos clinicamente controlados o en

individuos consumidores de drogas de abuso (24-26).



La hipoétesis glutamatérgica y la dopaminérgica no son mutuamente excluyentes ya
que la liberaciébn de glutamato, por ejemplo, esta regulada por receptores
presinapticos de DA D2 en las vias corticolimbicas y corticoestriatales (Figura

2)(27).

A. B.

Sinapsis NMDA glutamato hipofuncional

DA
neuron

Sintomas positivos Sintomas negativos y cognitivos

Figura 2. Esquema de la hipotesis glutamatérgica de la esquizofrenia (20).

Normalmente, las proyecciones de glutamato cértico-tallo cerebral sinaptan directamente con las
neuronas de DA en el area tegmental ventral, donde excitan ténicamente la via mesolimbica de DA
y actiian como aceleradores de neuronas DA (A). La hipoactividad en las proyecciones de glutamato,
similar a lo que se observa tras administraciones de fenciclidina (PCP), puede asi resultar
tedricamente en una activacion perdida de las neuronas mesolimbicas de DA y puede ser la causa
de los sintomas negativos, cognitivos y afectivos, vistos en la esquizofrenia (B). (20)

1.4.4. Hipotesis endocannabinoide.

El sistema cannabinoide enddgeno estd compuesto por diferentes receptores
principalmente el receptor cannabinoide tipo 1 (CB1), una serie de ligandos
lipofilicos enddgenos y enzimas encargadas de la biosintesis y degradacion de

estos endocannabinoides. Los receptores CB1 inhiben la liberacion de varios



neurotransmisores y neuromoduladores, entre ellos la DA, el GABA, la serotonina,
el glutamato, la noradrenalina y la acetilcolina. Los dos endocannabinoides mas
importantes son la anandamida (N-araquidoniletanolamida, AEA) y el 2-araquidonoil
glicerol (2-AG) (Figura 3).

Sistema Endocannabinoide

Sano Esquizofrenia

Neurona
CCK

CB1R
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Piramidal pEUrGra

Piramidal

Figura 3. llustracién esquematica de la sinapsis de cannabinoide enddgeno en la DLPFC en estado
saludable y en la esquizofrenia(28).

Izquierda: Una vez que se ha sintetizado y liberado 2-AG, viaja y activa el receptor CB1R, es
degradado por monoglicérido lipasa (MGL) o por dominio a- B-hidrolasa 6. Derecha: en la
esquizofrenia, se han informado niveles mas altos de ARN mensajero (ARNm) para ABHD6 en el
DLPFC, que pueden conducir a un metabolismo mayor de 2-AG directamente en la fuente de
produccion de 2-AG, que puede, a su vez, disminuir la actividad de 2-AG en CB1Rs (29).

La hipotesis de que el consumo de cannabinoides exdgenos puede contribuir a la
fisiopatologia de la psicosis se ve apoyada por observaciones en individuos sanos,
donde la administracion intravenosa de delta-9tetrahidrocannabinol (THC) en
voluntarios puede producir trastornos similares a los sintomas positivos y negativos
de la esquizofrenia. Es importante el hecho de que la densidad de CB1 se encuentra
aumentada en aquellas regiones del cerebro que han sido implicadas en la
esquizofrenia, como son la corteza prefrontal, los ganglios basales, el hipocampo y

la corteza cingulada anterior (CCA). En los estudios postmortem, se observa un
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aumento de la activaciéon de CB1 en la CPFDL y la corteza cingulada posterior

(CCP) en los cerebros de esquizofrénicos (figura 3) (30).

1.4.5. Sistema de oxitocina
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Figura 4. llustracién esquematica de la sinapsis de oxitocina en estado saludable.

Los receptores de oxitocina acoplados a proteinas presinapticas G modulan la polaridad de la
membrana (31).

La oxitocina (OXT) es un neuropéptido sintetizado en las neuronas magnocelulares
del nucleo paraventricular del hipotalamo, y almacenado en vesiculas secretoras al
interior de las proyecciones axonales ubicadas en el I6bulo posterior de la hipdfisis
(32). La OXT y sus receptores se encuentran en areas del cerebro implicadas en los
sintomas de la esquizofrenia como en el ndcleo accumbens y el hipocampo (33).
Debido a los sintomas negativos asociados con la esquizofrenia y los efectos de la

OXT sobre los comportamientos social, los investigadores plantean la hipétesis que
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su desregulacién puede contribuir a la etiologia y la gravedad de los sintomas de la
patologia (34).

1.5. Tratamiento de la esquizofrenia

1.5.1. Antipsicoticos

Actualmente, no existen tratamientos curativos para la esquizofrenia (35). El
tratamiento se lleva a cabo con medicamentos antipsicoticos que se pueden
clasificar en dos categorias: antipsicéticos tipicos (llamados neurolépticos, por
ejemplo, cloropromazina, haloperidol, tioridazina) o de primera generacion y
antipsicoticos atipicos o de segunda generacion (clozapina, risperidona, olanzapina,
quetiapina, amilsulpride y ziprasidona). (36). Las dos clases son tratamientos
efectivos para la esquizofrenia, pero no alivian todos los sintomas y a menudo
resultan en efectos secundarios graves, lo que reduce la eficacia debido a una mala

adherencia (17, 37).

Los antipsicéticos de primera generacion tratan los sintomas de la esquizofrenia
bloqueando los receptores D2. Un excesivo bloqueo de los receptores D2, o un
bloqueo de los receptores DA en areas hipo-activas puede llevar a muchos efectos
secundarios, incluyendo la “neurolepsis”, una forma extrema de lentitud o ausencia
de movimientos motores, asi como a un empeoramiento de los sintomas negativos,
cognitivos y afectivos. Los antipsicéticos atipicos se diferencian de los antipsicéticos
tipicos por sus propiedades clinicas, que se basan en sus caracteristicas
farmacoldgicas: 1) La tasa de disociacion de los receptores D2 diferencia la

“atipicidad” de un antipsicéticos. Una unién fuerte y de larga duracion es
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caracteristica de los antipsicoticos tipicos, mientras que una disociacion rapida es
caracteristica de los antipsicoticos atipicos. 2) Los antipsicéticos atipicos pueden
ser ademas agonistas parciales D2. Estos agentes se unen de manera que no es ni
demasiado antagonizante ni demasiado estimulante, lo que permite una cantidad
“adecuada” de neurotranmisidn en los receptores D2. 4) El antagonismo completo
o parcial en el receptor 5HT1A puede ser también una caracteristica de algunos
antipsicoticos atipicos. La estimulacion en el receptor SHT1A puede incrementar la
liberacién de DA, lo que mejora los sintomas afectivos, cognitivos y negativos, a la
vez que disminuye el riesgo de efectos secundarios extrapiramidales y de elevacion

de la prolactina.

Estos son actualmente el tratamiento de primera linea de opciones, son preferibles
a los antipsicoticos tipicos debido a la disminucion de la incidencia de efectos
secundarios extrapiramidales (como trastorno del movimiento como
parkinsonismo). Sin embargo, estdn asociados con efectos secundarios
metabdlicos graves, incluida la hiperfagia, aumento de peso y dislipidemia, estos
factores contribuyen a un mayor riesgo de diabetes tipo 2 y enfermedad
cardiovascular, que han sido asociados con la variabilidad genética a su aparicién

(38, 39).
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1.5.2. Respuesta al tratamiento y esquizofrenia resistente

La esquizofrenia es una enfermedad cronica, donde hasta el 80-90% de los
pacientes presentaran algun tipo de disfuncion social o laboral (40). Es por ello que
para alcanzar la recuperacion se busca un nivel adecuado del funcionamiento

social, incluyendo el aspecto laboral, y satisfaccion personal (41).

La cronicidad ha sido frecuentemente usada para definir resistencia, se han usado
el numero de hospitalizaciones o aun las hospitalizaciones crénicas para definirlo
(42). Una de las primeras definiciones de resistencia a tratamiento fue propuesta el
afo 1988, cuando John Kane et al, demostraron la eficacia de la clozapina en casos
de esquizofrenia resistente al tratamiento, misma que definieron como la ausencia
de respuesta satisfactoria (segun los puntajes en escalas como BPRS y CGI) luego
de tres ensayos terapéuticos, entendidos éstos como tres antipsicoticos a dosis

plenas, y tomando como referencia 400-600 mg de clorpromazina (43).

En general distintas definiciones operativas posteriores se han realizado sobre tres
variables principales: indicadores de mejoria por escalas clinicas, niumero de

farmacos ensayados y sus dosis, y el tiempo de tratamiento (44).

Diferentes guias tales como las propuestas por: la asociacion americana de
psiquiatria  (45), la asociacion canadiense (46) y la federacion mundial de
sociedades de psiquiatria biologica(47), hacen referencia a una pobre respuesta
sintomatica luego de al menos dos ensayos con antipsicoticos (uno de ellos un

atipico), con una duracién al menos 6 semanas Yy dosis en rango adecuadas, una
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vez descartadas otras causas tales como consumo de drogas, mala adherencia al

tratamiento y variables psicosociales.

Sin embargo, a pesar de los diferentes criterios en la definicibn de ERT
(Esquizofrenia resistente a tratamiento), la mayoria de las guias clinicas concuerdan

en el uso de Clozapina como farmaco de primera linea (44).

1.5.3. Clozapina

La clozapina presenta efectos bloqueando la actividad serotoninérgica (S2),
adrenérgica (al), e histaminérgica (H1), es ademas un potente anti-muscarinico. En
cambio su union a receptores dopaminérgicos es débil. A diferencia de otros
antipsicoticos, tendria menos efectos extrapiramidales (43). Sin embargo, desde su
implementacion, se han descrito alteraciones hematologicas importantes tales como
agranulocitosis con un potencial letal (48). Por este motivo fue retirado en varios
paises y se perdié financiamiento para la realizacion de estudios clinicos. No
obstantes, en algunos paises, incluyendo Estados Unidos, se permitid6 su uso
solamente en caso de pacientes cuidadosamente seleccionados, por ejemplo, ERT
0 pacientes con sintomas extra piramidales importantes, y acompafiado de un
protocolo de vigilancia de efectos hematoldgico, con lo cual se disminuyo la tasa de

agranulocitosis (49, 50).

Existe un porcentaje de pacientes que no responde a clozapina (30 - 60%), los
cuales son considerados pacientes refractarios. Si esta no funciona, se puede hacer
una de las siguientes estrategias: 1) afladir un farmaco diferente, no antipsicaotico,

como coadyuvante. Los agentes mas usados para esto son: litio,
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anticonvulsionantes (acido valproico, carbamezapina, lamotrigina y topiramato),
antidepresivos, benzodiacepinas, y terapia electroconvulsiva (TEC); Il) afadir otro
antipsicético, comunmente un atipico; Ill) contemplar terapias no farmacolégicas,
dentro de las que se encuentran: psicoterapia (terapia cognitivo conductual y terapia
de familia), y TEC. Lo que orientara la eleccion en este paso es, principalmente, el

tipo predominante de sintomas (positivos, negativos, cognitivos) (44).

1.5.4. Tratamiento de la esquizofrenia resistente

Esta ampliamente establecido que la respuesta al tratamiento en la esquizofrenia
es heterogénea; mientras que un buen numero de los pacientes alcanzan la
remision, una proporcion considerable se mantiene activa y persistentemente
psicotica a pesar del tratamiento farmacologico. Se cree que méas de un tercio de
los pacientes diagnosticados con esquizofrenia responde parcialmente o es

resistente al tratamiento (51).

La ERT es una afeccién comun que afecta al menos a un tercio de los pacientes,
con una respuesta inadecuada a dos ensayos de antipsicoticos y hospitalizaciones
recurrentes. Algunas explicaciones que se han descrito en la bibliografia para la
respuesta al tratamiento con antipsicéticos son: el avance de la enfermedad, el
tiempo de tratamiento, consumo de alcohol y drogas asi como variantes genéticas
gue han sido relacionadas con la esquizofrenia y a la respuesta parcial o resistente
al tratamiento. La clozapina ha sido considerada como un medicamento

ampliamente disponible para la esquizofrenia resistente al tratamiento (52, 53).
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Ademas, se ha descrito que las diferencias en la susceptibilidad a los tratamientos
farmacoldgicos de diversas enfermedades, incluyendo las psiquiatricas, son
resultado de variantes genéticas del ADN, como los polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP), los cuales desempefian un papel biolégico importante en el
desarrollo de enfermedades debido a que pueden tener un efecto sobre la actividad
o funcion de las proteinas, asi como también la expresion de los genes que las

codifican (54).

En este sentido, se han identificado diversos genes relacionados con la
fisiopatologia de la esquizofrenia, algunos de ellos involucrados en las vias del
sistema glutamatérgico, sistema dopaminérgico y el sistema endocannabinoide. Las
variantes presentes en estos genes podrian estar asociadas no solo con la

susceptibilidad a la enfermedad, sino también con la respuesta al tratamiento.

Anttila et al., por ejemplo, estudiaron en 94 pacientes esquizofrénicos, el
polimorfismo 5-HTA T102C del receptor de serotonina, y encontraron que el
genotipo C/C era mas comun en mujeres resistentes al tratamiento con
antipsicoticos tipicos, en comparacién con las que respondieron y con los controles.
Mientras que para el polimorfismo TPH1 A779C del gen triptéfano hidrolasa 1,
mostré una correlacion inversa con una buena respuesta al tratamiento en
comparacion en comparacion con individuos no respondedores [OR = 0.59 (95% CI

0.36-0.98), p = 0.030] y controles [OR = 0.44 (95% Cl 0.23-0.86, p = 0.016] (55).

En cuanto a la via dopaminérgica, se ha reportado que diversos SNPs funcionales

gue cambian la expresion del receptor de dopamina o la disposicion de la dopamina
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podrian influir en la respuesta al tratamiento antipsicético. Por ejemplo, el
polimorfismo rs2237457 del gen de la dopa-descarboxilasa (DDC o GRB10), se
asocia con esquizofrenia resistente. La frecuencia del genotipo T/T en los pacientes
resistentes es significativamente mayor a la de los respondedores (26.2% frente a
7.3%) y cada alelo T adicional aumenta las probabilidades de resistencia en 1.74
veces. Sin embargo, el 73.8% de los pacientes resistentes tienen genotipo T/C o
C/C, lo que sugiere que la predictividad de la resistencia a través de rs2237457 es
limitada (PPV=70.91% y NPV=64.97% en modo recesivo) (56). Ademas,
aproximadamente un tercio de los pacientes muestran una limitada respuesta al
tratamiento antipsicoético, y hallazgos recientes sugieren que este subgrupo puede

no exhibir disfuncion dopaminérgica (6, 57, 58).

En otro estudio de Escamilla et al.,, también analizaron variantes de la via
dopaminérgica y su respuesta al tratamiento en poblacion mexicana. Se observo
que rs4682 del gen COMT y rs6280 del gen DRD3 se asociaron con la respuesta al
tratamiento (P <0.05). El polimorfismo rs1799978 del gen DRD?2 se relacion6 con la
resistencia al tratamiento (P <0,001). Ademas los polimorfismos rs4682 del gen
COMT y rs6280 del gen DRD3 mostraron un efecto predictivo asociado al fenotipo

de resistencia al tratamiento (59).

La hipotesis glutamatérgica se ha visto reforzada por el descubrimiento de varios
genes de susceptibilidad relacionados con las vias glutamatérgicas (G72, NRG1,
GRIA4, GRM3, GRM8, GRIN2D, o GRIN2A) (11). Los mecanismos propuestos para

explicar la mediacién del glutamato en la esquizofrenia encuentran su fundamento
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en la neurotoxicidad inducida por este neurotransmisor y su interaccién con la

dopamina.

Un estudio de Taylor et al., analiz6 variantes genéticas en el sistema de glutamato
y Su respuesta al tratamiento con clozapina. En €l se observé que los portadores
del alelo C en el polimorfismo rs16831558 del gen SLC6A9 presentaron una
reduccion o (mejoria) con dosis dependiente de dicho alelo después de 6 meses de
terapia con clozapina. De igual manera, los homocigotos C/C del mismo

polimorfismo experimentaron una mejoria con el tratamiento de clozapina (60).

En la via de endocannabinoides, el gen CNR1 que codifica para el receptor CB1,
localizado en la region cromosomica 6g14-15 (61), ha sido considerado como un
locus de susceptibilidad para la esquizofrenia ya que existe evidencia de que
algunos antipsicéticos interactan con estos receptores. Asi mismo, las variantes
en este gen podrian estar asociadas con la respuesta al tratamiento en
esquizofrenia (62). El alelo G del polimorfismo rs1049353 (-1359G/A) del gen CNR1,
se ha asociado con resistencia a los antipsicéticos atipicos con respecto a los

respondedores (63).

1.5.5. Tratamiento de la esquizofrenia resistente en Chile

En Chile se considera que una esquizofrenia es refractaria cuando no respondio
adecuadamente al tratamiento después del uso secuencial en dosis adecuadas y
por un tiempo adecuado de por lo menos dos antipsicoticos, uno de los cuales debe
ser atipico. Antes de declarar que una persona sufre de una esquizofrenia resistente

se debe descartar que la causa de la mala respuesta clinica sea una mala
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adherencia a farmacos u otra razon sobre la que sea posible intervenir
especificamente, por ejemplo, la comorbilidad con abuso de alcohol o sustancias y
otros trastornos psiquiatricos. También se debe considerar que hay farmacos que
administrados concomitantemente a los antipsicoticos alteran la biodisponibilidad

de estos ultimos, al igual que lo hace el consumo de tabaco (41).

En todos los pacientes resistentes al tratamiento con antipsicoticos se justifica el
empleo de clozapina en dosis de 25 mg iniciales, los que se aumentan de a 25 mg
diarios hasta alcanzar 100 mg/dia en la primera semana. A partir de ahi se puede
aumentar de a 100 mg semanales hasta llegar a las dosis de 300 a 400 mg/dia, que
es la dosis terapéutica promedio. Si al cabo de cuatro semanas con estas dosis no
hay respuesta suficiente, se puede continuar subiendo las dosis hasta llegar a 900

mg/dia (64).

En Chile se desconoce la cifra exacta de resistencia a antipsicéticos, sin embargo
a nivel mundial se ha estimado en aproximadamente un tercio de los pacientes. El
uso de clozapina, especialmente en dosis tan altas, tiene serios efectos secundarios
metabdlicos, por lo que consideramos que es trascendental llevar a cabo un estudio
para identificar variantes genéticas que se asocian con la respuesta al tratamiento

con antipsicéticos en pacientes con esquizofrenia.

Es por lo que dentro de la propuesta de este trabajo, se seleccionaron y analizaron
15 SNPs en 5 genes candidatos (OXT, OXTR, CNR1, DDC, DRD2) posiblemente

relacionados con la respuesta al tratamiento de la esquizofrenia y que podrian guiar
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la implementacion de esquemas de tratamiento farmacolbgicos efectivos que

conduzcan a la remisién de los pacientes.

El gen DRD2 que codifica al receptor dopaminergico D2, se ubica en el cromosoma
11922 y consta de ocho exones. Se ha estudiado en diferentes poblaciones en
estudios de asociacion con respuesta a antipsicoéticos, destacandose rs1799732,
rs1800497, rs1799978, rs1801028 y rs1079597, es por eso que ha sido considerado

un gen candidato para este estudio (65).

EI DRD2 rs1799978 (A-241G) se encuentra en la regién promotora y esta implicado
en la sustitucion de guanina por adenina en la posicion -241. Aunque la
consecuencia funcional de la variante es desconocida, la ubicacion sugiere que

puede afectar la expresion del gen DRD2 (66).

También existe evidencia en la alteracion del aumento de la sintesis de DA, esta
asociado a las funciones enziméaticas en esquizofrenia (67, 68). Por el proceso que
ocurre en las neuronas dopaminérgicas, la tirosina es transportada dentro de la
neurona e hidroxilado a L-DOPA por medio de la tirosina hidroxilada (TH); este es
el paso limitante en la sintesis de DA. Luego, la L-DOPA se transforma en DA al ser

descarboxilada por la dopa descarboxilasa (DDC) (69).

A pesar de que DDC no cataliza el paso limitante en la biosintesis de DA, se ha
sugerido que dicha enzima podria estar influyendo en la tasa de sintesis de DA.
Dentro de este contexto, la administraciébn de antagonistas de los receptores D2
aumenta la actividad de la DDC (70, 71), mientras que la administracién de

apomorfina, un agonista D2, reduce el influjo de L-[11C] DOPA. Esto coincide con
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el hecho de que la administracion aguda de antipsicéticos aumenta la descarga
neuronal de DA, y su administracion crénica disminuye el numero de neuronas
dopaminérgicas espontdneamente activas (72). Estos datos son consistentes con
estudios de la biosintesis de DA mediante tomografia de emision de positrones
(PET), y se sugiere que este tipo de estudios proporcionan una medida de la
actividad de la DDC en las terminales sindpticas dopaminérgicas, ya que la actividad
de la enzima se mueve en la misma direccion que la descarga neuronal de DA en

respuesta a las intervenciones farmacologicas(68).

El gen DDC esta ubicado en el cromosoma 7pl12.1 y consta de 15 exones. Las
variantes intronicas rs11238133, rs6951648, rs10499696 y rs921451 del gen DDC
han sido estudiadas en relacion a la esquizofrenia, es por esto que en este trabajo

han sido considerados (73).

El sistema endocannabinoide se ha surgido como un posible vinculo entre el
cannabis y la psicosis. Esta interaccion puede considerar los efectos de los
compuestos de cannabinoides exdégenos y enddgenos por igual en el cerebro. Esta
bien establecido que las propiedades psicogenas del cannabis esta principalmente
mediada por la estimulacién delta-9tetrahidrocabbanibol (THC) de los receptores
CB1. La activacion del receptor CB1 también puede modular otras vias, como el

glutamato, la dopamina y acido gamma-aminobutirico (GABA) (74, 75).

El gen CNR1, que codifica al receptor CB1, se localiza en el cromosoma 6q14-15y
se expresa ampliamente en el sistema nervioso central. Los polimorfismos en este

gen se han asociado con esquizofrenia (76), abuso de sustancias (77), asi como a
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la respuesta al tratamiento (63) y efectos adversos (78); sin embargo otros estudios
han informado hallazgos negativos (79, 80) y estas asociaciones siguen sin ser
concluyentes. Teniendo en cuenta la participacion del sistema endocannabinoide
en la psicosis se ha propuesto como un candidato que puede contribuir a la etiologia

y respuesta al tratamiento de la esquizofrenia.

La OXT se ha propuesto como un neurotransmisor que estaria alterado en la
esquizofrenia, esta hipétesis ha sido avalada por estudios de medicion de los niveles
basales de OXT en pacientes con esquizofrenia, en donde menores niveles de OXT
se asociarian con menos sintomas positivos y negativos (81). Ademas, estudios han
demostrado que la administracion de OXT en pacientes con esquizofrenia,
disminuiria los sintomas positivos y negativos. Asi como también se han reportado
variantes tanto en el gen de la OXT como en su receptor OXTR relacionados tanto
a la esquizofrenia como a la respuesta al tratamiento, como por ejemplo OXT:
rs4813625, rs4813626 y rs3761248 y OXTR: rs53576, rs237885. Algunas variantes
del gen OXT relacionadas a los sintomas positivos en la esquizofrenia son:
rs11706648, rs4686301, rs237899. Mientras que los sintomas negativos se han
asociado con OXT rs2740204 (82). Es por ello que se han considerado variantes
genéticas de los genes OXT y OXTR debido a su asociacion en la severidad de la

esquizofrenia y la respuesta al tratamiento con antipsicoticos.
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2. Pregunta: ¢Larespuesta al tratamiento con antipsicéticos es modulada
por variantes genéticas en pacientes chilenos con esquizofrenia?

3. Hipotesis:

La presencia de variantes genéticas involucradas en el desarrollo de la

esquizofrenia se asocia con respuestas diversas al tratamiento con antipsicoticos.

4. Objetivo general:

Identificar la asociacién de variantes genéticas involucradas en el desarrollo de

esquizofrenia con respuestas al tratamiento de antipsicoticos en pacientes chilenos.

5. Objetivos especificos:

1. Establecer el genotipo de los pacientes con esquizofrenia respondedora
y resistente al tratamiento con antipsicoticos.

2. Determinar la frecuencia alélica y genotipicas de las variantes genéticas
en pacientes con esquizofrenia respondedora y resistente al tratamiento
con antipsicéticos.

3. Analizar las diferencias de las frecuencias alélicas y genotipicas de las
variantes genéticas entre los pacientes con esquizofrenia respondedora
y resistente al tratamiento con antipsicoticos.

4. ldentificar genotipos capaces de predecir la respuesta al tratamiento con

antipsicoticos en pacientes con esquizofrenia.
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5. Materiales y métodos.

5.1Sujetos

5.2.1. Controles

El grupo control estaba compuesto por 81 individuos sin patologia psiquiatrica
(segun entrevista MINI, vea la seccion 5.2.1. para mayor detalle) invitados a
participar entre los consultantes y funcionarios de los Departamentos de Cirugia y
Odontologia del Hospital clinico de la Universidad de Chile, asi como estudiantes y

funcionarios de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

5.2.2. Pacientes

Este grupo estaba compuesto por un total de 196 individuos; 61 pacientes en
tratamiento con antipsicoticos, reclutados en el contexto de los protocolos "Relacion
entre el factor neurotrofico derivado del cerebro y el funcionamiento cognitivo de
pacientes con esquizofrenia" y "Bases farmacogendémicas de la mejoria cognitiva
en pacientes con esquizofrenia en tratamiento antipsicotico”. Ambos proyectos
fueron dirigidos por el Dr. Rodrigo Nieto Rojas, desarrollados en la Clinica
Psiquiatrica Universitaria y en el Programa de Genética Humana del Instituto de
Ciencias Biomédicas de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. La
muestra incluye principalmente pacientes de la Clinica Psiquiatrica Universitaria
(Servicio de Psiquiatria del Hospital Clinico de la Universidad de Chile) y del Hospital
Psiquiatrico Dr. José Horwitz Barak, Policlinico del Hospital del Salvador, entre otros

centros de atencion psiquiatrica.

25



Ademas, 135 pacientes en tratamiento con Clozapina, provenientes del Hospital del
Salvador, Playa Ancha, reclutados bajo el protocolo “ldentificacion de
biomarcadores asociados a sintomas psicoticos refractarios en personas enfermas
de esquizofrenia”, siendo el investigador principal el Dr. Alvaro Cavieres Fernandez,
y que fue realizado en la Universidad de Valparaiso en colaboracion con el Dr. Pablo

Moya V. del laboratorio de Neurogenética.

La muestra estaba compuesta por individuos de ambos sexos, ambulatorios u
hospitalizados que fueron evaluados por un médico psiquiatra encargado de realizar
el diagnostico de esquizofrenia segun DSM 1V, utilizando el SCID- | (vea la seccion
5.2.2. para mayor detalle) (83). Ademas, los pacientes fueron evaluados con la
escala para sintomas positivos y negativos (PANSS) (84), escala breve de
evaluacion psiquiatrica (BPRS) (85) y con la escala CGI (86) (vea las secciones

5.2.3. a 5.2.5. para mayor detalle).

Todos los sujetos participantes de este estudio firmaron un consentimiento
informado escrito, de acuerdo a lo estipulado y aprobado por el Comité de Etica de
la Investigacion Cientifica de la Clinica Psiquiatrica de la Universidad de Chile, el
Comité de Etica de Investigaciéon del Hospital Psiquiatrico Dr. José Horwitz Barak,
el Comité de Etica del Servicio de Salud Metropolitano Norte y el Comité de Etica
del Servicio de Salud Valparaiso-San Antonio (documentos adjuntos en la seccién
de anexos) y una aprobacién por el Comité de Etica de la Facultad de Medicina de

la Universidad de Chile bajo este proyecto.
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% Criterios de inclusion para esquizofrenia respondedora al tratamiento.
e Pacientes con diagndstico de esquizofrenia de acuerdo al DSM-IV-TR.
¢ Indicacion de tratamiento con al menos un antipsicético atipico.

¢ Menos de doce afios de tiempo de evolucion de la enfermedad.

% Criterios de inclusion para Esquizofrenia resistente al tratamiento.

e En tratamiento por lo menos 6 meses con clozapina con dosis = 300 mgrs.

al dia.

¢ Criterios de exclusién para ambos grupos:

e Comorbilidades psiquiatricas: Trastorno del &nimo, discapacidad intelectual,
trastornos por consumo de drogas, trastornos ansiosos, trastornos
disociativos, somatomorfos, trastornos alimentarios y trastornos de la
personalidad.

e Comorbilidad médica y/o neuroldgica de importancia.

5.3.1. Calculo de potencia estadistica

Considerando que la prevalencia de la esquizofrenia en Chile es del 1% y con el
tamafio de muestra de este estudio (61 casos de esquizofrenia respondedores y
135 casos resistente al tratamiento con antipsicéticos), suponiendo una frecuencia
alélica (MAF) del 0.2 en la poblacion se podrian identificar variantes dominantes que
otorguen un riesgo relativo intermedio (RR=1.8) con una potencia estadistica del

80% y un nivel de significacién alfa=0.05 (87).
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5.2. Evaluacioén clinica

5.2.1. Mini entrevista neuropsiquiétrica internacional (MINI)

La MINI (Mini Entrevista Neuropsiquiatrica Internacional) es una entrevista breve y
altamente estructurada en formato y algoritmos, es modular por categorias
diagndsticas de los principales trastornos psiquiatricos de la CIE-10 y DSM-IV. Esta
disponible en 33 idiomas y tiene una duracion de entre 15 a 20 minutos, es fiable (3
estudios frente a CIDI y SCID) y facil de usar por médicos no psiquiatras tras un

breve curso de formacion (88).

5.2.2. Entrevista Clinica Estructurada para los trastornos (SCID-I)

Es una entrevista aceptada y ampliamente utilizada para el diagndstico de los
trastornos DSM-IV Axis | (Axis | describe presencia de diagndsticos psiquiatricos
clinicos, como esquizofrenia, depresion, etc.). Una entrevista SCID-I con un
paciente psiquiatrico suele durar entre una y dos horas, dependiendo de la
complejidad de la historia psiquiatrica del sujeto y su capacidad para describir
claramente episodios de sintomas actuales y pasados, en comparacion a la

evaluacion con pacientes no psiquiatricos que suele durar de media a una hora.

Criterios para el diagnéstico de Esquizofrenia:

a) Sintomas caracteristicos: Dos (0 mas) de los siguientes, cada uno de ellos
presente durante una parte significativa de un periodo de 1 mes (o menos si ha sido
tratado con éxito):

1. Ideas delirantes
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2. Alucinaciones
3. Lenguaje desorganizado
4. Comportamiento cataténico

5. Sintomas negativos, por ejemplo, aplanamiento afectivo, alogia o abulia.

b) Disfuncion social/laboral: durante una parte significativa del tiempo desde el inicio
de la alteracién, una o més areas importantes de actividad, como son el trabajo, las
relaciones interpersonales o el cuidado de uno mismo, estan claramente por debajo

del nivel previo al inicio del trastorno.

c) Duracién: persisten signos continuos de la alteracion durante al menos 6 meses.
Este periodo de 6 meses debe incluir al menos 1 mes de sintomas que cumplan al
Criterio A (0 menos si se ha tratado con éxito) y puede incluir los periodos de
sintomas prodromicos y residuales. Durante estos periodos prodromicos o
residuales, los signos de la alteracion pueden manifestarse solo por sintomas
negativos o por dos o mas sintomas de la lista del Criterio A, presentes de forma

atenuada.

d) Exclusién de los trastornos esquizoafectivos y del estado de animo: el trastorno
esquizoafectivo y el trastorno del estado de &nimo con sintomas psicéticos se han
descartado debido a: 1) no ha habido ningun episodio depresivo mayor, maniaco o
mixto concurrente con los sintomas de la fase activa; o 2) si los episodios de
alteraciones animica han aparecido durante los sintomas de la fase activa, su
duracion total ha sido breve en relacion con la duracién de los periodos activos y

residual.
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f) Relacién con un trastorno generalizado del desarrollo: si hay historia de trastorno
autista o de otro trastorno generalizado del desarrollo, el diagndstico adicional de
esquizofrenia solo se realizara si las ideas delirantes o las alucinaciones también se

mantienen durante al menos 1 mes (0 menos si se han tratado con éxito) (89).

5.2.3. Escala breve de evaluacién psiquiatrica (BPRS)

Es una herramienta clinica disefiada para medir el cambio en la gravedad de la
psicopatologia general. Se evalia sobre un puntaje total continuo que
frecuentemente se usa para medir la efectividad de las intervenciones terapéuticas
en pacientes con trastornos psicoticos moderados y graves. La escala incluye 18
items relacionados con preocupaciones somaticas, ansiedad psiquica, aislamiento
emocional, desorganizacibn conceptual, sentimientos de culpa, tension,
manierismos y posturas, grandiosidad, &nimo depresivo, hostilidad, suspicacia,
alucinaciones, lentitud psicomotora, falta de colaboracién, contenido extrafio del

pensamiento, embotamiento afectivo, excitacién y desorientacion.

Cada uno de los items se evalla en una escala correspondiente a los siguientes
niveles: no esta presente (1), muy poco (2), poco (3), moderado (4), moderadamente
grave (5), grave (6), ostensiblemente grave (7) y no se puede evaluar (9). El puntaje
total se obtiene sumando los items individuales, donde el puntaje minimo
corresponde a un total de 18 puntos y el puntaje tota maximo corresponde a un total
de 126 puntos. Existiendo dos subescalas para medir los sintomas positivos que

corresponden a los items 4,11,12 y 15, donde el puntaje minimo es 4 y el maximo
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es 28, y los sintomas negativos con los items 3, 13, 16 y 18, donde el puntaje minimo

es 4 y el maximo es 28 (85).

5.2.4. Escala para sintomas positivos y negativos (PANSS)

Es una entrevista semiestructurada de 30-40 minutos de duracion que se desarrollé
a partir de los items del BPRS con el fin para proporcionar un instrumento bien
definido, especificamente para evaluar los sintomas positivos y negativos de la
esquizofrenia asi como también psicopatologia desde el punto de vista dimensional
(gravedad de la enfermedad) y categorial (esquizofrenia positiva, negativa y mixta),
la cual consta de 30 items, con fuertes propiedades psicométricas en términos de
confiabilidad, validez y sensibilidad demostrados en una serie de estudios

posteriores (85, 90).

5.2.5. Escala global clinica (CGI)

La escala CGl, proporciona un medida de resumen determinado por el médico que
tiene que tener en cuenta toda la informacion disponible, incluyendo un
conocimiento de la historia del pacientes, circunstancias psicosociales, sintomas,
comportamiento, y el impacto de los sintomas sobre la capacidad del

funcionamiento del paciente (91).

5.2.6. Conversion de PANSS a BPRS

Las Escalas PANSS y BPRS son las mas utilizadas para calificar los sintomas de la
esquizofrenia. Dado que un subgrupo de los pacientes fueron evaluados

Gnicamente con Escala PANSS, se realizé una conversion del total del puntaje del
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PANSS a BPRS empleando el método descrito por Leucht et al. (92), para poder
comparar los puntajes de los sintomas entre los pacientes. Los sintomas positivos
y negativos se obtuvieron sumando los items correspondientes, sintomas positivos
(4, 11, 12, 15) con sus equivalentes en la prueba del PANSS, y los sintomas

negativos (3, 13, 16, 18) con sus equivalentes en la prueba del PANSS.

5.3. Andlisis genéticos

En esta tesis se utilizaron muestras de ADNs que habian sido previamente extraidas

desde sangre periférica, siguiendo los protocolos que se detallan a continuacién.

5.3.1. Muestras de ADN gendmico

Se extrajo una muestra de sangre de 10cc a los sujetos participantes. La muestra
se recolecto en tubos EDTA, y se transporté en las condiciones 6ptimas (4°C). El
ADN gendmico se extrajo mediante un kit comercial Blood DNA extraction (Qiagen,
EEUU) y NucleoSpin®Blood L (Macherey-Nagel) siguiendo el protocolo del
fabricante. La cuantificacion de la concentracion de DNA se realizé con
espectrofotometro (NanoDrop). Se realizé la evaluacion de integridad del DNA
gendmico extraido mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2%. Las muestras

de ADN fueron almacenadas a -80 °C hasta su utilizacion.

5.3.2. SNPs seleccionados

La seleccion de este panel de variantes genéticas se realiz6 mediante una revision
bibliografica de genes candidatos que estuvieran relacionados al desarrollo de

esquizofrenia o0 a la respuesta al tratamiento con antipsicoéticos, dicho panel se
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realiz6 en un proyecto dirigido por el Dr. Pablo Moya del laboratorio de

Neurogenética de la Universidad de Valparaiso (tablal).

Tabla 1. SNPs del presente estudio.

GEN SNP Nomenclatura Ubicacion
OXT rs877172 3069244T>G Intron
rs2740210 3072609C>A Promotor
rs2740204 3081821G>T coddn sinbnimo
OXTR rs2254298 8760542G>A Intron
rs53576 8762685A>G Intron
rs2228485 8768017G>A codon sinbnimo
CNR1 rs806368 88140381T>C 3'UTR
rs1049353 88143916C>T Exon
rs806379 88151548A>T Intron
rs806380 88154934A>G Intron
DDC rs11238133 50475216A>C Intron
rs6951648 50499795G>A Intron
rs10499696 50553890A>G Intron
rs921451 50555587T>C Intron
DRD2 rs1799978 4651A>G Promotor

5.3.3. Genotipificacion

Para llevar a cabo la genotipificacion se utilizaron sondas TagMan® con las

secuencias especificas de los SNPs. También agua destilada grado molecular y

MasterMix, el cual contiene la polimerasa, los nucléotidos y cofactores.

Las cantidades en las que se mezclaron los reactivos estan indicadas en la tabla 2.

El andlisis de los genotipos se realizdé en un termociclador Agilent Technologies,
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AriaMix Real Time PCR System®, cuyo programa de temperatura se encuentra en

la tabla 3.
Tabla 2. Volumenes de reactivos para solucion de PCR.
Reactivos pL (x1 reaccion)
Master mix 5uL
Sonda TagMan 0.175 pL
H20 2.825 pL
DNA (6ng/uL) 2 uL
Volumen final 10 pL
Tabla 3. Programa de temperatura para termociclador
Duracion del ciclo | Temperatura (°C) N- de ciclos
10 minutos 95 1
15 segundos 95 50
1 minuto 60 50

Para realizar la discriminacién alélica mediante PCR en tiempo real, se emplearon
dos sondas, VIC y FAM, las que son especificas para regiones de entre 80 y 100
pares de bases y que contienen a los alelos en estudio. A medida que se produce
la amplificacién de las regiones que contienen a los alelos, las sondas, que son
alelo-especificas, se van uniendo a los respectivos amplicones con los que tengan
afinidad, permitiendo que el fluoréforo asociado a la sonda se active emitiendo una
fluorescencia, que sera distinta para cada sonda. De esta manera, por cada ciclo de
PCR va aumentando la cantidad de fluorescencia, la que sirve de indicador de
presencia de un alelo en particular. En consecuencia, al término de los ciclos de
amplificacion de cada muestra, se puede evidenciar un genotipo homocigoto para

uno de los alelos en particular si se capta la fluorescencia de una de las dos sondas
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solamente, de FAM o VIC, o bien la muestra puede evidenciar un genotipo
heterocigoto, si se captan las fluorescencia de ambas sondas.
Los genotipos de cada uno de los pacientes se obtuvieron con este método,

empleando el software Agilent AriaMx 1.0.

5.4. Analisis estadistico

Todos los andlisis se realizaron usando el ambiente de analisis matematico R. La
normalidad de los datos se analiz6 mediante una prueba de Shapiro Wilk. Las
diferencias entre el total del puntaje del BPRS y las subescalas (sintomas positivos
y negativos) se analizaron con una prueba Wilcoxon. Las diferencias en las
frecuencias de genotipos entre los pacientes respondedores y resistentes se
evaluaron con una prueba de X2. Los célculos de equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE) en los marcadores con 5 o mas observaciones en cada genotipo se
realizaron con una prueba de X2. Para los andlisis que no cumplian con la condicién
(£ 5), se utilizo la prueba exacta de Fisher. Se consideré un p-value < 0.05 como
no consistente con el equilibrio (93). Adicionalmente, para cada variante
seleccionada se realizé un test de asociacion mediante regresion logistica multiple,
considerando el fenotipo (variable binomial con las categorias respondedor y
resistente) como variable de respuesta y como variables explicatorias el genotipo
(Homocigoto para el alelo de referencia, heterocigoto y homocigoto para el alelo
alternativo), el sexo, la edad y el sector de salud en el que se atiende el paciente
(publico o privado). La asociacién se expres6 como odds ratio (OR). Un p-value <

0.05 se considero significativo.
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Para lidiar con los datos faltantes, en el caso de la edad, el valor faltante fue

reemplazado con el promedio de edad por grupo.
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6. Resultados

6.1. Caracteristicas demogréficas de los individuos

La muestra estuvo constituida por 277 individuos, 196 (70.7%) pacientes con
esquizofreniay 81 (29.3%) controles. De los pacientes con esquizofrenia, 61 (22%)
eran respondedores al tratamiento y 135 (48.7%) eran resistentes al tratamiento. En
cuanto a la distribucion de los individuos por sexo, 108 no presentaban la
informacion (missing data o NA), 114 (67.5%) eran hombres y 55 (32.5%) eran
mujeres. La edad promedio de los individuos fue de 30.1 + 12.2 afios con un 60.3%
de informacion faltante. En cuanto al sector de salud en el cual se atienden los
pacientes. 190 (68.7%) pertenecen al sector publico, 22 (7.9%) pertenecen al sector

privado, 65 (23.5%) no presentaban la informacion (tabla4).

Tabla 4. Caracteristicas demogréficas

Caracteristicas Respondedores Resistentes Controles Total
(n=61) (n=135) (n=81) (n=277)
Genero N (%) N (%) N (%) N (%)
Masculino 44 (72.1) 57 (68.7) 13 (52) 114 (67.5)
Femenino 17 (27.9) 26 (31.3) 12 (48) 55 (32.5)
NA - 52 56 108
Promedio + DE Promedio + DE | Promedio + DE | Promedio + DE
Edad 27.59 (10.56) 40.91 (13.37) 26.16 (8.1) 30.1(12.2)
NA N (%) - 111 (82.2) 56 (69.1) 167 (60.3)
Sector de salud
Publico 36 (59) 135 (100) 19 (24.5) 171(61.7)
Privado 22 (36) 0 - 22 (7.9)
NA 3(1.8) - 62 (76.5) 65 (23.5)
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6.2. Caracteristicas clinicas de los pacientes

Las figuras 5-7 muestran la distribucion de los pacientes respecto al puntaje total
del BPRS y sus subescalas de sintomas negativos y positivos. En la sintomatologia
psicotica de los pacientes resistentes se observd un promedio de 39.72 en el total
del puntaje de BPRS, 10.01 en los sintomas positivos y 10.78 en los sintomas
negativos, mientras que en el grupo de respondedores se observaron promedios de
35.9, 7.39 y 9.68 respectivamente. La diferencia en el promedio de los sintomas

positivos entre ambos grupos fue significativamente diferente (P=0.005) (tabla 5).
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Figura 5. Distribucion del total de puntaje de BPRS de los pacientes resistentes y respondedores.

Se muestra la distribucion de los pacientes con esquizofrenia resistente y respondedora al
tratamiento con antipsicéticos, de acuerdo a su puntaje total de BPRS. Se observa que una fraccion
del grupo resistente al tratamiento presenta puntajes mas altos.
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Figura 6. Distribucién de la subescala de sintomas negativos de los pacientes resistentes y
respondedores

Se muestra la comparacién de los sintomas negativos en el grupo resistente y el grupo respondedor,
donde se muestra una similitud en el puntaje de los sintomas negativos de ambos grupos.
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Figura 7. Distribucidon de la subescala de los sintomas positivos de los pacientes resistentes y
respondedores.

Se muestra una comparacién de los sintomas positivos en el grupo resistente y el grupo
respondedor, se observa un menor puntaje de los sintomas positivos en el grupo respondedor en
comparacion al grupo resistente.

Tabla 5. Puntaje de los sintomas psicéticos en los pacientes resistentes y
respondedores.

Resistentes Respondedores p-value *
BPRS total 39.72 (17.83) 35.9 (10.39) 0.78
Sintomas positivos 10.01 (5.39) 7.39 (3.54) 0.005
Sintomas negativos 10.78 (4.18) 9.68 (4.11) 0.15

Los sintomas estan reportados como promedio (Desviacion estandar), BPRS (Brief
Psychotic Rating Scale). La prueba de normalidad Shapiro-Wilk arrojé un p < 0.05 para
cada variable. * Prueba Wilcoxon.

6.3. Estimacion y comparacion de frecuencias genotipicas y alélicas

Las frecuencias genotipicas de los 15 SNPs estudiados se muestran en las tablas

5-9 de acuerdo al gen al que pertenecen. Dos de los SNPs (OXT: rs2740210
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(p=0.03), DDC: rs10499696 (p=<0.05), tablas 6 y 9) no se encontraron en equilibrio
de Hardy-Weinberg en los controles.

En cuanto a las frecuencias genotipicas, se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los casos resistentes y respondedores en 8 de
los SNPs: OXT rs2740210 (p=0.03), OXTR rs2228485 (p<0.01), CNR1 rs806368
(p<0.01), rs1049353 (p<0.01), rs806379 (p<0.01) y rs806380 (p<0.01), DDC
rs10499696 (p=0.001) y DRD2 rs1799978 (p=0.005). Mientras que entre los casos
con esquizofrenia y los controles solo se observd diferencia estadisticamente

significativa en el SNP CNR1 rs806379 (p=0.001).

Tabla 6. Frecuencias genotipicas de tres SNPs del gen OXT en pacientes
resistentes, respondedores al tratamiento y controles.

OXT
SNP Genotipo | Respondedores | Resistentes | Pacientes | Controles HWE p1l p2
N (%) N (%) N (%) N (%)
rs877172 GG 12 (19.7) 16 (11.9) 28 (14.3) 16 (19.7) 0.815 | 0.05" | 0.16"
TG 29 (47.5) 50 (37) 79 (40.3) 38 (46.9)
TT 20 (32.8) 69 (51.1) 89 (45.4) 27 (33.3)
rs2740210 AA 11 (18) 18 (13.3) 29 (14.8) 13 (16) 0.589 | 0.03*' | 0.73"
CA 30 (49.2) 43 (31.9) 73 (37.2) 35 (43.2)
CcC 20 (32.8) 74 (54.8) 94 (48) 33 (40.8)
rs2710204 GG 18 (29.5) 34 (25.2) 52 (26.5) 18 (22.2) 0.198 | 0.10" | 0.61"
GT 25 (41) 76 (56.3) 101 (51.5) 47 (58)
TT 18 (29.5) 25 (18.5) 43 (21.9) 16 (19.8)

HWE, Hardy-Weinberg, p-value 1- Pacientes respondedores y pacientes resistentes. p-
value 2- Pacientes totales y controles, Prueba de X2.
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Tabla 7. Frecuencias genotipicas de tres SNPs del gen OXTR en pacientes
resistentes, respondedores al tratamiento y controles.

OXTR
SNP Genotipo | Respondedores | Resistentes | Pacientes | Controles HWE P1 p2
N (%) N (%) N (%) N (%)
rs2254298 AA 2(3.3) 5(3.7) 7 (3.6) 2 (2.5) 0.501  0.43> 0.342
GA 13 (21.3) 41 (30.4) 54 (27.6) 29 (36.3)
GG 46 (75.4) 89 (65.9) | 135(68.9) 49 (61.2)
rs53576 AA 8 (13.1) 18 (13.3) 26 (13.3) 10 (12.3) 0.724 | 091"  0.97
GA 28 (45.9) 66 (48.9) 94 (47.9) 40 (49.4)
GG 25 (41) 51 (37.8) 76 (38.8) 31 (38.3)
rs2228485 AA 4 (6.7) 62 (45.9) 66 (33.8) 30 (37.0) 0417  1.9e-  0.85
AG 36 (60) 55(40.7) | 91(46.7) @ 35(43.2) 08**
GG 20 (33.3) 18 (13.3) 38 (19.5) 16 (19.8)
HWE, Hardy-Weinberg, p-value 1- Pacientes respondedores y pacientes resistentes. p-
value 2- Pacientes totales y controles, Prueba de X2. Prueba exacta de Fisher.
Tabla 8. Frecuencias genotipicas de cuatro SNPs del gen CNR1 en pacientes
resistentes, respondedores al tratamiento y controles.
CNR1
SNP Genotipo | Respondedores | Resistentes | Pacientes | Controles HWE p1l p 2
N (%) N (%) N (%) N (%)
rs806368 cC 39 (63.9) 22 (16.3) 61(31.1)  15(18.8) 0.922 1.9e- 0.10"
TC 19 (31.2) 55(40.7) | 74(37.8) | 38 (47.5) 12+
TT 3(4.9) 58 (42.9) 61 (31.1) = 27(33.7)
rs1049353 GG 5(8.2) 64 (47.4) 69 (35.6) = 38(46.9) 0.116 8.7e- 0.11"
GA 26 (42.6) 45 (33.3) 71 (36) 28 (34.6) 08*"
AA 30 (49.2) 26 (19.3) 56 (28.4) = 15(18.5)
rs806379 AA 37 (60.7) 49 (36.3) 86 (43.9) 37 (45.7) 0.489" 0.01*" | 0.001*
AT 14 (22.9) 44 (32.6) 58 (29.6) = 38 (46.9)
TT 10 (16.4) 42 (31.1) 52 (26.5) 6 (7.4)
rs806380 AA 2 (3.3) 61 (45.2) 63 (32.1) = 24 (29.6) 0.201" 1.6e- 0.92"
AG 16 (26.2) 63 (46.7) | 79 (40.3) 34 (42) 20
GG 43 (70.5) 11 (8.1) 54 (27.6) = 23(28.4)

HWE, Hardy-Weinberg, p-value 1- Pacientes respondedores y pacientes resistentes. p-
value 2- Pacientes totales y controles. 'Prueba de X2. 2Prueba exacta de Fisher.
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Tabla 9. Frecuencias genotipicas de cuatro SNPs del gen DDC en pacientes
resistentes, respondedores al tratamiento y controles.

DDC
SNP Genotipo | Respondedores | Resistentes | Pacientes | Controles HWE p1l p2
N (%) N (%) N (%) N (%)
rs11238133 AA 2(3.3) 16 (11.9) 18 (9.2) 13 (16) 0.149' 0.08> | 0.18?
CA 26 (42.6) 63 (46.7) 89 (45.4) 30 (37)
cC 33(54.1) 56 (41.4) 89 (45.4) 38 (47)
rs6951648 AA 3(4.9) 8 (5.9) 11 (5.6) 1(1.3) 0.99? 0.99% | 0.14?
GA 19 (31.2) 43 (31.9) 62 (31.6) 21 (26.2)
GG 39 (64) 84 (62.2) 123 (62.8) | 58 (72.5)
rs10499696 AA 2(3.3) 106 (78.5) 108 (55.4) | 41(51.3) | 4.2e-10 | 0.001** | 0.34
AG 14 (23.3) 21 (15.6) 35(17.9) @ 11(13.7)
GG 44 (73.3) 8 (5.9) 52 (26.7) 28 (35)
rs921451 CcC 2(3.4) 13 (9.8) 15 (7.7) 8 (10) 0.586" 0.312 | 0.78
TC 24 (40.7) 56 (41.4) 80 (41.2) 30 (37.5)
TT 33 (55.9) 66 (48.8) 99 (51.1) 42 (52.5)

HWE, Hardy-Weinberg, p-value 1- Pacientes respondedores y pacientes resistentes. p-
value 2- Pacientes totales y controles. '"Prueba de X2. 2Prueba exacta de Fisher.

Tabla 10. Frecuencias genotipicas del SNP rs1799978 del gen DRD2 en pacientes
resistentes, respondedores al tratamiento y controles.

DRD2
SNP Genotipo | Respondedores | Resistentes | Pacientes | Controles HWE pl p 2
N (%) N (%) N (%) N (%)
rs1799978 AA 48 (78.7) 94 (69.6) 142 (72.4) | 67 (82.7) 0.035*2 | 0.005** | 0.092
AG 13 (21.3) 19 (14.1) 32 (16.3) 11 (13.6)
GG 0 (0) 22 (16.3) 22 (11.2) 3(3.7)

HWE, Hardy-Weinberg, p-value 1- Pacientes respondedores y pacientes resistentes. p-
value 2- Pacientes totales y controles. 'Prueba de X2. 2Prueba exacta de Fisher.

Las frecuencias alélicas de los 16 SNPs estudiados se muestran en las tablas 11-15 de

acuerdo al gen al que pertenecen, se observaron diferencias estadisticamente
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significativas entre los casos resistentes y respondedores en 11 de los SNPs: OXT
rs877172 (p=0.02), rs2740210 (p=0.02), OXTR rs2254298 (p=0.02), rs22228485
(p<0.001), CNR1 rs806368 (p<0.001), rs1049353 (p<0.001), rs806379 (p=0.0004),
rs806380 (p<0.001), DDC rs11283133 (p=0.04), rs10499696 (p<0.001), DRD2
rs1799978 (p=0.01). Los 8 SNPs con frecuencias genotipicas diferentes entre casos y
controles mostraron consistentemente diferencias en las frecuencias alélicas, mientras
que los SNPs: OXT rs877172, OXTR 2254298 y DDC rs11283133, solo mostraron
diferencias en las frecuencias alélicas.

En cuanto a los casos con esquizofrenia y los controles solo se observaron diferencias
estadisticamente significativas en 3 SNPs: CNR1 1049353 (p=0.04), rs806379 (p<0.001),
DRD2 rs1799978 (p=0.01). EI SNP con frecuencias genotipicas diferentes entre casos
con esquizofrenia y controles mostro consistentemente diferencias alélicas, mientras que
los SNPs: CNR1 rs1047353 y DRD2 rs1799978 solo mostraron diferencias en las
frecuencias alélicas.

Tabla 11. Frecuencias alélicas de tres SNPs del gen OXT en pacientes resistentes,
respondedores al tratamiento y controles.

OXT

SNP Alelos | Respondedores | Resistentes | Pacientes | Controles pl p2
(n=61) (n=135) (n=196) (n=81)
N (%) N (%) N (%) N (%)

rsg77172 T 69 (57) 188 (70) 257 (65.6) 92 (57) 0.02 0.06
G 53 (43) 82 (30) 135 (35.4) 70 (43)

rs2740210 C 70 (57) 190 (70) 260 (66.3) 101 (62) 0.02 0.43
A 52 (43) 80 (30) 132 (33.7) 61 (38)

rs2740204 G 54 (47) 144 (53) 198 (51.4) 83 (51) 0.30 0.99
T 61 (53) 126 (47) 187 (48.6) 79 (49)

p-value 1- Pacientes respondedores y pacientes resistentes. p-value 2- Pacientes totales
y controles. Prueba de X2.
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Tabla 12. Frecuencias alélicas de tres SNPs del gen OXTR
resistentes, respondedores al tratamiento y controles.

OXTR

en pacientes

SNP Alelos
rs2254298 G
A
rs53576 G
A
rs2228485 A
G

Respondedores

(n=61)
N (%)
98 (92)
8(8)
78 (64)
44 (36)
44 (37)
76 (63)

Resistentes

(n=135)
N (%)

219 (81)
51 (19)
168 (62)
102 (38)
179 (66)
91 (34)

Pacientes
(n=196)
N (%)

317 (84.1)
59 (16)
246 (62.8)
146 (37.2)
223 (57.2)
167 (42.8)

Controles
(n=81)
N (%)

127 (79)
33 (21)
102 (63)
60 (37)
95 (59)
67 (40)

pl p2
0.02 0.23
0.83 0.99
8.94E- 0.82
08

p-value 1- Pacientes respondedores y pacientes resistentes. p-value 2- Pacientes

totales y controles. Prueba de X2.

Tabla 13. Frecuencias alélicas de cuatro SNPs del gen CNR1 en pacientes
resistentes, respondedores al tratamiento y controles.

CNR1

SNP Alelos

rs806368 T
C
rs1049353 G
A
rs806379 A
T
rs806380 A
G

Respondedores

(n=61)
N (%)
25 (20)
97 (80)
36 (30)
86 (70)
88 (72)
34 (28)
20 (16)
102 (84)

Resistentes

(n=135)
N (%)
169 (63)
101 (37)
173 (64)
97 (36)
142 (53)
128 (47)
185 (69)
85 (31)

Pacientes
(n=196)
N (%)
194 (49.5)
198 (50.5)
209 (53.3)
183 (46.7)
230 (58.7)
162 (41.3)
205 (52.3)
187 (47.7)

Controles
(n=81)
N (%)
92 (58)
68 (43)
104 (34)
58 (36)
112 (69)
50 (31)
82 (51)
80 (49)

p1l

2.74E-
14

4.32E-
10

0.0004

3.16E-
21

p-value 1- Pacientes respondedores y pacientes resistentes. p-value 2-

totales y controles. Prueba de X2.

p2

0.11

0.02

0.03

0.79

Pacientes
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Tabla 14. Frecuencias alélicas de cuatro SNPs del gen DDC en pacientes
resistentes, respondedores al tratamiento y controles.

DDC

SNP Alelos | Respondedores | Resistentes | Pacientes | Controles pl p2
(n=61) (n=135) (n=196) (n=81)
N (%) N (%) N (%) N (%)

rs11238133 C 92 (75) 173 (64) 265 (67.6) 106 (65) 0.04 0.69
A 30 (25) 97 (36) 127 (32.4) 56 (35)

rs6951648 G 97 (80) 211 (78) 308 (78.6) 137 (86) 0.86 0.07
A 25 (20) 59 (22) 84 (21.4) 23 (14)

rs10499696 A 18 (15) 233 (86) 251 (64.4) 95 (59) 2.92E- | 0.32

G 102 (85) 37 (14) 139 (35.6) 65 (41) 41

rs921451 T 90 (76) 188 (70) 278 (71.6) 114 (71) 0.23 0.99

C 28 (24) 82 (30) 110 (28.4) 46 (29)

p-value 1- Pacientes respondedores y pacientes resistentes. p-value 2- Pacientes
totales y controles. Prueba de X2.

Tabla 15. Frecuencias alélicas del SNP rs1799978 del gen DRD2 en pacientes
resistentes, respondedores al tratamiento y controles.

DRD2
SNP Alelos | Respondedores | Resistentes Pacientes Controles pl p2
(n=61) (n=135) (n=196) (n=81)
N (%) N (%) N (%) N (%)
rs1799978 A 109 (89) 207 (77) 316 (80.6) 145 (90) 0.01 0.02
G 13 (11) 63 (23) 76 (19.4) 17 (10)

p-value 1- Pacientes respondedores y pacientes resistentes. p-value 2- Pacientes
totales y controles. Prueba de X2.

6.4. Asociacion de las variantes con la respuesta al tratamiento
Finalmente, se evaluo si alguna de las variantes analizadas se asociaba con la respuesta
al tratamiento. Se consideraron como variables predictoras el genotipo de cada variante,
el sexo, la edad y el sector de salud en el que se atiende el paciente (publico o privado).

No obstante se observé una proporcién de datos faltantes para algunos individuos en el
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conjunto de variables a analizar (Figura 8). Aquellos individuos con informacion faltante
para el sexo fueron excluidos (n = 52), mientras que los datos faltantes para la edad
fueron reemplazados con el valor promedio para cada grupo. Finalmente se obtuvo un

total de 58 respondedores y 83 resistentes que contaban con la informacién completa.
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Figura 8. Analisis exploratorio de la proporcion de datos faltantes en las 21 variables contenidas en
el dataset.

En esta figura se muestra las observaciones de cada una de las variables que fueron para cada uno
de los grupos, las primeras 15 pertenecen a los SNPs estudiados, las siguientes tres pertenecen a los
datos demograficos, las tres siguientes pertenecen a los datos clinicos y en la Ultima columna se ven
divididos los grupos de los individuos estudiados, donde el las marcadas con negro son datos
faltantes y las de color gris son datos que estaban presentes.

El analisis de regresion logistica mdultiple en este conjunto de individuos permitié
identificar 4 SNPs OXTR rs2228485, CNR1 rs806368, rs1049353 y DDC rs10499696
donde el genotipo proporciona un efecto protector ORs de 0.13, 0.07, 0.11, 0.01, 0.07,

0.02 y 0.09 respectivamente (tabla 16).

Los andlisis de devianza con la funcion anova para cada uno de los modelos de regresion

sugieren que las variables que explican la mayor proporcion de la variacion fueron el
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genotipo (en los casos significativos) y la edad, mientras que el resto de las variables

explican una proporciona despreciable de la varianza.

Tabla 16. Resultados para 4 marcadores significativamente asociados con la
respuesta al tratamiento en pacientes chilenos con esquizofrenia.

SNP Genotipo P OR 95 % IC

OXTR A/A Referencia - - - -
rs2228485 A/G 0.015 0.13 0.02 0.57
G/G 0.0039 0.07 0.01 0.37

CNR1 T/T Referencia - - - -
rs806368 T/C 0.07 0.11 0.01 0.84
C/C 0.0001 0.01 0.0005 0.07

CNR1 G/G Referencia - - - -
rs1049353 G/A 0.004 0.07 0.01 0.35
A/A 0.0001 0.02 0.002 0.10

DDC A/A Referencia - - - -
rs10499696 A/G 0.002 0.09 0.01 0.39
G/G 1.1E-05 0.002 -Inf 0.02

48



7. Discusion

La esquizofrenia es una enfermedad heterogénea la cual se ha postulado como
multifactorial, siendo el resultado de factores genéticos y ambientales que
desencadenan la enfermedad. Algunos analisis de asociacion de variantes
genéticas han permitido identificar ciertos genes que podrian conferir
susceptibilidad no solo a presentar esquizofrenia, sino también a una pobre

respuesta al tratamiento.

En esta tesis se estimaron y analizaron las frecuencias alélicas y genotipicas de
polimorfismos en genes candidatos relacionados con esquizofrenia; OXT, OXTR,
CNR1, DDC y DRD2, tanto entre pacientes con esquizofrenia y un grupo control,
como entre pacientes respondedores y resistentes al tratamiento con antipsicoéticos.
A continuacién se hard un analisis detallado de cada uno de estos genes a la luz de

los resultados obtenidos durante la elaboracion de esta tesis.

Polimorfismos del gen OXT

La oxitocina es considerada desde el punto de vista funcional como un
neurotransmisor y/o neuromodulador, ha sido considerado en estudios con
pacientes con esquizofrenia y autismo ya que las alteraciones en el sistema de
oxitocina estarian vinculadas a las dificultades en las habilidades de cogniciéon
social, especificamente en el reconocimiento de emociones, percepcion social y
empatia. Existe evidencia de la administracion de OXT via intranasal en sujetos con
esquizofrenia, donde se observaron disminuciones de los sintomas positivos y

negativos en los sujetos que recibieron la OXT (94).

49



En este trabajo se encontré que el genotipo CC de OXT rs2740210 y el alelo T de
OXT rs877172 son mas frecuentes en los pacientes resistentes. Este es un hallazgo
interesante, dado que la variante rs2740210 se encuentra en una region promotora
mientras que la variante rs877172 se encuentra en un enhancer, lo que podria
sugerir que dichas variantes estarian involucradas o tendrian un efecto sobre la
regulacion de la transcripcidn, alterandose asi los niveles de la expresion génica de

la OXT en los pacientes resistentes.

Polimorfismos del gen OXTR

Algunas variantes del gen OXTR han sido asociadas en la expresion emocional,
diferencias individuales, autismo, esquizofrenia, psicopatia. Aqui se observo que el
tanto el alelo A como el genotipo AA de OXTR rs2228485 y el alelo G de rs2254298

son mas frecuentes en los pacientes resistentes.

El posible efecto funcional de estas variables no ha sido reportado en la literatura.
Sin embargo rs2228485 siendo una variante sindénima, aunque no modifica el
aminoacido, podria tener un papel en la estabilidad y estructura de los ARNm
mientras que rs2254298 siendo una variante intronica podria afectar la estructura
del ARN, incluyendo el corte y empalme, la regulacion de la traduccion del ARNm a

proteina y la estabilidad del ARNm.

Polimorfismos del gen CNR1

El sistema endocannabinoide ha sido importante en estudios de enfermedades
psiquiatricas como la esquizofrenia debido a su relacién entre la psicosis y los
cannabis, especialmente el gen CNR1 que codifica para CB1 el principal receptor

del sistema.
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En este trabajo se estudiaron 4 SNPs que han sido relacionados a la esquizofrenia
0 a su posible respuesta al tratamiento. Se observaron diferencias significativas en
los 4 SNPs. El genotipo TT y el alelo T de rs806368 fueron mas frecuentes en los

pacientes resistentes.

Para el rs1049353, el genotipo GG y el alelo G también fueron mas frecuente en los
pacientes resistentes. Mientras que entre los pacientes con esquizofrenia y el grupo
control, el genotipo GG resulté mas frecuente en los controles. Esto es interesante,
dado que sugiere que esta variante se asocia con la resistencia al tratamiento pero

también esta inversamente asociada con la susceptibilidad a la enfermedad.

El genotipo AA y el alelo A de rs806379 se observaron con mayor frecuencia en
pacientes respondedores. Igualmente el genotipo AA también fue méas frecuente
entre los controles frente a los pacientes con esquizofrenia. Es este caso la variante
no solo sugiere una mejor respuesta al tratamiento, sino que también se asocia con

un menor grado de susceptibilidad a la enfermedad.

De igual forma el genotipo GG y el alelo G de rs806380 fueron mas frecuentes en

pacientes respondedores.

En un estudio de Hamdani et al., reclutaron a 133 pacientes con esquizofrenia de
poblacién francesa, los pacientes fueron tratados con antipsicéticos atipicos
(incluyendo clozapina). Se analizaron cuatro SNPs de CNR1: rs806368, rs1049353,
rs806379 y rs806380. Donde obtuvieron resultados similares a los de este trabajo
con respecto al alelo G de rs1049353; se observd un exceso en pacientes con

esquizofrenia refractaria en comparacioén con los respondedores (85.6%, 71.6%;
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x2=7.420; p=0.006). Esta observacion fue independiente de la region geografica de
origen del paciente (63). Sin embargo, Schennach et al., en una carta reciente al
editor, reportaron que no encontraron una asociacion significativa entre rs1049353
y la mejoria temprana o la respuesta clinica en poblacién alemana (95). Ademas,
otros estudios indican una asociaciéon nominal entre las variantes de CNR1 vy el

sindrome metabolico en pacientes con esquizofrenia (96).

Estos resultados indican una posible tendencia respecto al SNPs rs1049353 y su
posible utilidad en la prediccion de la resistencia al tratamiento. En cuanto a las otras
variantes estudiadas del gen CNR1, se sabe que rs806368 es una variante 3'UTR,
rs1049353 es una variante sin6nima, mientras que rs806379 y rs806380 son
variantes intrénicas. Aunque no hay evidencia descrita donde se explique cémo
estas otras variantes podrian ejercer un efecto sobre el fenotipo, se sabe que estas
variantes no son capaces de sustituir aminoacidos ni cambiar la estructura de la
proteina, ni que alteran la expresion de ARNm o interrumpen la transcripcion en
regiones promotoras. Por lo que podria considerarse que su asociacion se deba a
la existencia de un desequilibrio de ligamiento con otro SNP funcional a lo largo del

gen, de manera que ese posible haplotipo podria ser blanco de otro estudio.

Polimorfismos del gen DDC

La DDC es una enzima involucrada directamente en la sintesis de dopamina y
serotonina, e indirectamente en la sintesis de noradrenalina. En este estudio se
observd que el genotipo AA y el alelo A de rs10499696 eran mas frecuentes en
pacientes resistentes. Por otro lado, el alelo C de rs11283133 fue mas frecuente en

los pacientes respondedores.
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En resultados de estudios anteriores del Laboratorio de Genética y Gendmica de
Enfermedades Neuropsiquiatrias, se observo una tendencia del genotipo AA en
pacientes refractarios al tratamiento con clozapina, donde no se observaron
diferencias significativas lo cual podria deberse al tamafio de la muestra, ya que
estudios posteriores (97) asi como el estudio presente han corroborado la

asociacion con un mayor numero de pacientes.

Ya que esta es una variante intronica, el posible efecto biol6gico podria estar
relacionado con la alteracion de la estructura del ARN, incluyendo el corte y
empalme, la regulacion de la traduccion del ARNm a proteina y la estabilidad del
ARNmM. No obstante, en estudios recientes se sugiere que el subgrupo de pacientes

resistentes al tratamiento puede no exhibir una disfuncién dopaminérgica (66).

Polimorfismo del gen DRD2

El receptor D2 de DA es ampliamente estudiado en esquizofrenia y la respuesta al
tratamiento con antipsicoticos, debido a que todos los antipsicéticos actuan a nivel
de ese receptor. En este estudio se observd que el genotipo AA y el alelo A de
rs1799978 eran mas frecuente en los pacientes respondedores. Igualmente el alelo
A de esta variante fue mas frecuente en los controles que en los pacientes con
esquizofrenia. Esto sugiere que la variante se asocia no solo con una mejor
respuesta al tratamiento sino también con una menor susceptibilidad a la

enfermedad.

En un estudio de Lencz T. et al., que evalu6 la respuesta al tratamiento con

antipsicoticos como la olanzapina y risperidona, se observo una asociacion entre
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los pacientes que portaban por lo menos un alelo G y una respuesta mas rapida al

tratamiento, en en comparacion con los pacientes que portaban el genotipo AA.

Esta discrepancia frente a nuestros resultados se podria explicar considerando que
estamos analizando un marcador que no necesariamente es la variante causal, por
lo que se pude contemplar la existencia de un desequilibrio de ligamiento, donde la
variante genética que podria dar la explicacion al fenotipo se esté heredando junto

con la variante de DDC estudiada.

Respecto con la posible causa biolégica de la variante encontrada en una region
promotora del gen DRD2 rs1799978 podria modificar, destruir o crear sitios de unién
y reconocimiento para factores de transcripcion, alterando de esta manera los
niveles de expresion génicay llevando a una sobrexpresion de los mismos, pero en
este caso podria ser que el gen este en desequilibrio de ligamiento y sea alguna
otra variante que este acompafando a este haplotipo la causante de una pobre

respuesta al tratamiento.

Finalmente, el modelo de regresién logistica multiple, permitié establecer que los
genotipos de los marcadores OXTR rs228485 GG, CNR1: rs806368 CC, rs1049353
TT, podrian actuar como protectores, en donde los portadores de los genotipos
alternativos responderian mejor al tratamiento que los pacientes con el genotipo de

referencia.

Cuando se compararon las frecuencias alélicas de los grupos de pacientes
estudiados con otras poblaciones se observé la similitud del grupo control y las

poblaciones Europa y de Asia oriental, al igual que en el grupo de resistentes y en
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los respondedores se observd una similitud entre las poblaciones de Europa,

Americana y Asia Oriental (tablas anexas 1-13)

Limitaciones

Entre las limitaciones de este trabajo, en primer lugar no contamos con la etnia
exacta de nuestra poblacidn sino con una aproximacion de ella mediante el sector
de salud en el que se atienden como lo es el publico y privado, donde podremos
suponer que los que se atienden en el sector privado tiene mayor porcentaje de
ascendencia Europea que los pacientes que se atienden en el sector publico,
teniendo estos mayor ascendencia amerindia, pero observamos una
heterogeneidad en cuanto a similitud con distintas poblaciones, lo cual se podria
sugerir que en ambos grupos ocurre una heterogeneidad en los pacientes de
distintas mezclas de la poblacién, pero no se puede descartar una estratificacion.
En segundo lugar, en el grupo de los pacientes respondedores no podemos
descartar que alguno de estos pacientes sean posteriormente resistentes al
tratamiento ya que alguno de ellos son pacientes que son recién reclutados y no se
tiene la certeza que en algun punto del tratamiento pudieran dejar de responder
adecuadamente. En tercer lugar, no contamos con el dato del tiempo transcurrido
sin tratamiento o duraciéon de la psicosis no tratada, de nuestros grupos de
pacientes, que podria ser un factor confundete para la resistencia al tratamiento,
debido que han observado en la psicosis no tratada de larga duracién una relacién
con inicio insidioso de la esquizofrenia, mayor numero de recaidas y
rehospitalizaciones psiquiatricas durante el curso de la esquizofrenia, ademas de

una pobre respuesta al tratamiento farmacolégico con antipsicoticos. En cuarto
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lugar, nuestro grupo de pacientes respondedores es mas pequefio que nuestro
grupo de pacientes resistentes, lo cual nos podria genera por azar no tener una
adecuada representacion de nuestra poblacién. En quinto lugar, no se tomaron en

cuenta genes que estuvieran involucrado en el metabolismo de los farmacos.

Dentro de las proyecciones futuras para este estudio, se consideran: 1) correr un
panel de ancestria para toda la muestra de los pacientes, 2) incluir genes que estén
involucrados en el metabolismo de los farmacos, 3) desarrollar un estudio
longitudinal para controlar otros factores relacionados a la respuesta al tratamiento

con antipsicéticos.
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8. Conclusioén

Como resultado de los analisis genéticos en pacientes resistentes y respondedores
se llegd a un modelo en base a cuatro SNPs que resultaron predictores a la
respuesta al tratamiento, los cuales sugieren que el portar de los alelos alternativos
de estos SNPs podrian estar asociados a una mejor respuesta al tratamiento, los
cuales han sido reportados continuamente como candidatos para enfermedades

neuropsiquiatrias.

Estos resultados podrian servir como una herramienta Gtil para el tratamiento
personalizado, donde los clinicos puedan identificar pacientes que podrian
responder mejor al tratamiento y experimentar menos efectos adversos. Esto es
crucial en un trastorno crénico como la esquizofrenia, y podria predecir mejor el

prondstico y tener menos deterioro funcional.
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9. Anexos

Porcentaje de individuos Porcentaje de individuos
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. Resistentes

. Respondedores
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Figura anexa 1. Graficos de las frecuencias genotipicas de los 15 SNPs.

Es esta figura se muestran las distribuciones de las frecuencias genotipicas para cada uno de los
SNPs estudiados en esta tesis de los pacientes resistentes y respondedores.
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Tabla anexa 1. Distribucidn de frecuencias alélicas en diferentes poblaciones del

gen OXT rs877172.

OXT rs877172

Poblacién n T

Control 81 0.479
Pacientes 196 | 0.655
Respondedores 61 0.565
Resistentes 135 | 0.696
Global 5008  0.569
Africa 1322 | 0.558
Europa 1006 = 0.65
Americana 694 0.65
Asia oriental 1008 | 0.454

Frecuencias alélicas de acuerdo con
proporcionados por el proyecto 1000

version 3.

G
0.432
0.344
0.434
0.303
0.431
0.442

0.35
0.35

0.546

los datos
Genomas

Tabla anexa 2. Distribucion de frecuencias alélicas en diferentes poblaciones del

gen OXT rs2740210.

OXT rs2740210

Poblacién n C

Control 81  0.623
Pacientes 196 | 0.663
Respondedores 61 0.573
Resistentes 135 | 0.703
Global 5008 0.733
Africa 1322 | 0.856
Europa 1006 0.696
Americana 694 0.55
Asia oriental 1008 0.752

A
0.376
0.336
0.426
0.296
0.267
0.144
0.304

0.45
0.248

Frecuencias alélicas de acuerdo con los datos
proporcionados por el proyecto 1000 Genomas

version 3
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Tabla anexa 3. Distribucidn de frecuencias alélicas en diferentes poblaciones del
gen OXTR rs2228485.

OXTR rs2228485

Poblacién n G A

Control 81 0.413 0.586
Pacientes 195  0.428 0.571
Respondedores 60 0.633 0.366
Resistentes 135 0.337 0.662
Global 5008 | 0.282 0.718
Africa 1322  0.362  0.638
Europa 1006 = 0.24 | 0.76
Americana 694 041 0.59
Asia oriental 1008  0.273  0.727

Frecuencias alélicas de acuerdo con los datos
proporcionados por el proyecto 1000 Genomas
version 3

Tabla anexa 4. Distribucion de frecuencias alélicas en diferentes poblaciones del
gen OXTR rs2254298.

OXTR rs2254298

Poblacion n G A

Control 81 0.793 | 0.206
Pacientes 195 1 0.843 0.156
Respondedores | 60 0.924  0.075
Resistentes 135 1 0.811 0.188
Global 5008 0.793 | 0.207
Africa 1322  0.753  0.247
Europa 1006  0.889 | 0.11
Americana 694 0.78 ' 0.22

Asia oriental 1008 | 0.659 | 0.341

Frecuencias alélicas de acuerdo con los datos
proporcionados por el proyecto 1000 Genomas
version 3
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Tabla anexa 5. Distribucidn de frecuencias alélicas en diferentes poblaciones del
gen CNR1 rs806368.

CNR1 rs806368

Poblacién n T C
Control 80 0.575 0.425
Pacientes 196 | 0.494 0.505
Respondedores 61 0.204  0.795
Resistentes 135 | 0.625 0.374
Global 5008  0.73 | 0.27
Africa 1322 1 0.924 0.076
Europa 1006 0.781  0.219
Americana 694 | 0.64 | 0.36
Asia oriental 1008  0.507  0.493

Frecuencias alélicas de acuerdo con los datos
proporcionados por el proyecto 1000 Genomas
version 3

Tabla anexa 6. Distribucion de frecuencias alélicas en diferentes poblaciones del
gen CNR1 rs1049353.

CNR1 rs1049353

Poblacién n G A
Control 81 0.641 0.358
Pacientes 196 0.533 0.466
Respondedores 61 0.295 0.704
Resistentes 135 0.64 0.359
Global 5008 | 0.871 0.129
Africa 1322 | 0.971  0.029
Europa 1006  0.742 0.258
Americana 694 0.85 0.15
Asia oriental 1008 0.924 0.076

Frecuencias alélicas de acuerdo con los datos
proporcionados por el proyecto 1000 Genomas
version 3
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Tabla anexa 7. Distribucidn de frecuencias alélicas en diferentes poblaciones del

gen CNR1 rs806379.

CNR1 rs806379

Poblacién n A
Control 81  0.691
Pacientes 196 | 0.586
Respondedores 61 0.721
Resistentes 135 | 0.525
Global 5008 0.605
Africa 1322  0.442
Europa 1006 0.554
Americana 694 0.67
Asia oriental 1008  0.789

Frecuencias alélicas de acuerdo con
proporcionados por el proyecto 1000

version 3

1
0.308
0.413
0.278
0.474
0.395
0.558
0.446

0.33

0.211

los datos
Genomas

Tabla anexa 8. Distribucion de frecuencias alélicas en diferentes poblaciones del

gen CNR1 rs806380.

CNR1 rs806380

Poblacién n A

Control 81 | 0.506
Pacientes 196 | 0.522
Respondedores 61 0.163
Resistentes 135 | 0.685
Global 5008 0.795
Africa 1322  0.918
Europa 1006 | 0.677
Americana 694 0.79
Asia oriental 1008  0.811

Frecuencias alélicas de acuerdo con
proporcionados por el proyecto 1000

version 3

G
0.493
0.477
0.836
0.314
0.205
0.082
0.323

0.21

0.189

los datos
Genomas
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Tabla anexa 9. Distribucidn de frecuencias alélicas en diferentes poblaciones del
gen DDC rs10499696.

DDC rs10499696

Poblacién
Control
Pacientes
Respondedores
Resistentes
Global

Africa

Europa
Americana
Asia oriental

Frecuencias alélicas de acuerdo con los datos
proporcionados por el proyecto 1000 Genomas

version 3

n

80
195
60
135
5008
1322
1006
694
1008

A
0.593
0.643

0.15
0.862
0.899

0.87
0.859

0.91
0.994

G
0.406
0.356

0.85
0.137
0.101

0.13
0.141

0.09
0.006

Tabla anexa 10. Distribucion de frecuencias alélicas en diferentes poblaciones del
gen DDC rs11238133.

DDC rs11238133

Poblaciéon

Control
Pacientes
Respondedores
Resistentes
Global

Africa

Europa
Americana
Asia oriental

Frecuencias alélicas de acuerdo con los datos
proporcionados por el proyecto 1000 Genomas

version 3

n

80
195
60
135
5008
1322
1006
694
1008

C

0.552
0.676
0.754
0.64

0.652
0.733
0.665
0.72

0.552

A

0.291
0.323
0.245
0.359
0.348
0.267
0.335
0.28

0.448
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Tabla anexa 11. Distribucion de frecuencias alélicas en diferentes poblaciones
del gen DRD2 rs1799978.

DRD2 rs1799978

Poblacién n A G

Control 81 0.895 0.104
Pacientes 196 | 0.806 0.193
Respondedores | 61 0.893 0.106
Resistentes 135 | 0.766 0.233
Global 5008 0.881 0.119
Africa 1322 0.827 0.173
Europa 1006 0.94 0.06
Americana 694 0.92 0.08
Asia oriental 1008 0.822 0.178

Frecuencias alélicas de acuerdo con los datos
proporcionados por el proyecto 1000 Genomas
version 3
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