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RESUMEN DE LA INVESTIGACION PROPUESTA

La dopamina (DA) es el principal neurotransmisor asociado a la
esquizofrenia. La etiologia y fisiopatologia de esta enfermedad continua
siendo desconocida, sin embargo la hipétesis dopaminérgica asume
que la enfermedad resulta de una disfuncion de las sinapsis
dopaminérgicas en el cerebro. Actualmente su diagnodstico se basa en
pruebas descriptivas del comportamiento y sintomatologia clinica. Un
marcador bioldgico accesible podria simplificar y agilizar el diagnéstico y
monitoreo de la enfermedad. Se ha demostrado que los linfocitos
sanguineos periféricos expresan las diferentes subclases de receptores
de dopamina y que podrian ser un reflejo de los receptores cerebrales;
especificamente, la expresion del receptor D3 en linfocitos de pacientes
con esquizofrenia ha sido correlacionada, mediante técnicas de
biologia molecular, como una posible prueba diagnostica. El objetivo de
este estudio es confirmar los hallazgos de estudios previos, determinar
la expresion y comparar la densidad de RNMm de receptores de
dopamina (D3) en linfocitos sanguineos periféricos de pacientes
esquizofrénicos, y familiares de primer grado, mediante la prueba de
biologia molecular rt-PCR. De esta forma analizar la densidad de
RNAm del receptor D3 de dopamina.

La muestra estuvo compuesta por 60 sujetos mexicanos de la
poblacion de pacientes del tercer piso del hospital psiquiatrico Fray
Bernardino Alvarez, sus familiares y de la poblacién general. Estos se
dividieron en tres grupos: 21 pacientes con diagndstico de esquizofrenia
segun los criterios del DSM |V, 22 familiares de primer grado, y 17
controles sanos.

Se recolectaron datos sociodemograficos de los tres grupos, asi
como la presencia de tratamiento con antipsicético en los pacientes
esquizofrénicos. Posteriormente se tomo una muestra sanguinea para

determinacion de rtPCR.



INTRODUCCION.

La esquizofrenia es una enfermedad frecuente, cronica y discapacitante, de
etiologia, y mecanismos fisiopatolégicos aun desconocidos. Representa un
trastorno Unico, con un espectro de presentacién variable. Se han implicado
en su etiologia factores genéticos, ambientales biolégicos y ambientales
sociales (1).

Su importancia radica en la prevalencia de 0.7 a 1.0 % en la poblacion
general; representa un problema de salud publica con un importante impacto
economico. En el 2002 en los Estados Unidos se estimo6 que los gastos tanto
en estudios de la enfermedad como en el tratamiento del mismo eran,
aproximadamente 62.7 billones de ddlares (2). Actualmente se acepta que
entre mas temprano se aborde el padecimiento, las repercusiones
psicopatoldgicas, econdmicas y sociales seran reducidas de manera
significativa (3).

Desde el punto de vista bioquimico, el primer neurotransmisor que se implico
en la esquizofrenia fue la DA al observarse que los farmacos que bloqueaban
los receptores a dopamina reducian los sintomas psicéticos (4). La DA es un
neurotransmisor que se encuentra tanto en sistema nervioso central (SNC),
como a nivel periférico. En el SNC la DA participa en la conducta motora, en
la atencién, en los procesos cognoscitivos, en las emociones, etc. El efecto
periférico mas importante es el control del flujo sanguineo a nivel esplacnico
y renal. Hay cinco subtipos de receptores de DA (4). Los receptores
dopaminérgicos que se han visto mas involucrados en la esquizofrenia, han
sido los tipos D2, D3 y D4, éstos dos ultimos localizados principalmente en el
sistema mesolimbico (5). Las bases dopaminérgicas de la esquizofrenia se
apoyan principalmente en una estrecha correlacion entre la eficacia clinica de
los medicamentos antipsicoticos y su potencial para antagonizar la union a
sus receptores de dopamina (4).

Por otro lado el paciente pre-esquizofrénico o vulnerable para desarrollar
esquizofrenia presenta, desde la infancia, signos y sintomas sutiles de la
enfermedad que podrian detectarse para evitar o retrasar la aparicién del
primer episodio psicético y con ello tener un mejor prondéstico (6,7). Los
signos y sintomas sutiles pre-esquizofrénicos se presentan incluso antes de
la fase prodréomica, lo que hace muy dificil su identificacién, sin embargo es
necesario buscarlos en los individuos vulnerables para presentar
esquizofrenia. Estos signos y sintomas pre-esquizofrénicos son los sintomas
negativos y cognoscitivos que se han observado en los pacientes con
esquizofrenia, pero en menor intensidad, medidos a través de las escalas
que se han realizado para dicho fin (8,9) La determinacién confiable del
porcentaje de los pacientes pre-esquizofrénicos que desarrollaran el
padecimiento es compleja y continia siendo una incognita. Por lo tanto la
prescripcion de medicamentos antipsicéticos a estos individuos no se
justifica, no estad aprobada por la FDA, ni por ninguna de las asociaciones
psiquiatricas a nivel internacional (10).



Es por ello que se requiere de un marcador biolégico sensible, confiable y
estandarizado que justifique el tratamiento preventivo del trastorno
psiquiatrico mas devastador e incapacitante.

Actualmente el diagnostico de esquizofrenia se realiza con la descripcién del
comportamiento y la informacion sintomatica; la medida de un marcador
periférico puede hacer mas simple, rapido y exacto el diagnostico y
monitoreo.

En recientes afios se ha encontrado que en linfocitos de sangre humana
periférica existen varios receptores a dopamina (D3, D4 y D$5) usando
técnicas de biologia molecular e inmunoanalisis, esto ha sugerido que estos
receptores a dopamina encontrados en los linfocitos pueden reflejar los
receptores encontrados en el cerebro.

Se ha establecido una alta afinidad hacia ligandos dopaminérgicos asi como
la presencia de RNAm en varios subtipos de receptores a dopamina (D3, D4
y D5) en linfocitos de sangre periférica humana. No obstante, la significancia
de los receptores a dopamina asi como otros receptores de
neurotransmisores en los linfocitos aun no es del todo clara, se ha sugerido
que estos receptores pueden reflejar a los receptores correspondientes en
el cerebro. Varios estudios han demostrado aumento de antagonistas de
dopamina en los linfocitos de pacientes esquizofrénicos respecto a pacientes
sanos. (18).

En el presente estudio, se determiné la densidad de RNAm para receptores
de dopamina subtipo D3 (DR-D3) en linfocitos de sangre humana periférica
en pacientes esquizofrénicos, familiares de primer grado y controles sanos,
con la finalidad de cuantificar la asociacion entre estatus diagndstico y
presencia excesiva de RNAm para DR-D3. Con esto se explorara la utilidad
de esta variable como un posible marcador biolégico para la esquizofrenia.
Discutiéndose los estudios que un futuro serian necesarios para descartar o
utilizar esta variable como marcador biolégico.

MARCO TEORICO

EPIDEMIOLOGIA

La esquizofrenia es un trastorno neuropsiquiatrico que afecta
aproximadamente al 1% de la poblacion (11). ). La tasa de incidencia es de
0.2 a 0.4 por 1000 personas, afectando a hombres y mujeres, la media de
inicio de la enfermedad en los hombres es de 20 anos mientras que en las
mujeres es de mas de 20 afos, en los hombres, la edad de inicio mas
frecuente es a comienzos de la tercera década de la vida, mientras que en
las mujeres lo es a los finales de la tercera y principios de la cuarta. Afecta
con la misma frecuencia a ambos sexos. (39). Sus manifestaciones clinicas
son diversas y cambian en el transcurso de la enfermedad, englobando un
amplio espectro de alteraciones de la percepcion, el pensamiento, la
afectividad, la motivacion y la actividad motora, en consecuencia, el
comportamiento. Asi la esquizofrenia es una enfermedad en que se
combinan episodios de alteracion mental grave con un comportamiento de
discapacidad global. EI nivel de discapacidad va desde una ligera



disminucién de los recursos para afrontar el estrés de la vida cotidiana, hasta
una discapacidad profunda para realizar capacidades basicas, lo cual puede
llevar a los pacientes a ser incompetentes para cuidar de si mismos (37).

PATOGENESIS

La patogénesis es desconocida, aunque se acepta que una hiperfuncion
dopaminérgica en el sistema mesolimbico, principalmente el nucleo
accumbens y el hipocampo, podrian jugar un papel importante (12).

GENETICA Y VARIABLES BIOLOGICAS, SOCIALES Y DEMOGRAFICAS
COMO FACTORES DE RIESGO.

Diversos estudios genéticos refieren que el riesgo de padecer esquizofrenia
es mucho mas alto en familiares de personas que tienen la enfermedad, lo
anterior no sucede en personas adoptadas, lo cual apoya la teoria del riesgo
genético. El riesgo de padecer esquizofrenia se incrementa en un 50%
cuando ambos padres lo padecen y en 60 a 84% cuando se trata de gemelos
monocigoticos. Siendo una herencia poligenética. (39, 40). Se ha
determinado que el peso especifico que tiene la herencia en la aparicién del
trastorno es de un 81%, en tanto que se ha calculado, con menos evidencias
que el peso de los aspectos ambientales es de 11%. (41). No solo los
antecedentes familiares de esquizofrenia son significativos como factores de
riesgo, si no que otros padecimientos psiquiatricos en especial trastorno
afectivos en familiares aumentan el riesgo esquizofrenia (42). Los estudios
en gemelos, adoptados y arboles genealdgicos han fortalecido esta
observacion (26,27). Sin embargo el hecho de que la enfermedad no tenga
un tipo de transmisién mendeliana, que los estudios de ligamiento y de
asociaciéon genéticos no hayan dado una conclusion sobre el cromosoma o
gen responsables, han ocasionado que se piensen en los factores
ambientales, biolégicos y sociales como coadyuvantes de la transmision
genética.

Dentro de estos factores ambientales son mas fuertemente asociados los
biolégicos como lo son aquellos que se relacionan con el embarazo y las
alteraciones metabdlicas, el periodo perinatal y posnatal, entre ellos se
encuentran la Influenza o rubéola materna, mala nutricion de la madre
durante el segundo y tercer trimestre del embarazo, estrés intenso en el
mismo periodo, consumo de tabaco durante el embarazo o las
complicaciones obstétricas asociadas sobre todo a hipoxia neonatal, asi
como la hemorragia previa o durante el parto, la incompatibilidad de grupo
Rh, la preeclampsia, una cesarea de urgencia, la atonia uterina, asi como el
peso al nacer menor de 25Kgs o de mas de 4Kgs.
(28,29,43,44,41,45,46,47,48). Se han asociado aspectos sociodemograficos
como bajo nivel socioecondmico o nacer en zonas urbanas, sin encontrarse
diferencias importantes entre los diversos origenes étnicos (39, 40, 50). Se
ha encontrado que las madres de esquizofrénicos tienen indices de masa
corporal mayores, lo cual aumenta la tasa de esquizofrenia a 1.24 y significa
el 24% de incremento de padecer el trastorno (52). Otro factor de riesgo
asociado es el retraso en el desarrollo neuromotor, aquellos que presentaron
uno 0 mas signos neuroldgicos tenian un indice de probabilidad de riesgo
mayor de 4.6 para un trastorno esquizofreniforme (44). Estudios



longitudinales de cohorte al nacimiento y de alto riesgo han identificado
déficit leve en la funcion social, motora y cognoscitiva durante la nifiez y la
adolescencia que pueden representar caracteristicas de la enfermedad. (33).
Sutiles anormalidades motoras durante la infancia y déficit en funcionamiento
social, capacidad organizacional y funcionamiento intelectual a las edades de
16 a 17 afios se han reportado que se asocian con la posterior aparicion de
esquizofrenia (34). El antecedente de dano cerebral también se asocia como
un factor coadyuvante para padecer esquizofrenia (53). Un estudio que se
realizd en pacientes mexicanos concluyd que entre mas factores asociados a
la enfermedad tuviera un individuo, el riesgo de padecerla se incrementa de
manera significativa (30).

Se han desarrollado dos entrevistas diagndsticas para evaluar los criterios de
riesgo en Australia de manera prospectiva: La Evaluacion Comprensiva de
Estados Mentales de Riesgo (The Comprehensive Assessment of At-Risk
Mental State) y la Entrevista Estructura para Sintomas Prodromicos
(Structured Interview for Prodromal Symptoms). Los sintomas prodrémicos
tempranos se evaluan con la escala de Bonn de evaluacion de sintomas
basicos permitiendo diferenciar a aquellos sujetos que desarrollaran o no una
esquizofrenia. (54).

EVOLUCION

Se tiene evidencia de que muchos de los pacientes con esquizofrenia
presentan una mala adaptacion social y ligera desviaciones de la capacidad
cognoscitiva normal antes de su diagnostico. Al estudiar los acontecimientos
que preceden a un primer cuadro psicotico y las diferentes areas del
funcionamiento psicosocial y formativos deberia ser posible detectar factores
de vulnerabilidad y quizas instaurar intervenciones en la prevencion primaria
y secundaria. (31).

La mayor parte de los pacientes alternan los episodios psicéticos agudos con
fases de remision total o parcial. Son frecuentes los sintomas residuales
entre los episodios. Asi, esta enfermedad, que a menudo es de tipo crénico
puede caracterizarse por fases que se fusionan unas con otras sin tener
limites claros y absolutos entre ellas. Estas fases forman la estructura para
integrar los enfoques terapéuticos. La mayor parte de los estudios
longitudinales de la esquizofrenia sugieren que su curso es variable; existen
algunos pacientes que no presentan nuevos episodios, mientras que la
mayoria se presentan exacerbaciones y remisiones, y en una pequefia parte
persiste un estado psicoético grave en forma continua. La remisién completa
(el restablecimiento de la funcién previa a la aparicién del trastorno) no es
frecuente en esta enfermedad. De los pacientes que continian afectados,
algunos parecen mantener un curso relativamente estable mientras que otros
presentan un empeoramiento progresivo asociado a una discapacidad grave.
Las tasas de recuperacion o remisién completa varian entre un 12 y 33%. Si
las tasas de mejoria y remision parcial se suman a las de remision completa,
la tasa general de mejoria en un intervalo de 5 a 15 anos de seguimiento no
seria inferior al 30% y llegaria quizas al 50%. (32).



Son necesarias ciertas condiciones para que se desarrolle la psicosis. Estas
son: los factores ambientales y la vulnerabilidad del sujeto para desarrollar la
psicosis. Esta vulnerabilidad es probablemente genética pero no se
manifiesta hasta la adolescencia tardia; se expresa por medio de un déficit
neurobiolégico y hasta ahora se desconoce con precision cuales son los
factores que hace que se manifiesta en esta época de este ciclo vital (38).

DIAGNOSTICO Y TIPOS DE DATOS

El diagndstico de la esquizofrenia requiere una sintomatologia de 6 meses de
duracion y muy frecuentemente se dificulta por la heterogeneidad de los
sintomas, principalmente durante el primer episodio, cuando el tratamiento
temprano es fundamental en el curso del padecimiento (13).

Los principales datos clinicos que se obtienen de un paciente con
esquizofrenia son producto de la mera observacion del fenédmeno. Siendo la
mayoria de los sintomas subjetivos, sin embargo existen los datos mas
“duros” (Como las alucinaciones, el lenguaje desorganizado, los delirios, etc.)
y otros mas blandos (como los sintomas afectivos). Lo que se conoce como
esquizofrenia en la actualidad es una mezcla de sintomas duros y blandos,
cuya combinacion es la que ha mostrado el mejor valor predictivo (55). Si
bien hay datos mas objetivos y mas “duros” que es posible obtener mediante
estudios de imagen, pruebas neurofisiolégicas y pruebas neuropsicologicas,
el valor predictivo de estos datos aun no es de suficiente magnitud como
para ser incluidos en los criterios diagnosticos.

MODELOS DE POSIBLES MARCADORES BIOLOGICOS

Hoy en dia no hay estudios de imagen, pruebas neurofisiologicas,
neuropsicolégicas o cognitivas ni pruebas biolégicas, que confirmen la
psicosis de forma objetiva. Se carece de un marcador biolégico efectivo para
identificar y manejar la enfermedad en etapas iniciales. Los marcadores
bioldégicos en los que se ha hecho mayor énfasis han sido los estudios
neurofisiolégicos como la valoracion de los movimientos sacadicos, los
potenciales evocados y recientemente la prueba de P50 que, sin embargo
han resultado poco sensibles para el diagnostico de esquizofrenia (14-16).

Estudios con tomografia y emisién de positrones en cerebros postmortem
indican incrementos en los niveles del receptor de dopamina tipo D2 (D2, D3
y D4) en el nucleo accumbens de pacientes con esquizofrenia, comparado
con los de pacientes no esquizofrénicos, lo que sugiere el uso del receptor
tipo D2 como un marcador para la enfermedad, preferentemente en tejidos
accesibles (17).

Un numero de anomalias fisicas menores como variaciones en la longitud y
angulo de los miembros, patrones en las huellas dactilares, estan presentes
en un subgrupo de pacientes. Estas pueden detectarse también en un
subgrupo de poblacién con riesgo genético aumentado. Todas estas
caracteristicas, no obstante, son tenues en severidad y tienen poca validez
predictiva como marcadores individuales (35, 36).



En la actualidad se sigue considerando la disfuncion dopaminergica como la
patogénesis principal del trastorno, siendo este neurotransmisor uno de los
mas estudiados en los ultimos afos. Se ha demostrado que los linfocitos
sanguineos periféricos expresan las diferentes subclases de receptores de
dopamina y que podrian ser un reflejo de los receptores cerebrales;
especificamente, la expresiéon del receptor D3 en linfocitos de pacientes con
esquizofrenia ha sido correlacionada, mediante técnicas de biologia
molecular, como una posible prueba diagnostica.

Dopamina: sintesis, liberacién y receptores en el Sistema Nervioso
Central.

Las catecolaminas son compuestos formados por un nucleo catecol (un anillo
de benceno con dos hidroxilos) y una cadena de etilamina o alguno de sus
derivados. Las catecolaminas, dopamina, adrenalina y noradrenalina actuan
como mensajeros quimicos en el Sistema Nervioso de los mamiferos, es el
transmisor catecolaminérgico mas importante del Sistema Nervioso Central
(SNC), donde participa en una gran variedad de funciones que incluyen la
actividad locomotora, la afectividad, la regulacion neuroendodcrina y la
ingestion de agua y alimentos (56,57).

En el Sistema Nervioso Periférico, la dopamina es un modulador de la
funcién cardiaca y renal, del tono vascular y de la motilidad gastrointestinal.
La funcion de los sistemas dopaminérgicos del SNC se ha convertido en foco
de gran interés, debido a que diversas alteraciones en la transmision
dopaminérgica han sido relacionadas, directamente, con trastornos severos
del SNC, tales como la enfermedad de Parkinson, trastornos psicoticos que
incluyen a la esquizofrenia y la dependencia a drogas como la anfetamina y
la cocaina (58, 59).

La evolucidn de la investigacién sobre la transmision dopaminérgica puede
remontarse a la década de los 50’s, cuando la dopamina fue reconocida
como un neurotransmisor, siendo detectada por vez primera en el SNC en
1958 (59). En la decada de los 60’s se generaron las primeras evidencias del
vinculo existente entre alteraciones en la transmisién dopaminérgica y la
enfermedad de Parkinson y algunos desérdenes psiquiatricos, en particular la
esquizofrenia. En los afios 70’s se estudié la distribucién de los receptores
para dopamina y se planted la existencia de dos tipos de receptores
dopaminérgicos, denominados D1y D2 (60), aunque no fue hasta 1988
cuando se cloné el primer receptor dopaminérgico, el subtipo D2. (61).

Los ultimos afios se han caracterizado por el uso de diferentes estrategias
experimentales para el estudio in situ e in vitro de los sistemas
dopaminérgicos, asi como de las -caracteristicas farmacoldgicas vy
moleculares de los diferentes receptores para el neurotransmisor (59).



SISTEMAS DOPAMINERGICOS.

En el SNC de la rata existe un numero importante de células dopaminérgicas,
de15,000 a 20,000 para cada una de las mitades del mesencéfalo, regiéon
donde se encuentran los grupos mas importantes de ellas (62). Los sistemas
dopaminérgicos han sido estudiados principalmente mediante técnicas de
fluorescencia e inmunocitoquimica, y los grupos neuronales han sido
denominados desde A8 hasta A17 de acuerdo a la clasificacion de Fuxe
elaborada en 1965 (63).

Las neuronas dopaminérgicas y sus proyecciones pueden agruparse en 3
sistemas principales (62).

1. Sistemas ultracortos. Un primer sistema esta formado por las células
dopaminérgicas del bulbo olfatorio (A16), en tanto que un segundo sistema lo
componen las neuronas interflexiformes (similares a las amacrinas)
presentes entre las capas plexiformes interna y externa de la retina grupo
(A17).

2. Sistemas de longitud intermedia. Incluyen: a) El sistema tuberohipofisiario,
con origen en las células dopaminérgicas localizadas en los nucleos
hipotalamicos arqueado y periventricular (grupo A12), cuyos axones terminan
en el I6bulo intermedio de la hipdfisis y en la eminencia media; b)neuronas
localizadas en el hipotalamo dorsal y posterior (A13 y A14), que envian
proyecciones al hipotalamo dorsal anterior y a los nucleos septo laterales; y
c) el grupo periventricular medular, que incluye a las neuronas
dopaminérgicas localizadas en la periferia de los nucleos del tracto solitario y
motor dorsal del nervio vago, asi como a las células dispersas en la
prolongacion tegmental de la materia gris periacueductal (A15).

3. Sistemas largos. Este grupo incluye a las neuronas de la regién retrorubral
(A8), del area tegmental ventral (A10) y de la sustancia negra compacta (A9),
las que envian proyecciones a tres regiones principales: el neoestriado
(nucleos caudado y putamen), la corteza limbica (entorrinal, prefrontal medial
y cingulo) y otras estructuras limbicas (el septum, el tubérculo olfatorio, el
nucleo accumbens, la amigdala y la corteza piriforme). Dentro de este grupo
se encuentran dos de las vias dopaminérgicas mas importantes, la via
nigroestriatal y la via mesolimbica.



SINTESIS DE LA DOPAMINA

La sintesis del neurotransmisor tiene lugar en las terminales nerviosas
dopaminérgicas donde se encuentran en alta concentracion las enzimas
responsables, la tirosina hidroxilasa (TH) y la descarboxilasa de aminoacidos
aromaticos o L DOPAdescarboxilasa (62,64). Los trabajos de Nagatsu y
cols. (65) y de Levitt y cols. (66) demostraron que la hidroxilacion del
aminoacido L-tirosina es el punto de regulacion de la sintesis de
catecolaminas en el SNC y que en consecuencia la TH es la enzima limitante
de la sintesis de la dopamina, la noradrenalina y la adrenalina. La TH es un
péptido de 498 aminoacidos presente de manera predominante en la fraccion
citosolica de las terminales catecolaminérgicas (67). La enzima es una
oxidasa que utiliza L-tirosina y oxigeno como sustratos y tetrahidro biopterina
como cofactor para adicionar un grupo hidroxilo al aminoacido para formar L-
DOPA (L-3,4-dihidroxifenilalanina). La funcion de la TH requiere también de
la presencia de hierro.

REGULACION DE LA SiNTESIS DE LA DOPAMINA

1.- Regulacion por sustrato y por producto.

La TH soluble es inhibida por L-tirosina; sin embargo, este efecto solo se
produce con concentraciones del aminoacido superiores a 120 yM, por lo que
no constituye un mecanismo relevante en la regulacion de la actividad
enzimatica (68,69). Los productos metabdlicos de Ila sintesis del
neurotransmisor (L-DOPA y dopamina) inhiben la actividad de la TH en
homogenados de tejido cerebral (70,71). La rapida acciéon de la
descarboxilasa hace que la concentracion de L-DOPA sea extremadamente
baja y que no sea por lo tanto de relevancia para disminuir la actividad
enzimatica, en tanto que la inhibicion por dopamina puede ser un mecanismo
relevante para la regulacion de la TH, si bien se requieren concentraciones
elevadas ara observar dicho efecto (72).

2. Regulacién de la TH por fosforilacion.

La actividad de la TH depende criticamente de su estado de fosforilacion
(68). La adicion de grupos fosfato a la enzima provoca un importante
aumento de su actividad catalitica que se debe sobre todo a la reduccion de
la Km por el cofactor tetrahidrobiopterina (BH4), y en menor medida a una
disminucidon de la inhibicion por producto, incrementando a constante de
inhibicion (Ki) de la dopamina (67,71). La TH es un sustrato importante de
diversas cinasas de pro-teina (70,71,73) entre las que se encuentran la
cinasa A que depende de AMPc (PKA), la cinasa Il dependiente de a2+y de
calmodulina (CaMKIl) y la cinasa C (PKC).

3. Regulacién por autorreceptores

Diversos estudios tanto in vivo como in vitro han mostrado que los agonistas
dopaminérgicos disminuyen la sintesis del neurotransmisor (74,75), actuando
sobre autorreceptores localizados en las terminales dopaminérgicas. El
efecto inhibidor es bloqueado por antagonistas dopaminérgicos y se
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encuentra mediado por receptores pertenecientes a la familia D2 cuya
activacion inhibe también la liberacion de dopamina (76-77). Reportes
recientes indican que dentro la familia D2, el subtipo D3 podria ser el
autorreceptor responsable de a regulaciéon de la sintesis y liberacion de
dopamina (78,79). La accién de los autorreceptores parece deberse a dos
efectos principales: a) a la modulacion de canales ionicos activados por
voltaje, inhibiendo corrientes de Ca (a través de proteinas Go) o facilitando la
apertura de canales de K mediante proteinas Gxi3 (80,81), y b) en menor
medida, a la activacién de proteinas G (Gxi), que inhiben la formacién de
AMPc y por lo tanto el estado de fosforilacion debido a la PKA (82).

4. Regulacion por heterorreceptores

Otros neurotransmisores pueden también modular la sintesis de la dopamina
activando receptores presentes en las terminales nerviosas dopaminérgicas.
Ejemplos de esta modulacién son: para la estimulacion de la actividad de la
TH, receptores A2 para adenosina (83) y receptores NMDA para glutamato
(83,84), y para la inhibicibn de la sintesis, los receptores para GABA.
(85,86).

LIBERACION DE LA DOPAMINA

En las terminales dopaminérgicas el neurotransmisor es sintetizado en el
citoplasma de donde puede ser liberada directamente al espacio sinaptico o
bien ser transportada al interior de las vesiculas sinapticas para ser liberada
por exocitosis.

Liberacién por exocitosis.

En este proceso la dopamina contenida en vesiculas es liberada al exterior al
fusionarse la membrana vesicular con la membrana de la terminal
presinaptica. Este mecanismo esta constituido por varias etapas.
Primeramente las vesiculas transportan el neurotransmisor a su interior
mediante una proteina transportadora con 12 dominios transmembranales
que utiliza un gradiente electroquimico generado por bomba (ATPasa) de
protones (H+). (87). La mayor parte de las vesiculas sinapticas (90%) que
contienen al neurotransmisor no estan libres en el citoplasma sino que se
encuentran unidas al citoesqueleto de la terminal presinaptica mediante la
interaccion de proteinas presentes en la membrana de la vesicula
(sinapsinas | y Il) con proteinas del citoesqueleto. Caracteristicamente las
sinapsinas son fosforiladas por diversas cinasas de proteina que incluyen a
la cinasas | y Il dependientes de iones de Ca2+ y de la proteina calmodulina
(CaMK I, IlI) y por la cinasa dependiente de AMPc (PKA). Cuando un
potencial de accion alcanza la terminal nerviosa, el cambio en el potencial de
membrana activa a canales de Ca2+. Debido al gradiente electroquimico se
genera un influjo de iones de Ca2+ los que en conjunto con la calmodulina
activan a las cinasas CaMK | y CaMK I, las que fosforilan a la sinapsina |
(CaMK | 'y CaMK 1l) y a la sinapsina Il (CaMKII). La adicién de un grupo
fosfato a las sinapsinas debilita la unién de las vesiculas sinapticas al
citoesqueleto, facilitando asi su transporte a la zona activa .Una vez
transportadas a la zona activa las vesiculas se fijan a la misma (anclaje o
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“docking”), donde experimentan un proceso que las hace competentes para
la exocitosis (maduracién o“priming”).

Liberacién independiente de Ca2+.

Este segundo tipo de liberacion de dopamina es caracteristicamente inhibido
por farmacos que bloquean el transportador de dopamina presente en la
membrana de la terminal sinaptica y cuya funcién es terminar la accion del
neurotransmisor, capturandolo hacia el interior de la terminal. Bajo ciertas
condiciones el transportador opera en sentido inverso liberando dopamina al
exterior (88).

Sintesis de dopamina y liberacion.

Se ha observado que la dopamina que se libera de manera preferente en
respuesta a estimulacion sinaptica es la recién sintetizada. El
neurotransmisor parece asi encontrarse en dos pozas metabdlicas, ambas
vesiculares; una que contiene a la dopamina recién sintetizada y una
segunda que corresponderia a una poza que funciona como almacén. Es
probable la existencia de la una tercera poza metabdlica abastecida por los
transportadores y que seria la fuente de la liberacion de dopamina por
transporte reverso (58,89).

REGULACION DE LA LIBERACION DE DOPAMINA.

1. Regulacién por autorreceptores .

Como se mencioné anteriormente, las terminales dopaminérgicas poseen
autorreceptores pertenecientes a la familia D2 cuya activacién reduce la
liberacion de la dopamina (76-77). De manera semejante a lo descrito para la
regulacion de la sintesis, el efecto se debe principalmente a la inhibicion de la
formacion de AMPc y de la apertura de canales de Ca2+. La reduccion en la
formacion de AMPc disminuye la actividad de la PKA que fosforila a las
sinapsinas | y Il (90), por lo que las vesiculas tienden a estar unidas al
citoesqueleto. De manera mas importante, la inhibicion de canales de Ca2+
activados por voltaje reduce la entrada del catién que ocurre en respuesta a
los potenciales de accidn que llegan a la terminal sinaptica disminuyendo la
probabilidad de fusidn de las vesiculas (45).

2. Regulacion por heterorreceptores.

Se ha demostrado que las terminales dopaminérgicas poseen receptores
para GABA, glutamato, acetilcolina y serotonina (88,92,93). Estudios in vitro
e in vivo han mostrado que la liberacion de dopamina es estimulada por la
activacion de receptores glutamatérgicos NMDA (94,95), GABA A (96,97) y
colinérgicos (98), en tanto que se observa inhibicion de la liberacién al
estimular receptores GABA B (99,100).
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TERMINO DE LA ACCION DE LA DOPAMINA

Los transportadores constituyen el principal mecanismo para la terminacion
de la transmision sinaptica en el SNC. Una vez liberada al espacio sinaptico
la dopamina se une a receptores pre y postsinapticos. Aunque existen
enzimas extraneuronales que la catabolizan, la terminacion del efecto del
neurotransmisor se debe principalmente a la captura del mismo por las
propias terminales nerviosas que la liberaron (62). El transportador para
dopamina pertenece a la familia de proteinas transportadores que dependen
de Na+ y CIl-, que tienen 12 dominios transmembranales (101) y que
presentan varios sitios de fosforilacién (102). Esta familia incluye también a
los transportadores de GABA, noradrenalina, serotonina, taurina, glicina,
betaina y prolina. La estequiometria del transportador indica que la dopamina
es cotransportada al interior de la terminal con 2 iones de Na+ y un ion CI-
(58).

CATABOLISMO DE LA DOPAMINA

La dopamina recapturada es convertida por la enzima monoamino-oxidasa,
en particular por la forma A (MAO-A), presente en el interior de la terminal
nerviosa, en acido dihidroxifenilacético (DOPAC) el cual es liberado al
exterior de la terminal para ser convertido en acido homovanilico (HVA) por la
enzima catecol-O-metiltransferasa (COMT). La dopamina no capturada por la
terminal dopaminérgica es metabolizada en HVA por la accion secuencial de
las enzimas COMT y MAO-A (58, 62,72). La actividad funcional de las vias
dopaminérgicas puede también estimarse de manera mas precisa
determinando la relacién de concentraciones o contenido del HVA y de la
propia dopamina (HVA/dopamina) (58).

RECEPTORES DOPAMINERGICOS

El concepto de que los transmisores quimicos (hormonas vy
neurotransmisores) y la gran mayoria de las drogas producen su efecto
biologico por interaccion con substancias receptoras presentes en las células
blanco fue introducido por Langley en 1905, basandose en observaciones de
la potencia y especificidad con la que algunas drogas mimetizaban
(agonistas) o bloqueaban (anta-gonistas) ciertas respuestas bioldgicas. Mas
tarde Hil, Gaddum y Clark describieron de manera independiente las
caracteristicas cuantitativas de la interaccion entre agonistas y antagonistas
en combinacion con receptores especificos utilizando preparaciones intactas
(62).

Actualmente, los receptores se definen como moléculas o arreglos
moleculares que pueden reconocer selectivamente a un ligando (agonista o
antagonista) y ser activados por el ligando con eficacia intrinseca (agonista)
para iniciar un evento celular (103). Los receptores para dopamina pertenece
a la superfamilia de receptores (con mas de 100 miembros) acoplados a
proteinas G. En esta familia de receptores, el reconocimiento del
neurotransmisor y la molécula efectora (tipicamente una enzima que produce
un segundo mensajero difusible) son entidades diferentes, acopladas entre si
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por una proteina con capacidad para unir nucleétidos de guanina (proteina
G) (104).

ESTRUCTURA DE LOS RECEPTORES DOPAMINERGICOS

El primer receptor dopaminérgico clonado fue el subtipo D2 (61, 105 ,106).
Todos los receptores dopaminérgicos poseen 7 dominios transmembranales,
de 20 a 25 residuos hidrofobicos cada uno, y estan acoplados a sistemas de
transduccion intracelulares mediante proteinas G (67). Los 7 dominios
intramembranales estan conectados de forma alterna por asas
citoplasmaticas (i1, i2, i3) y extracelulares (e1, €2, e3) y la region amino
terminal corresponde a un dominio extracelular glicosilado.

El tercer dominio citoplasmatico exhibe diferencias entre los diferentes tipos
de receptores, lo que parece ser la base de la interaccién selectiva con un
tipo o familia particular de proteinas G, lo que se traduce en diferentes
sefales intracelulares. El asa citoplasmatica i3 y la regién carboxiloterminal
(también intracelular) interaccionan con las proteinas G responsables de los
efectos de la activacion del receptor (108). Los receptores D1y D5 se
caracterizan por tener un asa i3 corta y una region carboxilo terminal grande,
que se acoplan a proteinas Gs. En contraste, una estructura inversa (i3 larga
y un extremo carboxilo terminal corto) se observa en los receptores D2, D3 y
D4, acoplados a proteinas Gi.

El extremo carboxilo de los receptores de la familia D1 es rico en residuos de
serina, treonina y cisteina, o que no se observa en los receptores de la
familia D2 (106). La diferencia estructural entre las dos familias obedece a la
ausencia de intrones en os RNA mensajeros (RNAm) que codifican los
receptores D1 y D5, y a su presencia en los UNAM correspondiente a os
subtipos D2, D3y D4 (107).

FAMILIAS Y SUBTIPOS DE RECEPTORES DOPAMINERGICOS

La accion de la dopamina sobre las células blanco depende del tipo de
receptor presente en éllas. Con base en sus caracteristicas moleculares se
han descrito 5 subtipos de receptores para dopamina, los cuales han sido
agrupados en 2 familias farmacolégicas denominadas D1y D2, a partir del
efecto de agonistas y antagonistas selectivos. La clasificacion actual tiene su
origen en la propuesta por Kebabian y Calne en 1979 (60) y de manera
caracteristica los receptores de la familia D1 estimulan a la enzima adenilil
ciclasa conduciendo a la produccion de AMPc, en tanto que la activacién de
los receptores pertenecientes a la familia D2 inhibe su formacién (109-111).

Las dos familias de receptores dopaminérgicos muestran también diferencias
importantes en sus caracteristicas moleculares. Existe asi una alta
homologia de secuencias entre los dos miembros de la familia D1 (subtipos
D1y D5), como existe a su vez entre los miembros de la familia D2, donde se
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ubican los receptores D2, D3 y D4 (105,109,110). En contraste, la homologia
entre subtipos de familias diferentes corresponde a 42-46% (57,105,112).
Los subtipos D1 y D5 muestran una homologia el 80%; la homologia entre
los receptores D2 y D3 alcanza el 75% y entre los subtipos D2 y D4
corresponde a 53% (105).

Existen también diferencias en la distribucion en el SNC de los diferentes
receptores dopaminérgicos. La presencia de los distintos subtipos ha sido
determinada mediante la combinacién de técnicas de uniéon de radioligandos
("“bin-ding”), que detecta a las proteinas receptoras, y dehibridacion in situ,
que detecta a los diferentes RNA mensajeros que codifican la sintesis de los
subtipos de receptores dopaminérgicos (113).

FAMILIA D1

Esta conformada por dos subtipos, denominados D1 y DS5. Estos receptores
tienen una region carboxilo terminal que es aproximadamente 7 veces mas
larga que la correspondiente a los receptores de la familia D2. Ademas, esta
region muestra abundantes residuos de serina y de treonina, susceptibles de
fosforilacion por cinasas como la PKA y la KC (57). En el caso del receptor
adrenérgico 2, el mas estudiado de los receptores acoplados a proteinas G,
la fosforilacion del segmento carboxilo terminal es responsable de la
desensibilizaciéon que experimenta el receptor en respuesta a la estimulacion
continua por agonistas (114-115).

RECEPTORES D1

Tanto en el ser humano como en las ratas los receptores D1 son cadenas de
446 residuos de aminoacidos. Caracteristicas estructurales de este subtipo
son una region i3 corta y un extremo carboxilo largo de 113-117 aminoacidos
(57).

DISTRIBUCION

El subtipo D1es el receptor dopaminérgico mas abundante en el SNC (57,67
,105). Niveles altos del receptor se encuentran en el tuberculo olfatorio, el
neoestriado, el nucleo accumbens, las islas de Calleja, la amigdala, el nucleo
subtalamico, la substancia negra (reticulada y compacta) y el cerebelo (capa
molecular). Niveles moderados han sido detectados en la corteza cerebral
(frontal, entorrinal y el cingulo), el talamo y el globo palido. Los receptores D1
son escasos en la formacidon hipocampal, la region septal, el hipotalamo, el
area tegmental ventral y el coliculo inferior (57). EI RNAm correspondiente al
receptor D1 se observa en el neoestriado, la corteza cerebral (frontal,
prefrontal, piriforme y entorrinal), la formacion hipocampal, el tubérculo
olfatorio, el nucleo accumbens, el hipotalamo y el tdlamo (57,106), asi como
en el nucleo subtalamico . En otras areas como el nucleo entopeduncular, el
globo palido la sustancia negra reticulada, es posible detectar a la proteina
receptora pero no al RNAm, lo que indica que los receptores estan presentes
so6lo en los axones provenientes del neoestriado (57).
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RECEPTORES D5

Estos receptores son proteinas de 475 (rata) o 477 (humano) residuos e
aminoacidos. El receptor humano tiene una homologia de 49% con el
receptor D1 de la misma especie y de 83% con el receptor D5 de la rata (57).

DISTRIBUCION

El receptor D5 se expresa con mucho menor intensidad que el subtipo D1 y
su localizacién parece restringirse al hipocampo y a los nucleos lateral
mamilar y parafascicular del talamo (113). En el SNC la expresién del RNAm
se ha demostrado en el hipocampo, el talamo, el neoestriado, el hipotalamo y
la corteza cerebral en sus regiones frontal y temporal (117,116).

FAMILIA D2

Conformada por 3 subtipos denominados D2 , D3 y D4, los que muestran
como caracteristica una regioén i3 muy larga de 101 a 166 aminoacidos,
dependiendo del subtipo y de la especie. En contraste, la misma region esta
conformada por 57 y 50 residuos en los receptores D1 y D5 respectivamente
(57). Las regiones i3 largas parecen ser tipicas de los receptores que inhiben
a la adenilil ciclasa (y por lo tanto la formacion de AMPc) mediante la
activacién de proteinas Gxi. Dicha region es también rica en residuos de
serina y de treonina, mismos que pueden ser fosforilados por diversas
cinasas de proteina, regulando asi el acople a la proteina G correspondiente
(118 y 119).

RECEPTORES D2

Existen 2 formas generadas por procesamiento alternativo (“splicing”) del
RNAmM generado por un gen unico. La forma corta (D2S) esta formada por
414 aminoacidos en el humano y 415 en la rata, mientras que la forma larga
(D2L) tiene 443 y 444 aminoacidos respectivamente. La diferencia en
residuos aminoacidicos se observa sobre todo en la region i3, conformada
por 29 aminoacidos mas en las formas largas del receptor (57). Dado que la
region i3 es critica para el acople a proteinas G, es probable que la variacion
en longitud de dicha regién resulte en diferencias tanto en los procesos de
transduccion de sefiales como en la regulacién de la activacién de proteinas
G. Sin embargo, no se han demostrado de manera fehaciente las supuestas
diferencias funcionales.

DISTRIBUCION

El receptor D2 ha sido detectado en alta densidad en el neoestriado
(neuronas GABAEérgicas estriadopalidales), el tubérculo olfatorio, la capa
molecular de la formacion hipocampal, el nucleo accumbens, las islas de
Calleja y el area tegmental ventral. Se encuentra también en moderadas
cantidades en la sustancia negra reticulada, y la sustancia negra compacta
(donde es expresado por las neuronas dopaminérgicas como autorreceptor
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somatodendritico), la corteza cerebral (regiones prefrontal, entorrinal y
cingulo), el globo palido, la amigdala, el talamo y el hipotalamo (57) asi como
en el nucleo subtalamico. En la hipdfisis el receptor D2 es expresado por los
melanotropos y por los lactotropos, donde regula la neurosecrecion al
modular la apertura de canales de Ca2+ activados por voltaje mediante la
activacion de proteinas Go (80,105,120).

La distribucién del RNAm es practicamente paralela a la descrita para el
receptor, con la excepcion de la sustancia negra reticulada en la que se han
determinados niveles intermedios del receptor, pero muy bajos o
indetectables del RNAm (57), indicando que en esta region el receptor se
encuentra localizado en las terminales sinapticas de las via aferentes y en las
dendritas de las neuronas dopaminérgicas de la SNc que se extienden a la
SNr. Cabe destacar que en general la distribucién del RNAm de las dos
formas (corta y larga) del receptor coincide con la distribucion del RNAm total
para ambas formas. Sin embargo, regiones donde se ha observado una
distribucion diferencial incluyen al neoestriado y la hipdfisis, donde se
observa una mayor presencia de la forma larga (57,106).

RECEPTORES D4

Este subtipo fue clonado en 1991 (122) y es una cadena peptidica de 385-
387 aminoacidos que muestra una significativa homologia con los receptores
D2 y D3 . Una caracteristica interesante del receptor D4 es su alta afinidad
por el neuroléptico clozapina, o que generd un gran interés por sus posibles
implicaciones fisiopatoldgicas y terapéuticas.

DISTRIBUCION

El RNAm correspondiente al receptor D4 se encuentra presente en alta
densidad en la corteza frontal, el bulboolfatorio, la amigdala, el meséncefalo
y la retina. Densidades intermedias se observan en el neoestriado, mientras
que densidades bajas o apenas detectables han sido reportadas para el
hipotalamo y el hipocampo (57,113,123).

RECEPTORES D3

La existencia de este subtipo fue confirmada por clonacién molecular en
1990 (121). Su distribucion en el SNC y sus caracteristicas farmacologicas
(en particular su sensibilidad a neurolépticos) son claramente diferentes de
las correspondientes al receptor D2. En el ser humano el receptor consta de
400 aminoacidos, mientras que en la rata la cadena peptidica comprende
446 residuos, siendo la diferencia la extensién del asa i 3, conformada por
120 y 166 aminoacidos respectivamente (57). El gen del receptor D3,
localizado en el cromosoma 3, banda 3q13.3 (124).
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DISTRIBUCION

La presencia del receptor D3 se ha estudiado mediante la determinacion del
RNAm, con niveles elevados en las islas de Calleja, la region septal, los
nucleos geniculados medial y lateral del tdlamo, el nuacleo mamilar medial del
hipotalamo y en las células de Purkinje del cerebelo (57, 106). Densidades
intermedias se observan en la corteza parietal y temporal, la formacion
hipocampal, el bulbo olfatorio, el neoestriado, el nucleo accumbens, la
amigdala, el nucleo subtaldamico, la oliva inferior y los Iébulos anterior e
intermedio de la hipodfisis. Niveles minimos se detectan en la sustancia negra
compacta, el area tegmental ventral, la corteza frontal, el cingulo y el globo
palido.

RELEVANCIA CLINICA Y ANTECEDENTES

Esquizofrenia

Los estudios sobre los posibles cambios en la densidad de receptores
dopaminérgicos son dificiles de interpretar y de conciliar entre ellos. Por
ejemplo, en algunos estudios el analisis post-mortem del cerebro de
pacientes con esquizofrenia ha mostrado un aumento en la densidad de
receptores de la familia D2 (125) y del subtipo D4, perteneciente a la misma
familia, en los nucleos caudado y putamen. Sin embargo, otro estudio mostré
en los mismos nucleos un aumento de los receptores de la familia D2 (126),
sin cambio aparente en el subtipo D4, es decir, que el aumento correspondio
a los subtipos D2 y D3 . Por su parte, Schamauss y cols. reportaron en 1993
(127) una disminucion del subtipo D3 perteneciente también a la familia D2 ,
en la corteza cerebral. A pesar de estos datos, un estudio con tomografia de
emision de positrones no mostro relacion entre la esquizofrenia y cambios en
la densidad de receptores dopaminérgicos (128). Otros estudios han sido
también dirigidos a establecer relacion entre posibles alteraciones genéticas
en la expresibn de receptores dopaminérgicos y la aparicion de
esquizofrenia. Sin embargo, los resultados obtenidos hasta el momento no
apoyan dicha relacién (105). Finalmente, cambios en la funcién de los
transportadores de dopamina podrian también modificar la funcion
dopaminérgica y participar por lo tanto en la fisiopatologia de Ia
esquizofrenia. Sin embargo, dichos cambios no han sido observados (125).

Le Fur, Phan y Uzay, A. en 1980 empezaron a describir que habia una gran
afinidad de unién de la 3H-espiperona a los linfocitos en los seres humanos
(25).

Es estudios posterior el mismo autor reporto una disminucién de union de la
3H-espiperona en los linfocitos de los pacientes con enfermedad de
parkinson (137), pudiendo se contar con un posible indice periférico de
receptores dopaminérgicos del SNC. En la misma linea, 5 afios después,
Bondy y cols. (138) supusieron que los elementos celulares sanguineos,
como los linfocitos, son modelos accesibles y faciles para analizar, para
investigar las funciones de los receptores en el sistema nervioso central,
llevando acabo ensayos clinicos con ligando marcados radioactivamente en
plaquetas, linfocitos y granulocitos para estudiar los parametros de union
(binding). En un estudio de Bondy y cols. realizando se a través del
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antagonista 3H-espiperona; teniendo una muestra de 43 pacientes
esquizofrénicos no médicados, 25 esquizofrenicos medicados, 38 familiares
de primero y segundo grado de los pacientes, 27 pacientes con otras
enfermedades psiquiatricas y 40 controles sanos. La densidad de 3H-
espiperona en los sitios de union de los linfocitos fue significativamente
mayor en todos los pacientes tanto agudos como crénicos de los
esquizofrénicos, tanto aquellos sometidos a tratamiento neuroléptico como
libres de este. Incremento que no fue observado en otros pacientes con otra
enfermedad psiquiatrica, proponiendo este incremento como un posible
marcador de vulnerabilidad. (129). Datos que hablaban a favor de un posible
marcador de “rasgo” para la esquizofrenia, determinado genéticamente, que
revela menos la presencia de la enfermedad que la predisposicion o la
vulnerabilidad a contraerla. (139).

En México en 1988, se realizé un estudio para corroborar estos datos,
usando la misma técnica con 3H-espiperona en seis controles sanos, nueve
pacientes con diagnostico de esquizofrenia y diecinueve familiares de estos,
encontrandose que los pacientes con esquizofrenia son diferentes a los
controles sanos y similar al grupo de padres y hermanos. Esta diferencia se
expresa unicamente en la variabilidad pero no en la tendencia central, es
decir, no difieren en su media (130).

En 1989 ltzchaky S, estudio la recaptura de 3H espiperona por los linfocitos
en pacientes esquizofrénicos y controles sanos, sin poder replicar los
hallazgos de Bondy, asociando lo al uso de pacientes cronicos y dificultades
técnicas encontrando resultados controvertidos (134).

En adicion a lo anterior varios estudios demostraron que “espiperona”
(antagonista D2) encontrado en linfocitos de sangre periférica es alto en
pacientes que responden a medicamentos antipsicoticos en comparacion con
pacientes esquizofrénicos resistentes al tratamiento. (140)

Encontrandose posteriormente controversias en estos hallazgos por parte de
Griffiths (1992), quien estudio a 25 pacientes esquizofrénicos. 40 de sus
familiares, y 25 controles sanos, habiendo una alto secuestro de 3H
espiperona en solo una pequefa proporcion de pacientes esquizofrénicos
(13.6%) y sus familiares (5%), siendo un marcador de vulnerabilidad de uso
limitado. (131).

En 1994 nuevamente en México el Dr.Heinze y cols. Realizé un segundo
estudio con el uso de 3H-espiperona (3HS) en 22 esquizofrénicos, 18
familiares no afectados y 8 controles sanos, no encontrando diferencias
significativas en ambos grupos comparado con los controles, siendo poco
significativo como marcador biolégico y proponiendo ampliar la muestra.
(132). De igual manera los estudios de Wodarz al estudiar la union de (3HS)
en células mononucleares periféricas en pacientes esquizofrénicos,
trastornos afectivos tipo bipolar y sujetos sanos, no existiendo diferencias
significativas en la unién entre todos los grupos de pacientes psiquiatricos en
comparaciéon con los sujetos sanos, ni en los subtipos de esquizofrenia, ni
entre los que respondieron al tratamientos y los que no. (135).
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Laufer (1999) estudio la unién de 3HS en pacientes esquizofrénicos virgenes
al tratamiento neuroléptico y los posibles efectos del farmaco en la unién, no
encontrando diferencias significativas antes y después del tratamiento
neuroléptico en los pacientes esquizofrénicos, o entre los pacientes y sus
familiares y controles sanos (133).

Se establecio una alta afinidad hacia ligandos dopaminérgicos asi como la
presencia de RNA en varios subtipos de receptores a dopamina (D3,D4,D5)
en linfocitos de sangre periférica humana (142).

En 1999 Amenta F. y Cols. en su estudio de los receptores dopaminergicos
D2 en linfocitos sanguineos periféricos humanos con ensayos de unién a
radioligandos y estudios inmunocitoquimicos, demostraron en sus estudios
anteriores con estas diferentes técnicas que los receptores dopaminergicos
D2 en linfocitos pertenecia al subtipo de receptores D3 y D4. La
estandarizacion de técnicas inmunocitoquimicas para la deteccion de
receptores dopaminergicos en linfocitos sanguineos periféricos humanos
pueden contribuir a clarificar la funcion de los linfocitos como un marcador
periférico del estado del sistema dopaminérgico (136).

Aun es imposible determinar con la suficiente precision el niumero y la
localizacion de los receptores de la dopamina en el cerebro de los pacientes
esquizofrénicos vivos. En el 2001 Sara Fuchs y Tal llani, del Departamento
de Inmunologia del Instituto Weizmann, proponen una forma de estudiar el
problema, dado que la identificacion de los receptores de la dopamina en la
superficie de los linfocitos es extremadamente complicada, el equipo se ha
centrado en wun estadio temprano de la formacién del receptor
(concretamente, en la fase en la que el RNA mensajero transporta la
informacion genética precisa para crear los receptores de la dopamina desde
el nucleo celular a los ribosomas). Los linfocitos humanos periféricos tienen
alta afinidad de ligandos dopaminérgicos, asi como la presencia de RNAm de
los receptores tipo D2 (D3 y D4), los cuales reflejan la densidad en el nucleo
accumbens de los receptors D3. llani y cols. mostraron una alta correlacion
entre los niveles del RNAm del receptor D3 en linfocitos de 14 pacientes con
esquizofrenia al compararlo con 14 individuos sanos del mismo sexo y del
mismo grupo de edad, descubrieron que los esquizofrénicos contienen de
media, 3.6 veces mas moléculas de RNA mensajero de receptores de
dopamina de una determinada clase, denominada D3, que la sangre de las
personas sanas, y que tanto los pacientes que tomaban medicamentos como
quienes no los tomaban mostraron tendencia a tener al menos el doble de
receptores D3 que los que no padecian de esquizofrenia, proponiendo que el
receptor D3 del RNA mensajero (DRD3 RNAm) en los linfocitos podria ser el
marcador para identificar y estudiar la esquizofrenia. (18). En el mismo afo
Kanzig S, encontro resultados semejantes a los de Tal llani. (24).
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Kwak y cols. encontraron mayor incremento de DRD3 RNAm en un grupo de
28 pacientes esquizofrenicos libres de tratamiento antipsicotico por 90 dias o
mas, al compararlos con 15 pacientes esquizofrenicos que nunca habian
tomado drogas antipsicoticas, 44 pacientes esquizofrenicos que estaban
tomando antipsicoticos y 31 individuos sanos (19).

Vogel y cols. Reportaron una correlacion entre la elevacion de los niveles de
DRD3 RNAmM en pacientes esquizofrénicos con sintomas negativos (20).

Mismas investigaciones se han venido haciendo con otros padecimientos
psiquiatricos y enfermedades neurologicas. Nagai y cols. reportaron una
disminucién en los niveles de RNAm del receptor D3 de dopamina en
linfocitos de 45 pacientes con enfermedad de Parkinson, y la magnitud de la
disminucion DRD3 RNAm tenia correlacibn con la severidad de la
enfermedad, sugiriendo que podria servir como un marcador para monitorizar
la progresién de la enfermedad (21).

Barbanti y cols. reportaron un incremento en la expresion de los receptores
de dopamina D1-D2 en linfocitos sanguineos periféricos de 50 pacientes con
enfermedad de Parkinson idiopatico al compararlos con 36 individuos con
otras enfermedades neurodegenerativas y 26 individuos sanos (22). En un
segundo estudio mostraron un incremento en la densidad de DRD3 en
linfocitos de 25 pacientes con Migrana al compararlos con 20 individuos
sanos, concluyendo que el incremento de la expresion DRD3 en linfocitos
periféricos de pacientes con migrana puede reflejar la hipersensibilidad de los
receptores de dopamina central y/o periféricos debido a hipofuncion
dopaminérgica (23).

Similar correlacion ha sido demostrada en enfermedad de Alzheimer,
estudiando los receptores muscarinicos, estando estos reducidos tanto en
cerebro como en linfocitos (143). Estos ultimos hallazgos proveen otro
ejemplo de que una afeccion en el SNC puede ser reflejada en linfocitos de
sangre periférica.

En el presente estudio, se determind la densidad de RNAm para receptores
de dopamina subtipo D3 (DR-D3) en linfocitos de sangre humana periférica
en pacientes esquizofrénicos, familiares de primer grado y controles sanos,
con la finalidad de cuantificar la asociacion entre estatus diagndstico y
presencia excesiva de RNAm para DR-D3. Con esto se explorara la utilidad
de esta variable como un posible marcador biolégico para la esquizofrenia.
Discutiéndose los estudios que un futuro serian necesarios para descartar o
utilizar esta variable como marcador bioldgico.
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JUSTIFICACION.

Explorar la utilidad de la densidad de RNAm para DR-D3 en linfocitos
sanguineos como posible marcador biolégico para facilitar una deteccidn
temprana e intervencion terapéutica oportuna. La deteccién de un marcador
bioldgico conseguira, en un futuro, una mejor evolucion y prondstico de los
pacientes con esquizofrenia.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es posible encontrar diferencias significativas en los niveles de RNAm para
DRD3 en pacientes esquizofrénicos como un marcador biolégico diagndstico
para esquizofrenia.

HIPOTESIS

La densidad del RNAm de los receptores dopamina D3 en linfocitos de
pacientes con esquizofrenia esta incrementada en comparacion con el grupo
de sujetos sanos. Los individuos vulnerables también muestran niveles

diferentes a los observados en el grupo control y similares a los de los
pacientes con esquizofrenia.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

1.- Determinar la expresion y comparar la densidad de receptor de dopamina
(D3) RNAm en linfocitos de sangre periférica comparando a los pacientes
esquizofrenicos, familiares de primer grado y controles sanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Determinar la densidad del RNAm DRD3 en los individuos vulnerables
(familiares de primer grado de pacientes con esquizofrenia con o sin otros

factores de riesgo).

2.- Determinar la densidad del RNAm DRD3 en pacientes esquizofrénicos y
la de controles sanos.

3.- Describir caracteristicas demograficas de la muestra.
4.- Describir la caracteristica demografica por cada subgrupo.
5.- Describir diferencias significativas en cuanto al sexo en los subgrupos.

6.- Describir si existen diferencias significativas de los resultados de PCR en
los subgrupos.
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7.- Describir si existe asociacion entre el grupo de pacientes esquizofrénicos
con tratamiento y positividad a prueba de PCR.

METODOLOGIA

DISENO DE ESTUDIO:

Observacional, transversal y comparativo.
ESPECIFICACION DE VARIABLES:

Variables independientes:

-Edad: Numeérica, escalar.

-Sexo: categodrica, dicotomico.

-Grupo diagndstico (esquizofrenia, control sano y familiar de esquizofrénico):
categorico, nominal.

-Tratamiento con Antipsicético: categorica, nominal.

Variable dependiente:
Resultado de la medicion de RNAm DRD3 en linfocitos periféricos.
Categorica, Dicotdmica.

INSTRUMENTOS DE MEDICION
Técnica rtPCR
1. Separaracién de linfocitos:

Se obtuvo 10 ml de sangre, en tubos heparinizados, se diluyo con un
volumen igual de regulador de fosfatos (PBS) y se separaran los linfocitos
por gradiente de concentracién con Ficoll /paquet centrifugando por 30
minutos, a 3000 rpm. El concentrado linfocitario se separo y se lavarén 2
veces en PBS, congelandose inmediatamente a —80°C, hasta la obtencion
del RNA.

2. Separacion del RNA y retrotranscripcion

El total de RNA de linfocitos se separ6 utilizando el método de guanitidin
tiocitato y la cantidad y calidad de RNA se determind utilizando
espectrofotometria y electroforesis en geles de agarosa al 2%. 2 pg del RNA
total seran retro- transcritos usando poli dt-base y 20 unidades de virus de la
leucemia transcriptasa inversa moloney murina. Dos [l del producto DNAc se
utilizarén para la amplificacion por la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) en un volumen final de 25 (1.
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3. Amplificacién

Se realizd con los oligonucléotidos del receptor D3 y b actina (como control
de gen constitutivo). Se sometieron a 23 ciclos (b-actina) y 38 ciclos (D3),
con una temperatura de alineacion de 65°C. La amplificacion se realizé entre
30 y 40 ciclos para D3 y entre 19 y 25 para b-actina.

Los productos del PCR fueron corridos en geles de agarosa al 2% vy
cuantificados por analizador de imagenes por densitometria.

4. Analisis de resultados

Se evalud la relacion de la densidad 6ptica de mRNA b actina/D3, en las
diferentes muestras; obteniéndose un promedio de esta razon por individuo.
Se clasificaron en categoria dicotomica de RNAm por PCR en positivo y
negativo estableciendo el punto de corte en una razén de 2 (es decir, una
densidad 6ptica de RNAm para DR-D3 dos veces mayor que la densidad
Optica de RNAm para B-actina).

CRITERIOS DE SELECCION:

CRITERIOS DE INCLUSION

-Pacientes con diagnostico de Esquizofrenia segun los criterios diagndsticos
del DSM IV.

-Familiares de primer grado (padres y hermanos) de pacientes con
esquizofrenia con o sin otros factores de riesgo.

-Edades entre 18 a 60 anos.
-Ambos sexos.
CRITERIOS DE EXCLUSION

-Abuso y dependencia a alcohol y sustancias ilicitas de acuerdo a los
criterios del DSMIV-TR.

-En los pacientes con esquizofrenia comorbilidad con otras enfermedades
psiquiatricas del gje I.

-En los familiares con pacientes de esquizofrenia sin criterios diagnosticos
para esquizofrenia u otras psicosis.

-En los pacientes, familiares y en los controles sanos no tener criterios para
migrafia ni enfermedad de parkinson.
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MUESTRA

Universo de trabajo:

Todos los pacientes que son atendido en el tercer piso tanto consulta externa
como hospitalizacién del Hospital Psiquiatrico Fray Bernardino Alvarez con
el Diagnostico de Esquizofrenia y sus familiares de primer grado.

Tamaio de la muestra:

Se tomara una muestra de 21 pacientes que presenten el diagnostico clinico
de Esquizofrenia segun criterios diagnésticos del DSMIV, y 22 familiares de
primer grado de éstos. Ademas se tomara una muestra de 17 pacientes
sanos sin antecedentes de enfermedad mental pareados con la edad y sexo.

ANALISIS ESTADISTICO:

Se realizaron medidas de tendencia central y porcentajes para la descripcion
de los datos. En el caso de las variables numéricas se practico prueba de
analisis de varianza de un sentido (ANOVA). Para las variables categéricas
se practicaron Chi cuadradas (considerando cuando apropiado la prueba
exacta de Fisher). Para comparar la prueba PCR entre grupos diagndstico
(controles, esquizofrénicos y familiares) se realiz6 un modelo de regresion
logistica utilizando la prueba como variable dependiente y el grupo
diagndstico como independientes estableciendo al grupo de controles como
contraste y ajustando para edad y tratamiento antipsicético. Se establecid
nivel de significancia a un valor de p de menos de 0.05.

PARTICIPACION DE OTRA INSTITUCION

-Hospital Psiquiatrico Fray Bernardino Alvarez.

-Laboratorio de Genética y Toxicologia Ambiental del Instituto de
Investigacion de Biomédicas de la UNAM.

CONSIDERACIONES ETICAS

Se cumplieron de manera integra los principios de la declaracién de Helsinki
y revisiones posteriores. Los participantes leyeron y comprendieron el
consentimiento informado que les presento el investigador principal.
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PROCEDIMIENTO

Se incluyeron 21 pacientes esquizofrénicos que cumplan los criterios del
DSM-IV (141) evaluados por dos psiquiatras de la clinica de esquizofrenia del
Hospital Fray Bernardino Alvarez. Se formo un segundo grupo con 22
familiares de primer grado de estos pacientes y un tercer grupo control de 17
personas sanas sin antecedentes familiares de padecimientos psicoéticos. Se
les solicito un consentimiento informado. El estudio fue aprobado por el
comité de investigacién y de Etica del Hospital Fray Bernardino Alvarez. Los
participantes firmaron consentimiento informado segun los establecido en la
convencion de Helsinki. Se colectaron datos demograficos y clinicos.
Posteriormente el quimico farmacobiologo tomo las muestras de sangre en
el laboratorio del Hospital Psiquiatrico Fray Bernardino Alvarez. Las muestras
se enviaron al laboratorio de Genética y Toxicologia Ambiental del Instituto
de Investigaciones Biomédicas de la UNAM y se almacenaron en forma
ciega para su analisis quimico por parte de una QFB con doctorado en
ciencias. Lo datos recabados fueron manejados por medio del programa
estadistico SPSS (Standat version 10.0.1, 1999).
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Resultados

La muestra estuvo compuesta por 60 sujetos, de los cuales se
dividieron en tres grupos: esquizofrénicos 35%, familiares de primer grado
36.7% y sujetos sanos 28.3%. (Ver tabla 1).

tabla 1.- Relacion con esquizofrenia

Frecuencia Porcentaje
enfermo 21 35.0
sano 17 283
familiar 22 36.7
Total 60 100.0

La edad promedio de la muestra total fue de 34.35 con una desviacién
estandar de 9.12. Por grupos, se encontré un promedio de edad de 34.33
afios para los pacientes con esquizofrenia, 33.82 para el grupo comparativo
sano y de 34.77 para los familiares de primer grado de pacientes
esquizofrénicos. No se encontrd diferencias estadisticamente significativas
para la edad entre los tres grupos (F=0.50 con p=0.951).

Tabla 2.- Descripcion de edad de la muestra.

Desviacion
N Minima Maxima Media Estandar
edad 60 21 48 34.35 9.12

Valid N (listwise) 60

Tabla 2.1 Descripcion de edad para cada subgrupo

edad

Desviacion
Relacién con esquizofrenia Media N Estandar
enfermo 34.33 21 9.02
sano 33.82 17 9.19
familiar 34.77 22 9.56
Total 34.35 60 9.12
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El 53.3% de la muestra total eran hombres. Por grupos 47.1% de los
controles sanos, 52.4% de los esquizofrénicos y 59.1% de los familiares
fueron hombres. La distribucion de mujeres y hombres por grupos se
encuentra descrita en la tabla 3. No existieron diferencias de sexo en los
diferentes grupos (Chi cuadrada=0.570 con p=0.752).

Tabla 3.-Género y relacién con esquizofrenia

Count
Relacién con esquizofrenia
enfermo sano familiar Total
género  Femenino 10 9 9 28
Masculino 1M 8 13 32
Total 21 17 22 60

La PCR resulté positiva para el 86% de los enfermos, el 36% de los
familiares y el 18% de los sanos. (ver tabla 4 y gréaficas 1, 2 y 3).
Encontrandose una diferencia estadisticamente significativa para estas
proporciones (Chi cuadrada=19.423 g.1.=2 p<0.001).

Tabla 4.- Relacion entre subgrupos y PCR.

Count
PCR
positivo negativo Total
Relacién con enfermo 18 3 21
esquizofrenia sano 3 14 17
familiar 8 14 22
Total 29 31 60
Grafica 1.- PCR en esquizofrénicos. Graéfica 2.- PCR en Familiares.
Enfermos Familiar
PCR (-)
14% PCR (+)
@ PCR (+) 36% B PCR(+)
m PCR (-) Pg;/(' m PCR (-)
PCR (+) °
86%

Grafica 3.- PCR en sanos.

Sano

PCR (+)
18%

@ PCR (+)
m PCR (-)
PCR(-)
82%
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De los sujetos con esquizofrenia, 12 no se encontraban con
tratamiento a base de antipsicoticos al momento de la toma de muestra
sanguinea, los 9 restantes si (ver grafica 4). En este grupo diagndstico, no
se encontraron diferencias entre uso de antipsicéticos y positividad a prueba
de PCR (89% vs 83% Prueba exacta de Fisher con p=0.612).

Grifica 4.- Enfermos y antipsicoticos.

Enfermos

Antipsicéti
Antipsicoti co (:) O Antipsicético (+)
co(-) 43% B Antipsicético(-)
57%

Comparando a los grupos con los controles sanos, tenemos que los
pacientes con esquizofrenia fueron 23.33 veces mas probables de contar con
prueba de PCR positiva (razén de momios= 27.98; intervalo de confianza
95% 4.88-160.36); mientras que los familiares de esquizofrénicos fueron 2.66
veces mas probables de tener la prueba positiva (razén de momios=2.66,
intervalo de confianza 0.58-12.18). Esta asociacion fue independiente de
edad y uso de antipsicoticos; ademas de ser significativa en la comparacion
de esquizofrénicos versus sanos (p<0.001) y no significativa en la
comparacion familiares versus sanos (p=0.20). Mientras que comparado con
los familiares, los esquizofrénicos fueron ocho veces mas probables de tener
una prueba positiva (razén de momios=8.75 intervalo de confianza 1.52-
50.30 con p=0.015).

DISCUSION:

El estudio demostrd que la densidad de RNAm para receptores de dopamina
del subtipo D3 esta incrementada en pacientes esquizofrénicos comparado
con familiares de primer grado y controles sanos. Dicha asociacion no parece
estar determinada por el sexo del paciente, su edad o el uso de
antipsicoticos. Por su parte los familiares de primer grado de pacientes con
esquizofrenia mostraron una mayor densidad que los controles sanos,
aunque esta asociacién no mostro significancia estadistica.

Este estudio replica los hallazgos de Tal llani (18) y colaboradores del 2001.
En este estudio se compararon directamente los niveles de RNAm para DR-
D3 en linfocitos periféricos en 14 pacientes esquizofrénicos contrastandolo
con 11 sujetos controles sanos. Los autores encontraron que los pacientes
con esquizofrenia mostraban al menos un incremento dos veces mayor en la
densidad de RNAmM DR-D3 comparado con sujetos sanos. A su vez, también
descartaron un efecto del uso de medicamentos en esta asociacion.
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Por su parte, Kwak y cols. encontraron mayor incremento de DRD3 RNAm
en un grupo de 28 pacientes esquizofrenicos libres de tratamiento
antipsicotico por 90 dias o mas, al compararlos con 15 pacientes
esquizofrenicos que nunca habian tomado drogas antipsicoticas, 44
pacientes esquizofrenicos que estaban tomando antipsicoticos y 31
individuos sanos (19).

Hasta donde sabemos, se trata de la primera reproduccion de estos estudios
en pacientes mexicanos. Confirmandose que los hallazgos de una diferencia
en la expresion de RNAm de DR-D3 es ademas independiente de etnicidad
de la muestra. Especificamente en poblacion mexicana, otros estudios en
esquizofrénicos y DR-D3 han mostrado dicha asociacion, pero utilizando
técnicas de radioligando en lugar de expresion de RNAm (Heinze y
colaboradores (130) (132). Lo cual a su vez reafirma esta técnica como
valida para el estudio de diferencias en receptores de dopamina subtipo 3
entre pacientes esquizofrénicos y controles sanos.

Como se ha propuesto en estudios anteriores, las diferencias en expresion
de ya sea de RNAm para DR-D3 o el propio receptor para D3 puede ser un
paralelo o reflejo de lo que sucede a nivel central. Por lo que, los cambios en
la densidad de RNAm para D3 observados en este estudio pueden reflejar un
desbalance sistémico en los receptores D3. Otras patologias del SNC con
relacion a dopamina han sido estudiadas con este modelo. Nagai y cols.
reportaron una disminucidn en los niveles de RNAm del receptor D3 de
dopamina en linfocitos de 45 pacientes con enfermedad de Parkinson, y la
magnitud de la disminucion DRD3 RNAm tenia correlacion con la severidad
de la enfermedad, sugiriendo que podria servir como un marcador para
monitorizar la progresion de la enfermedad (21). Barbanti y cols. reportaron
un incremento en la expresién de los receptores de dopamina D1-D2 en
linfocitos sanguineos periféricos de 50 pacientes con enfermedad de
Parkinson idiopatico al compararlos con 36 individuos con otras
enfermedades neurodegenerativas y 26 individuos sanos (22). En un
segundo estudio mostraron un incremento en la densidad de DRD3 en
linfocitos de 25 pacientes con Migrafna al compararlos con 20 individuos
sanos, concluyendo que el incremento de la expresion DRD3 en linfocitos
periféricos de pacientes con migrana puede reflejar la hipersensibilidad de los
receptores de dopamina central y/o periféricos debido a hipofuncion
dopaminérgica (23). Similar correlacion ha sido demostrada en enfermedad
de Alzheimer, estudiando los receptores muscarinicos, estando estos
reducidos tanto en cerebro como en linfocitos (143). Estos ultimos hallazgos
proveen otro ejemplo de que una afeccidn en el SNC puede ser reflejada en
linfocitos de sangre periférica.

Aunque resulta prematuro suponer que los hallazgos del presente estudios
confirman una utilidad como marcador biolégico para la esquizofrenia, si
apuntan a la necesidad de realizar otros estudios, con muestras mayores y
seguimientos longitudinales, para esclarecer el posible uso de esta variable
de biologia molecular como indicador de riesgo o de factor prondstico. El
realizar seguimientos a largo plazo en sujetos con un riesgo mayor de
desarrollar esquizofrenia (i.e. familiares de primer grado); podria esclarecerse
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su utilidad como marcador biolégico para deteccion de pacientes en estado
premorbido. Por otra parte el evaluar a pacientes esquizofrénicos y describir
su evolucion longitudinal y los cambios posibles en la expresion del RNAmM
para DR-D3, podrian determinar la utilidad de esta variable biolégica como
indicador de evolucion, factor pronéstico y/o de respuesta clinica.

Es imposible mediante una exploracion transversal y de muestra pequena el
concluir en uso como prueba diagnostica y dicha exploracion sale del alcance
del presente estudio. Sin embargo, el estudio aporta nuevos datos a la
creciente base de informacidén que asocian la expresion de receptores D3 y la
esquizofrenia.

LIMITACIONES:

Podemos enumerar varias limitantes al estudio realizado. Por ejemplo el
tamafo de la muestra es pequefia y no reflejan una verdadera muestra
representativa de la poblacion total. Por otra parte se valoré a través de una
entrevista no estructurada a los familiares y controles sanos; al no evaluar
mediante una entrevista estructurada o semi-estructurada a los familiares y
controles resulta imposible descartar por completo la presencia de
psicopatologia y de historia familiar de psicopatologia. Esto ultimo pudo
haber introducido un sesgo de informacion al clasificar como sujetos control a
pacientes esquizofrénicos o familiares de esquizofrénicos. A su vez, no se
conté con una evaluacion objetiva del estatus sintomatico del paciente con
esquizofrenia (i.e. PANSS); ya que como ha sido descrito en los
antecedentes, se ha visto una mayor correlacion entre DR-D3 y sintomas
negativos de la esquizofrenia; por lo que no podemos afirmar que la
asociacion descrita en este estudio dependa exclusivamente de un
predominio sintomas negativos en la muestra clinica. El uso de la técnica de
rt-PCR no permite cuantificar directamente los niveles de RNAm, para ello se
requiere el uso de PCR en tiempo real, pero dicha técnica resulta mas
problematica realizar y por los fondos para este estudio, no se pudo utilizar.

CONCLUSIONES:

Los hallazgos sugieren fuertemente que los pacientes con esquizofrenia
presentan una mayor probabilidad de expresar una densidad optica elevada
de RNAm para receptor de dopamina de sutipo 3 en linfocitos periféricos
comparado con controles. Este hallazgo subraya la necesidad de realizar
estudios subsecuentes sobre esta variable; de esta forma, se podria en un
futuro esclarecer su utilidad como marcador de riesgo, prondstico, evolucion
y respuesta a tratamiento.
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ANEXOS:
CONSENTIMIENTO INFORMADO

TiTULO “DENSIDAD DE RNA MENSAJERO PARA RECEPTORES DE
DOPAMINA D3 EN LINFOCITOS DE PACIENTES ESQUIZOFRENICOS y
FAMILIARES”

Usted esta invitado a participar en un estudio de investigacion que se
realizara en el Hospital Fray Bernardino Alvarez y el Programa Especifico de
esquizofrenia de la Secretaria de Salud. Esperando contar con la
colaboracion de los pacientes de la clinica de esquizofrenia y sus familiares.

Es probable que el presente formulario de consentimiento contenga palabras
que usted no entiende por favor, pidale al médico del estudio o al personal
del estudio que le expliquen todas las palabras o la informacién que no
comprenda con claridad.

OBJETIVO: Su médico a diagnosticado a usted o a su familiar una condicion
meédica caracterizada por sintomas que pueden incluir alucinaciones, delirios,
interferencia con el pensamiento y retraimiento social. El propdsito de este
ensayo consiste en evaluar la utilidad diagnostica del estudio de linfocitos de
sangre periférica y sus receptores D3 como marcadores biolégicos de la
enfermedad. Se realizara la extraccion de 5 ml. de sangre con todas las
indicaciones de asepsia y antisepsia en pacientes esquizofrénicos y de sus
familiares que acepten ser donadores voluntarios, asi como de controles
sanos. Si usted decide participar en esta investigacion se le dara una cita
para la entrevista y al dia siguiente se realizara la toma de muestra
sanguinea. En esta primera cita (llamada visita 0) se leera este
consentimiento y se determinara si usted es candidato al estudio y si usted
acepta participar en él.

Previamente el médico del estudio le habra informado el dia y las
condiciones para asistir a la toma de muestra sanguinea y la orientacion
correspondiente. El dia de la toma de muestra se tomaran presion, pulso y
temperatura; calculando el familiar y el paciente una permanencia de dos a
tres horas en el hospital por cada visita.

Si usted acepta participar en este estudio, debe firmar el presente formulario
del consentimiento que implica que usted ha leido el formulario y que su
doctor y el personal del estudio han respondido a todas sus preguntas. Este
formulario debe ser llenado antes de llevar a cabo cualquier evaluacion.

RIESGOS Y EFECTOS COLATERALES: Todo procedimiento invasivo
conlleva un riesgo, dado que se trata de una herida punzocortante limpia en
donde se maneja equipo estéril (nuevo) y se realiza una adecuada técnica de
aseo con personal altamente capacitado para este procedimiento aun asi la
extraccion de sangre puede presentar dolor, contusiones, y con menor
frecuencia infeccion.
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Se debe evitar el consumo de alcohol o drogas de abuso mientras participa
en este estudio debido a potenciales interferencias con el analisis de las
muestras sanguineas.

NUEVOS HALLAZGOS SIGNIFICATIVOS: Se le informara todo progreso o
nueva informacion obtenidos durante el estudio, y usted o su representante
legal seran informados acerca de los resultados tan pronto como sea posible.
BENEFICIOS POTENCIALES: Al participar en este estudio usted estara
ayudando a investigar una posible prueba diagndstica para esquizofrenia, su
participacion puede ser beneficiosa para usted, sus familiares y otros
pacientes en el futuro; dado que en la actualidad no se cuenta con un estudio
paraclinico que haga diagnostico de esta enfermedad en pacientes con
sintomatologia esquizofrénica o que detecte a los familiares de personas con
esquizofrenia vulnerables a la enfermedad aun sin presencia de
sintomatologia.

INDEMNIZACION: El Hospital Fray Bernardino Alvarez se compromete a
brindar atencion médica unicamente de los riesgos antes mencionados que
pueda conllevar la extraccion de sangre. De presentarse alguna alteraciéon de
este tipo comuniquese con los doctores: Miguel Herrera Estrella, Carlos
Avifia, al 3er piso del Hospital Fray Bernardino Alvarez (Clinica de
esquizofrenia).

Al firmar este formulario usted no renuncia a ninguno de sus derechos
legales que usted normalmente tendria como participante en este estudio de
investigacion.

CONFIDENCIALIDAD: A menos que lo requiera la ley sélo el equipo
participante en la investigacion, el comité de ética y las autoridades
regulatorias (agencias gubernamentales) tendran acceso a los datos
confidenciales que lo identifiquen a usted por su nombre. Al firmar este
formulario usted acepta ésto. Tanto los resultados como toda otra
informacion de este estudio pueden ser presentados a las autoriades
regulatorias a nivel nacional o internacional para su aprobacién, sin embargo,
usted sera identificado soélo por sus iniciales y su numero de participacion.
Usted no estara identificado en ningun informe o publicacion resultante de
este estudio.

PARTICIPACION VOLUNTARIA: Su participaciéon en este estudio es
voluntaria. Su rechazo a participar no perjudicara sus tratamientos o
beneficios futuros en este centro. Usted es libre de dejar de participar en este
estudio en cualquier momento sin perjucio o pérdida de la atencion médica
en este hospital o de su doctor.

El médico del estudio puede dar por terminada su participacion en el estudio
aun si usted desea continuar, si él considera que no es seguro para usted
seguir con el estudio, si usted no cumple debidamente con los
procedimientos del estudio.

PREGUNTAS ACERCA DE LA INVESTIGACION: En el caso de que usted
tenga alguna pregunta con respecto a la investigacion o experimenta un
problema relacionado con la investigacion, comuniquese con su médico
tratante. Si usted tiene alguna pregunta relativa a sus derechos como
participante en este estudio, comuniquese con los doctores: Miguel Herrera
Estrella, Carlos Avifia, al 3er piso del Hospital Fray Bernardino Alvarez
(Clinica de esquizofrenia).
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CONSENTIMIENTO:

Mediante mi firma certifico que he leido el formulario, que entiendo todos sus
contenidos y he pedido y recibido una respuesta satisfactoria a cada
pregunta que tengo con respecto al estudio de investigacion y estoy de
acuerdo en participar.

Entiendo que recibiré una copia de este formulario de consentimiento.
Mediante mi firma en este formulario, no he renunciado a ninguno de los
derechos juridicos que yo normalmente tendria como participante en un
estudio de investigacion.

Si usted decide no participar en este estudio, esta decision no tendra ninguna
repercusion en la atencion que reciba en esta institucion.

FIRMAS:

Fecha Firma del participante.
Fecha Firma del responsable legal.
Fecha Firma del investigador.

Fecha Firma del testigo.
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