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RESUMEN

Antecedentes: el oOxido nitrico ha
sido propuesto como uno de los
posibles mecanismos implicados en
la fisiopatologia de la esquizofrenia,
hasta la fecha solo un estudio ha
intentado evaluarlo a través de sus
metabolitos principales (nitritos vy
nitratos) en el liquido cefalorraquideo
de pacientes esquizofrénicos en
comparacion a controles no
esquizofrénicos, con  resultados
promisorios; sin embargo hasta la
fecha no tenemos idea de como se
comporta su via metabdlica en el
cerebro de estos pacientes.

Objetivo: explorar el comportamiento
de la via metabdlica del 6xido nitrico
en pacientes esquizofrénicos
mediante muestras de su liquido
cefalorraquideo, en comparacion con
pacientes no esquizofrénicos.

Disefio: estudio piloto, observacional,
transversal, comparativo.

Centro de estudio: Instituto Nacional
de Neurologia y Neurocirugia: Manuel
Velasco Suarez, Ciudad de México,
México.

Pacientes: 9 pacientes
esquizofrénicos y 10 controles no
esquizofrénicos.

OXIDO NITRICO Y ESQUIZOFRENIA:
MEDICION DE SU VIA METABOLICA EN EL LIQUIDO

CEFALORRAQUIDEO DE PACIENTES ESQUIZOFRENICOS

Mediciones principales de
comparacion: comparacion de las
mediciones de arginina, citrulina 'y
nitratos en el liquido cefalorraquideo
entre los pacientes esquizofrénicos y
los controles no esquizofrénicos.

Resultados: las medias +/- DE entre
ambos grupos no mostraron
diferencias estadisticamente
significativas: citrulina en
esquizofrénicos 29.88 +/- 3.12nmy
en controles 23.76 +/- 3.8nm (p=
0.071), arginina para esquizofrénicos
22.11 +/- 1.44nmy en controles 18.94
+/- 0.9nm (p=0.174) y nitratos para
esquizofrénicos 331.21 +/- 67.8nmy
en controles 688.17 +/- 195.4nm (p=
0.210), finalmente no hubo asociacion
entre el comportamiento de estas
sustancias y la escala de PANSS.

Conclusiones: aunque la diferencia
no es estadisticamente significativa,
existe una tendencia en direccion a
diferencias entre ambos grupos,
reforzado al analizar la citrulina a una
cola, que resulta estadisticamente
significativa (p=0.0355). Para evitar
un error tipo Il es necesario
incrementar el tamafo de la muestra.
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ANTECEDENTES

LA ESQUIZOFRENIA

La esquizofrenia es un trastorno neuropsiquiatrico crénico, definido
clinicamente por alteraciones mentales y conductuales que producen un deterioro
psicosocial significativo.

En las ultimas dos décadas, se ha postulado que el sindrome de la
esquizofrenia esta en realidad integrado por sintomas que pueden agruparse en
cinco grandes dimensiones: sintomas positivos, sintomas negativos, sintomas de
cognoscitivos, sintomas afectivos y ansiosos y sintomas agresivos. (Liddle, 1987,
Andreasen y cols. 1995).

A pesar de esto, en la practica clinica los signos y sintomas caracteristicos
del trastorno aparecen agrupados en dos amplias categorias, los sintomas
positivos, que parecen constituir la expresion de un exceso o distorsién de las
funciones mentales normales: trastornos del pensamiento y el lenguaje (ideas
delirantes, lenguaje desorganizado), la percepcion (alucinaciones) y la
organizacion del comportamiento (conducta desorganizada o cataténica) y los
sintomas negativos, que parecen consistir en una disminucion o pérdida de las
funciones mentales normales: trastornos de la expresién emocional (aplanamiento
afectivo), de la fluidez y productividad del pensamiento y el lenguaje (alogia) y de
la conducta voluntaria (avolicibn) (DSM-IV-TR) (Anexo 1), esta divisién
fenomenolégica de la esquizofrenia en dos grandes sindromes ha sido
cuestionada por los trabajos de varios autores (Arndt y cols. 1991; Schroeder y
cols. 1992; Kulhara y cols. 1986; Malla y cols. 1993; Peralta y cols. 1992; Liddle y
cols. 1999).

En cuanto al diagndstico de esquizofrenia, este puede ser realizado de
manera clinica mediante los criterios del DSM-IV o la CIE-10 para esquizofrenia
los que se consideran actualmente las autoridades para el diagnostico de esta
enfermedad, Jagger en una comparacion de ambas clasificaciones encontré un

valor de kappa de 0.82 entre ambas. (Jagger y cols. 2004).
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La esquizofrenia ha sido descrita como “la peor enfermedad de la especie
humana” (Editorial, 1988). Debido a la penetrancia de los déficits asociados y
frecuente curso cronico se encuentra entre las diez principales causas de
discapacidad relacionada a enfermedad en el mundo (Murray y cols. 1996).

A pesar de un vigoroso estudio el siglo pasado, su etiologia y fisiopatologia
se mantienen relativamente ocultas y los tratamientos actuales solo son
modestamente efectivos, y no por falta de busqueda, varios cientos de miles de
articulos publicados sobre la esquizofrenia hasta la fecha describen miles de
discretos descubrimientos (Tandon y cols. 2008).

Respecto a su epidemiologia, la incidencia anual es de 8-40/100,000/afio,
con incidencia relativamente similar entre continentes (Jablensky y cols. 1992),
incrementandose con la urbanicidad y la migraciéon (Fearon y cols. 2006). La
prevalencia a lo largo de la vida es de 0.7% (Saha y cols. 2006), con mayor riesgo
para los varones (McGrath y cols. 2004). Es una enfermedad altamente hereditaria
y los factores genéticos parecen contribuir hasta en un 80% a la presentacion de
la enfermedad (Crow TJ, 2007), en gemelos monocigotos la incidencia es hasta
de 50%, para un solo padre o hermano esquizofrénico es de 7% y con dos
familiares de primer grado hasta 14%, debido a la existencia de una gran
heterogeneidad genética con multiples regiones cromosdmicas de pequefio efecto
a lo largo del genoma ligadas a la presentacion de la enfermedad. Por otro lado
numerosos factores ambientales de pequeiio efecto (abuso de cannabis,
nacimiento en verano o0 primavera, infecciones prenatales y desnutricion,
complicaciones obstétricas y perinatales, estrés social, mayor edad paterna, etc.)
se asocian a un riesgo incrementado para desarrollar esquizofrenia (Munk
Laursen y cols. 2007).

La Escala de Sintomas Positivos y Negativos de Esquizofrenia (PANSS, por
sus siglas en inglés), desarrollada por Kay y Opler, es el estandar actual para la
clasificacion y estudio de los signos y sintomas en los pacientes esquizofrénicos y
es utilizada en la actualidad en las principales investigaciones clinicas (Garnica,
1996).
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De esta manera muchos de los marcadores biolégicos estudiados para esta
enfermedad se han agrupado bajo diferentes dimensiones de la enfermedad de
acuerdo a la escala de PANSS:

1) Sindrome positivo: en un estudio con 30 pacientes esquizofrénicos,
utilizando tomografia por emision de positrones, se encontrd una correlacién entre
este sindrome y un incremento del flujo sanguineo cerebral regional en el |6bulo
temporal medial izquierdo, el estriado ventral izquierdo y la corteza prefrontal
inferolateral, asi como una disminucién del flujo en la corteza del cingulo posterior
y la corteza temporoparietal lateral izquierda (Liddle, 1992).

2) Sindrome negativo: se encontré asociado con hipoactividad en la corteza
lateral prefrontal y en la corteza asociativa parietal, e hiperactividad en el estriado,
en el mismo estudio (Wolkin, 1992).

3) Sindrome desorganizado: El estudio de Liddle mostré que los pacientes
con este sindrome tenian un menor flujo cerebral en las siguientes regiones:
corteza ventrolateral prefrontal, insula y corteza asociativa parietal, asi como un
incremento en el cingulo anterior y el tAlamo (Liddle, 1992).

Ademas de los estudios citados, multiples investigadores han medido el
flujo sanguineo cerebral regional de pacientes esquizofrénicos; el dato
fisiopatolégico méas consistente es la hipoperfusion en zonas frontales
(especialmente en la corteza dorsolateral prefrontal), la cual muestra una
correlacion repetida con la presencia o el predominio clinico de sintomas
negativos (Franzen y cols. 1975; Andreasen y cols. 1992; Wolkin y cols. 1992;
Rubin y cols. 1994; Liddle y cols. 1992; Lewis y cols. 1992; Ebmeier y cols. 1993).

La evidencia actual apoya la idea de que los sintomas de la esquizofrenia
estan relacionados con alteraciones en varios sistemas neurobioquimicos,
principalmente los dopaminérgicos, serotonérgicos, gabaérgicos vy
glutamatérgicos. Otras sustancias 0 neurotransmisores, con resultados no
concluyentes, incluyen: acetilcolina, noradrenalina, neurotensina, colecistoquinina,

somatostatina y péptidos opiaceos.
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Un factor neuroquimico poco estudiado en pacientes esquizofrénicos es el
oxido nitrico, se ha propuesto que una alteracion de esta sustancia en la
esquizofrenia podria explicar el fenémeno de hipoperfusion frontal observado en
pacientes con este trastorno (Bachneff, 1995).

TEORIA DOPAMINERGICA

La dopamina ha sido el neurotransmisor mas ampliamente estudiado para
la esquizofrenia y mantiene su papel central en las teorias bioquimicas. Por mas
de tres décadas la “hipotesis dopaminérgica” de la esquizofrenia propuso una
actividad dopaminérgica excesiva en el cerebro de los pacientes esquizofrénicos.

La psicosis inducida por anfetaminas es uno de los primeros antecedentes

en la teoria dopaminérgica de la esquizofrenia (Harris, 2000), aunque llegbé a
mencionarse en 1938 (Young y cols. 1938) no fue reconocida claramente como
una posible consecuencia del uso crénico de anfetaminas hasta 1958 con la
publicacién de 42 casos monograficos por Connell (Connell, 1958), en su articulo
describe la psicosis por anfetaminas como “una psicosis paranoide con ideas de
referencia, ideas delirantes de persecucién, alucinaciones auditivas y visuales sin
alteracion de la conciencia” y concluye “el cuadro mental puede ser indistinguible
de una esquizofrenia paranoide aguda o crénica”.
Aunque el primer farmaco antipsicotico, la clorpromazina comienza a utilizarse
para los pacientes esquizofrénicos en 1952, no es sino 25 afios después que se
describe puntualmente que los farmacos antipsicéticos tienen en comun el
bloqueo de las neuronas dopaminérgicas. (Johnstone, 1978). Intentos por medir
directamente este supuesto exceso de dopamina en SNC no han podido
corroborarlo, desde la busqueda de su metabolito, el acido homovanilico,
(Sumiyoshi, 1990) hasta estudios en cerebros postmortem.

El grueso de la evidencia para la teoria dopaminérgica es aun indirecto (la
evidencia del bloqueo de los antipsicéticos, el efecto psicético-mimético de los
agonistas dopaminérgicos como las anfetaminas) (Guillin y cols. 2007).
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Por otro lado, datos de la tomografia por emision de positrones (PET) y
post-mortem sugieren un incremento de la unién a receptores D2 en los cerebros
de los pacientes con esquizofrenia, con un tamafo de efecto medio de 1.5, sin
embargo la potencial contribucion de la exposicion previa a farmacos
antipsicoticos es dificil de excluir (Zakzanis y cols. 1998), aunque hay estudios de
PET en pacientes esquizofrénicos sin exposicion previa a medicamentos
antipsicoéticos que reportan un incremento en los receptores D2 de los cerebros de
estos pacientes (Pearlson, 1993). Otros estudios han reportado incremento de los
receptores D4 con elevaciones de hasta 6 veces su densidad en los pacientes con
esquizofrenia mediante PET (Seeman, 1993).

La principal limitacién de la hipotesis dopaminérgica, como fue formulada
originalmente, era su gran afinidad por un solo aspecto de la enfermedad, los
sintomas positivos. Se ha sugerido que el deterioro cognitivo de la esquizofrenia
puede estar relacionado a déficit prefrontal de D1 (Weinberger, 1987). Una mayor
cantidad de receptores D1 ha sido relacionada con deterioro en la memoria de
trabajo en esquizofrenia (Abi-Dargham y cols. 2002). Aunque la literatura aun se
mantiene controversial, ha sido postulado un sistema dopaminérgico mesocortical
hipoactivo (subyacente a los sintomas negativos y cognitivos) y un sistema
mesolimbico hiperactivo (subyacente a los sintomas positivos) (Weinberger, 1987)
(Davis y cols. 1991) Se ha sugerido que la actividad dopaminérgica ténica en
realidad podria estar disminuia, mientras la respuesta fasica al estrés puede estar
exagerada (Grace, 1991).

TEORIA SEROTONINERGICA

Originalmente atribuida a Wooley y Shaw, la teoria de disfuncion

serotoninérgica en esquizofrenia se bas6 en la similaridad estructural a algunas

drogas, particularmente el LSD, con la serotonina (Wooley, 1954)
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Una vez mas los estudios de metabolitos, no confirmaron estas
especulaciones (Potkin, 1983) y los intentos de incrementar la actividad
serotoninérgica con dosis orales de su precursor, fallaron en producir mejoria de
los sintomas esquizofrénicos. (Gillin, 1976)

La biologia molecular identific6 subtipos del receptor de serotonina y los
estudios reportaron una reduccién significativa de los receptores 5HT-2 en la
corteza prefrontal (Laurelle, 1993). Ohouha y sus colaboradores han argumentado
gue la subactividad serotoninérgica en la corteza prefrontal lleva a una falla en la
inhibicion de la actividad en la subcorteza, llevando a su vez a un incremento de la
actividad dopaminérgica. (Ohouha, 1993)

Estas sospechas fueron confirmadas por Kapur y Remington en 1996, en
un estudio sin precedentes que demuestra que el sistema serotoninérgico inhibe la
funcion dopaminérgica a nivel del origen del sistema dopaminérgico en el
mesencéfalo, asi como en los campos terminales dopaminérgicos en la corteza
prefrontal. Los antagonistas serotoninérgicos liberan al sistema dopaminérgico de
esta inhibicién. Esta desinhibicién del sistema dopaminérgico en el estriado puede
aliviar los sintomas extrapiramidales inducidos por neurolépticos, y una
desinhibicion similar en la corteza prefrontal puede aminorar los sintomas
negativos. (Kapur y cols. 1996)

Aungue se carece de evidencia directa para la disfuncion serotoninérgica en
la patogénesis de la esquizofrenia continda existiendo un interés significativo por
explorar el papel de los diferentes receptores serotoninérgicos (principalmente
5HT-3 y 5HT-6) en la esquizofrenia (Abi-Dargham, 2007).

TEORIA GABAERGICA

El acido gamma amino butirico (GABA) es uno de los neurotransmisores
inhibidores en el cerebro, que se conoce interactian con los sistemas
dopaminérgicos, particularmente en el sistema limbico, lo que ha hecho a la
asociacion de una deficiencia de GABA con hiperactividad dopaminérgica una
hipétesis atractiva.
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Estudios post-mortem en pacientes esquizofrénicos, han mostrado
consistentemente niveles reducidos de expresion de GABA en la corteza frontal,
medidos a través de niveles de RNAm de la descarboxilasa de acido glutamico, el
determinante principal de la sintesis de GABA (Lewis y cols. 2005).
Adicionalmente, los receptores de GABA A podrian encontrarse regulados a la
alta, posiblemente reflejando una respuesta compensatoria a niveles reducidos de
GABA (Jarskog y cols. 2007). Las neuronas afectadas pertenecen al subtipo de
candelabro de las neuronas GABA. Estos cambios parecen ser especificos a la
enfermedad (Benes y cols. 2007) y estas intrigantes observaciones pueden
explicar las alteraciones en la sincronia neuronal y consecuentemente el deterioro

de la memoria de trabajo en la esquizofrenia (Lewis y cols. 2006).

TEORIA GLUTAMATERGICA

El glutamato es un neurotransmisor excitatorio ubicuo de las neuronas
corticales, este sistema une a otros sistemas dentro de la corteza, con
proyecciones del mesencéfalo y sistema limbico, esto es de interés ya que se ha
propuesto a la esquizofrenia como una falla en la integracion de las funciones
corticales con areas claves funcionales del cerebro.

Observaciones de glutamato reducido en liquido cefalorraquideo de
pacientes con esquizofrenia (Kim y cols. 1980) llevaron inicialmente a la hipotesis
glutamatérgica de la esquizofrenia, aunque esta hallazgo no pudo ser replicado
posteriormente (Perry, 1982). Subsecuentemente se propuso que la esquizofrenia
podria estar relacionada a una neurotransmision excitatoria glutamatérgica
deficiente mediada a través de receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA)
(Moghaddam, 2003). Esta teoria ha sido apoyada por la observacién de sintomas
psicéticos disparados por los antagonistas NMDA: fenilciclidina (PCP) y ketamina
(Javitt y cols. 1991).
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Los estudios post-mortem en pacientes esquizofrénicos han reportado
expresion reducida en los receptores de glutamato, especialmente de la subunidad
del receptor NMDA en varias regiones cerebrales, notablemente la corteza
prefrontal y el hipocampo (Harrison y col. 2003). Sin embrago estos hallazgos no
han sido replicados consistentemente (Lewis y cols. 2006). El glutamato se
distribuye de manera ubicua en el sistema nervioso, y un deterioro en este sistema
no explica facilmente los trastornos relativamente localizados de la esquizofrenia
(Crow, 1995).

EL OXIDO NITRICO

El 6xido nitrico (NO), cuya estructura quimica es la de un gas radical simple
soluble en agua y lipidos, actia en el cerebro como un segundo mensajero
intraneuronal asi como neurotransmisor. EI NO cerebral se forma del aminoacido
arginina por accion de la sintasa de éxido nitrico tipo | (NOS-1). La NOS-1 esta
presente en algunas regiones del cerebro, particularmente: el estriado, el
hipotalamo, el I6bulo orbitario y el cerebelo. La via metabdlica mas conocida como
productora de NO, comienza con la activacion del receptor para glutamato del N-
metil-D aspartato (NMDA). La activacion de este receptor, ocasiona el influjo de
calcio hacia la neurona y la activacién por calcio de la NOS-1, que genera NO a
partir de la arginina (Figura 1), la cual a su vez se forma a partir de la citrulina. El
NO intraneuronal actia en la molécula de hierro contenida en la guanilato ciclasa
e interviene en la formacion de guanosin monofosfato ciclico (GMPc), una potente
molécula que actia como segundo mensajero, ésta activa a proteincinasas
especificas y conduce en ultima instancia a la desfosforilacion de las cadenas
ligeras de miosina produciendo relajacion muscular, lo cual, se traduce en mayor
perfusion regional (Moncada, 1993; Anggard, 1994; Morikawa, 1994; Gally, 1990;
ladecola 1994). Debido a sus propiedades gaseosas, el NO puede difundir
también a las neuronas adyacentes, en las que también resulta en la formacion de
GMPc.
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El metabolismo del 6xido nitrico, da lugar a nitritos y nitratos, los cuales
pueden medirse en plasma y orina, si bien tales mediciones no sélo corresponden
a los metabolitos del 6xido nitrico formados en el sistema nervioso central , sino
también aquellos producidos a nivel sistémico (en los sistemas: cardiovascular,
inmunolégico, y nervioso periférico), por lo cual es preferible la medicion de los
nitritos y nitratos directamente en liquido cefalorraquideo cuando se investiga el rol
del 6xido nitrico en enfermedades cerebrales.

Eventos tales como el ejercicio, la diarrea y la fiebre incrementan los niveles
de dichos metabolitos (Moncada, 1993); asi mismo, se elevan en enfermedades
inflamatorias; los resultados obtenidos en padecimientos neurodegenerativos son
controvertidos (Farrel, 1992; Milstien, 1994; lkeda, 1995). A diferencia de otros
neurotransmisores, el NO no se almacena en vesiculas sinapticas, ni se libera
necesariamente con la despolarizacién. Sus receptores, son posiblemente el

hierro y otras moléculas reactivas y no los receptores proteicos convencionales.

Citrulina

<— Aspartato

L

NO Argininosuccinato

NOS —> Fumarato

Arginina

Hemoglobina
Mioglobina

Metahemoglobina

Metamioglobina
Nitritos

Nitratos

Figura 1 Via del Oxido Nitrico
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En la actualidad, un método utilizado con frecuencia para evaluar si existe
participacion del o6xido nitrico en las enfermedades del sistema nervioso central es
la medicion de sus metabolitos (nitritos y nitratos), en liquido cefalorraquideo,
mediante la técnica conocida como cromatografia de fase reversa con deteccion
ultravioleta (Zecca, 1998).

Por otro lado, dado que la idea del presente estudio es la medicién de la via
metabdlica completa del NO, sera necesario medir también la citrulina y L-
arginina, que como ya vimos son el paso inicial e intermedio respectivamente. La
medicién de citrulina y L-arginina pueden realizarse, ya sea con un ensayo
enzimatico (Mira de Orduna R, 2001) o bien mediante un método colorimétrico
donde las muestras extraidas son convertidas a derivados fluorescentes con o-
ftalaldehido (OPA) en un medio alcalino y posteriormente se realiza la separacion
cromatografica de alta eficiencia, con una columna ODS (de poro amplio, 300 A)
en un sistema isocratico de fase movil (Pi J, 2000).

En cuanto a la estabilidad de los aminoacidos tras su almacenaje, las
concentraciones varian considerablemente dependiendo de la temperatura en que
se almacenan, a 4°C hay un incremento en las concentraciones desde los
primeros dias de almacenaje de la muestra, excepto para citrulina. La degradacién
proteica podria ser el mecanismo principal para esta variacion; la mayor variacion
se muestra para aspartato y glutamato, y la menor para arginina y citrulina;
probablemente debido a la proporcion con que forman parte de las proteinas del
LCR, manteniéndose mas estables a bajas temperaturas. (lvan PN, 2004)

OXIDO NITRICO Y ESQUIZOFRENIA

Cada vez son mas los autores que a la fecha han destacado la asociacion
entre alteraciones en la via del 6xido nitrico y la esquizofrenia; las primeras
referencias que hacen alusion a dicho dilema son las de Akbarian en 1993, quién
postulaba que: “hay evidencia de que en cerebros de pacientes esquizofrénicos,
las neuronas de la corteza prefrontal y estructuras temporo-limbicas, que son las

Gltimas en migrar, parecen ser escasas, especialmente en capas superficiales que
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contienen nicotin-adenil-dinucleétido-fosfato (NADPH) diaforasa (Akbarian, 1993)”;
ahora bien, la NADPH diaforasa neuronal y la sintasa de 6xido nitrico son
idénticas en el cerebro y el nervio periférico (Dawson, 1991).

En otras palabras, los estudios neuropatoldgicos de Akbarian muestran una
deficiencia de las neuronas que contienen la sintasa de 6xido nitrico en regiones
frontales, por otro lado, mdltiples estudios muestran alteraciones del flujo
sanguineo cerebral en sujetos esquizofrénicos. El hallazgo mas consistente es la
hipoperfusion prefrontal. Como hemos mencionado anteriormente, el 6xido nitrico
es uno de los factores reguladores de la circulaciébn sanguinea en el sistema
nervioso central y su deficiencia podria ser responsable de la hipoperfusiéon frontal
esquizofrénica. En tal caso seria inevitable pensar que la deficiencia de Oxido
nitrico no es homogénea topograficamente en el cerebro de los pacientes, sino
que tiene un predominio en la corteza prefrontal y en regiones temporolimbicas,
como lo sugieren los estudios neuropatolégicos de Akbarian.

Los estudios acerca de este mediador quimico en la esquizofrenia son
escasos y con resultados dificiles de interpretar; no hay trabajos publicados sobre
el estado de los metabolitos del oxido nitrico en liquido cefalorraquideo, con
excepcion del articulo de Ramirez y colaboradores de 2004, el cual demostré
niveles inferiores de nitritos y nitratos en el liquido cefalorraquideo de pacientes
esquizofrénicos en comparacién a pacientes con padecimientos neurolégicos en
gue se descartd presencia de sintomas psiquiatricos, asi como trastornos
inflamatorios o degenerativos, este estudio fue realizado con una muestra de 10
pacientes esquizofrénicos y 12 controles neurolégicos y encontré una media +/-
error estandar para nitritos y nitratos en LCR de 23.96 +/- 2.4 para los
esquizofrénicos y 39.94 +/- 4.81 para los controles neurolégicos, se realizd una
prueba de t para muestras independientes encontrando una con una p de 0.009.
Hay, sin embargo algunos estudios en plasma de pacientes esquizofrénicos, uno
de ellos mostré niveles de nitritos significativamente mayores a aquellos de los
sujetos control (P=0.03) (Zoroglu SS, 2002), otro estudio mostré una actividad
disminuida de la arginasa (reguladora de la transformacién de la L-arginina a NO)

con niveles de nitritos mayores en esquizofrénicos al compararlos con controles


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

OXIDO NITRICO Y ESQUIZOFRENIA:
MEDICION DE SU VIA METABOLICA EN EL LIQUIDO
CEFALORRAQUIDEO DE PACIENTES ESQUIZOFRENICOS

(Yanik M, 2003); sin embargo otro grupo de investigadores realiz6 mediciones en
plasma de sujetos con esquizofrenia, y encontrd niveles bajos de nitritos y nitratos,
asi como niveles elevados de un inhibidor endégeno de la NOS.

El tratamiento farmacoldgico en tres de los pacientes estudiados provoco un
aumento en los niveles de nitritos y nitratos y una disminucion del inhibidor
endbégeno. Estos resultados, a juicio de los investigadores, pueden reflejar
anormalidades en la produccion cerebral de éxido nitrico (Das, 1996).

Entre los estudios neuropatolégicos: uno de ellos mostré un incremento en
la concentracion de sintasa del 6xido nitrico en el vermis cerebeloso y en tallo
cerebral, en cerebros de pacientes esquizofrénicos; lo anterior fue interpretado por
los autores como congruente con las evidencias previas de una distribuciéon
anormal de las neuronas que contienen esta enzima en el sistema nervioso de
sujetos esquizofrénicos, con incremento de estas neuronas en regiones
subcorticales (Karson, 1996). Por otro lado, este hallazgo no ha sido replicado por
otros investigadores, quienes no encontraron diferencias en las cantidades de
sintasa del 6xido nitrico entre el tejido cerebeloso de pacientes esquizofrénicos y
controles (Doyle, 1995). Estudios mas recientes, mostraron niveles de actividad de
NOS constitutiva dependiente de calcio, menores en la corteza prefrontal de
cerebros post-mortem de pacientes esquizofrénicos y con trastorno depresivo
mayor (Xing G, 2002); otro estudio mas mostré un incremento marcado de las
neuronas de Purkinje que expresan NOS en esquizofrénicos, confirmando
reportes previos de inmunoreactividad cerebelosa incrementada de NOS en
esquizofrenia, apuntando a posibles disturbios del neurodesarrollo (Bernstein HG).

Se han abordado otros campos de investigacion, entre ellos se ha
mostrado una elevacion significativa de la NOS plaguetaria en pacientes
esquizofrénicos virgenes al tratamiento, en comparacion con aquellos que habian
recibido tratamiento, con controles sanos y personas con trastorno de panico (Das,
1995). Un estudio con fenilciclidina (PCP), una molécula ampliamente usada como
un modelo animal de esquizofrenia y nitroprusiato de sodio (NPS), un donador del
NO; mostré que el NPS elimina los efectos de la PCP, sugiriendo que los farmacos

con accion en el sistema glutamato-NO podrian representar una aproximacion
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novel al tratamiento de la psicosis inducida por PCP y esquizofrenia, implicando
una vez mas a la via del éxido nitrico (Bujas-Bovanovic M, 2000).

Se han realizado también investigaciones a nivel génico, donde la
asociacion genética entre un polimorfismo nucleotidico Unico (una transicion C-T
276 pares hacia abajo del codon de terminacion) del gen humano del NOS-1, que
se localiza en el cromosoma 12924 y la esquizofrenia, difirid significativamente
entre los pacientes esquizofrénicos y los controles sugiriendo que el gen del NOS-
1 puede conferir una mayor susceptibilidad a la esquizofrenia.

Hasta ahora, la investigacion al respecto del NO nos proporciona una
imagen imprecisa y contradictoria del papel del 6xido nitrico en la esquizofrenia,
dejando sin embargo en claro la necesidad de mayor investigacion al respecto, en
aras de una nueva esperanza para nuestros pacientes.

En el presente estudio, planteamos que los pacientes esquizofrénicos
pueden cursar con una deficiencia de 6xido nitrico en el sistema nervioso central;
asociandose esto a las alteraciones del flujo sanguineo cerebral observadas en
estos pacientes, principalmente con la presencia de sintomatologia negativa (que
se medird mediante la escala de PANSS), de manera que la deficiencia de 6xido
nitrico puede estar asociada con la presencia de estos.

PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢ Existen cambios en la via metabdlica del éxido nitrico de los pacientes
esquizofrénicos en comparacion con los controles sugerentes de una deficiencia

de ON en el SNC de los pacientes con esquizofrenia?

JUSTIFICACION

La esquizofrenia es un trastorno mental crénico grave cuya etiologia ain no
es del todo clara, cuya evidencia apunta hacia un modelo multifactorial que incluye
componentes genéticos, alteraciones del neurodesarrollo y de diversos sistemas
de neurotransmisores cerebrales, con posibles mecanismos desencadenantes e

involucrados con las recaidas en la esfera sociofamiliar.
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Un factor neuroquimico poco estudiado en este trastorno es el 6xido nitrico
(ON), sustancia al parecer alterada en enfermedades degenerativas e
inflamatorias del sistema nervioso central (SNC), y que participa en la regulacién
fisiol6gica del flujo sanguineo cerebral.

Diversos estudios, realizados en sujetos esquizofrénicos han mostrado
deficiencias del flujo sanguineo cerebral en regiones prefrontales (especialmente
en relacion a la sintomatologia negativa del trastorno), asi como evidencia
neuropatolégica de una disminucién de las células que contienen la enzima

encargada de sintetizar ON en la corteza frontal dorsolateral.

De encontrar una alteracion en el sistema del ON en la esquizofrenia, se
contribuira a un mayor conocimiento de los mecanismos fisiopatolégicos de la
enfermedad y, eventualmente, la posibilidad de nuevos abordajes terapéuticos,
que contribuyan a disminuir el costo humano y econémico de este devastador

padecimiento.

HIPOTESIS

Existe una deficiencia de ON en el SNC de los pacientes esquizofrénicos,
demostrada por niveles de citrulina, L-arginina, y nitratos diferentes
significativamente entre el liquido cefalorraquideo de pacientes esquizofrénicos en

comparaciéon con un grupo de pacientes control.

e Suponemos que habra una deficiencia de éxido nitrico en los pacientes
esquizofrénicos e intentaremos atestiguarlo a través de las sustancias que
constituyen su via metabdlica [L-arginina, citrulina y nitratos], las posibilidades
en cuanto al comportamiento de la via en un sistema deficiente de 6xido nitrico

dependen de lo que sabemos actualmente de la via del ON:

o] Disminucién en la produccién de ON: esperamos encontrar una

disminucién en los niveles de nitratos (metabolito principal del ON), que
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en caso de ser debida a una deficiencia de arginina mostraria una
disminucién de los niveles de arginina y citrulina podria; en cambio si la
deficiencia fuera a nivel de la NOS encontrariamos una disminucion
unicamente en los niveles de citrulina con una arginina normal o incluso

elevada por su acumulacion en un sistema de transformacion deficiente.

o Cabe mencionar que este es finalmente un esquema muy simple,
hay evidencias de que una deficiencia de ON puede elevar los
niveles de citrulina (ya que normalmente inhibe su produccién)
(James Leiper, 2002), y la elevacion de la citrulina a su vez podria
mantener elevados los niveles de arginina a traves de la sintetasa de
argininosuccinato su enzima de restriccion (Wiesinger H, 2001),
generando una elevacion de arginina y citrulina en presencia de

disminucién de nitratos.

Hipdtesis nula: los niveles de citrulina, L-arginina y nitratos en el liquido
cefalorraquideo de los pacientes esquizofrénicos no son diferentes
significativamente de los pacientes del grupo control, lo que no permite la

inferencia de una deficiencia de ON en el SNC de los pacientes esquizofrénicos.

OBJETIVOS
l. Objetivo principal:

Identificar si existe una deficiencia de ON en el SNC de los pacientes
esquizofrénicos a partir de diferencias significativas de [citrulina, L-arginina y
nitratos] en el liquido cefalorraquideo de pacientes esquizofrénicos en

comparacion con los controles.

Il. Objetivo secundario:
Identificar diferencias para el comportamiento del ON entre diferentes
pacientes esquizofrénicos mediante la comparacion de su escala de PANSS y sus

resultados en el andlisis de citrulina. L-arginina y nitratos.
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METODOLOGIA

A. Areas de estudio:

Clinica, neuropsiquiatria, causalidad.
B. Disefio:

Observacional, transversal, comparativo

C. Poblacion y muestra:

Criterios de Inclusion para los Sujetos:

1. Pacientes con primer brote psicético que posteriormente cumplan los
criterios del DSM-IV-TR para esquizofrenia, atendidos en el INNNMVS,
independientemente de ser 0 no virgenes al tratamiento.

2. Sexo masculino o femenino, de 18 afios o0 mayores y menores de 45 afos
de edad (se excluyen los mayores de 45 afios para evitar confusores
relacionados a los cambios degenerativos propios del envejecimiento).

3. Aceptacion a participar en el estudio mediante lectura y firma de la carta de
consentimiento informado por parte del paciente y/o el familiar (Anexo).

Criterios de Exclusién para los Sujetos:

1. Contraindicacién para la realizacion de puncion lumbar (infecciones en la
zona de puncion, hipertension intracraneal, trastornos de la coagulacion).
2. Psicosis esquizofreniformes debidas a alcohol, otras substancias de abuso

0 secundarias a otras patologias médicas.

Criterios de Inclusion para los Controles:

1. Ausencia de padecimientos infecciosos, inflamatorios, degenerativos,
neurolégicos o psiquiatricos con sintomatologia similar a la esquizofrenia.
2. Aceptacion de participacion en el estudio mediante lectura y firma de la

carta de donacién de liquido cefalorraquideo.

Criterios de exclusién para los controles:

1. Existencia de sintomatologia psiquiatrica similar a la caracteristica de la

esquizofrenia.
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2. Edad mayor a 45 afos.

3. Contraindicacion para la realizacion de puncién lumbar.

D. Especificacion de variables:

Variable Definicion Definicion Categoria Escala
conceptual operacional
Nitratos Uno de los 2 Se medira Cuantitativa | Cuantitativa
metabolitos del mediante dimensional | Continua
ON cromatografia
Citrulina Aminoacido Se medira Cuantitativa | Cuantitativa
generado mediante dimensional | Continua
simultdneamente | cromatografia
al ON a partir de
L-arginina
mediante NOS-1
L-arginina Aminoécido Se medira Cuantitativa | Cuantitativa
precursor del ON | mediante dimensional | Continua
cromatografia
Esquizofrenia | Trastorno crénico | Determinada Cualitativa Nominal
del SN definido por diagnéstico | binaria Categorica
por: alteraciones | clinico [criterios
mentales y diagndsticos del
conductuales que | DSM-IV-TR (ver
producen anexo I)]
deterioro
psicosocial
Sintomas Disminucion o Determinada a | Ordinal Cuantitativa
negativos pérdida de las través de la Ordinal
funciones PANSS
mentales
normales
Sintomas Exceso o Determinada a | Ordinal Cuantitativa
positivos distorsion de las | través de la Ordinal
funciones PANSS
mentales
normales
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Instrumentos

a. Escala de sintomas positivos y negativos

La escala de PANSS (Anexo IlI) es un instrumento desarrollado para
permitir una mejor evaluaciéon clinica de los sintomas positivos y negativos, asi
como para incluir en esa evaluacion una serie de datos clinicos denominados
en conjunto “psicopatologia general”, que, si bien no son especificos de la
esquizofrenia, si son de la mayor relevancia en el paciente esquizofrénico
individual.

Presentada por Stanley R. Kay y colaboradores en la revista Schizophrenia
bulletin (1987), se trata de un instrumento compuesto por 30 reactivos, cada
uno de los cuales tiene a su vez siete grados de intensidad; siete de estos
reactivos constituyen la escala de sintomas positivos; hay una escala de
sintomas negativos compuesta por 7 reactivos, y los 16 reactivos restantes
conforman la escala de psicopatologia general (ver apéndice 2). La
confiabilidad de la escala fue examinada usando un coeficiente alfa para
analizar su consistencia interna y la contribucion de cada reactivo; cada uno de
estos reactivos correlacion6 fuertemente con el total de la escala (p<0.001).
Los coeficientes alfa para las escalas positiva y negativa fueron 0.73 y 0.83,
respectivamente (p<0.001). La escala de psicopatologia general mostré una
consistencia interna elevada, con un coeficiente alfa de 0.79 (p<0.001). Cada
uno de los reactivos contribuyé de manera homogénea a la escala. Para las
escalas positiva, negativa, compuesta y de psicopatologia general,
respectivamente, las correlaciones de Pearson para la prueba-reprueba fueron
de 0.80 (p<0.001), 0.68 (p<0.01), 0.66 (p<0.01), y 0.60 (p<0.02).

Con respecto a la validez de constructo, una vez que la influencia de la
severidad de la enfermedad fue removida estadisticamente, las escalas
positiva y negativa tendieron a ser mutuamente excluyentes. En cuanto a la
validez de criterio de la PANSS, fue apoyada por sus correlaciones con una

serie de evaluaciones clinicas, genealdgicas, psicométricas, e histdricas, tal
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como fue reportado por los autores. Los resultados indicaron que las escalas
positiva, negativa y compuesta de la PANSS no estan influenciadas por
variables externas como la raza, el grupo cultural, la cronicidad de la
enfermedad, los sintomas depresivos o el tono afectivo triste, la inteligencia
verbal, la atencién temporal y el desarrollo perceptual-motor (Kay y cols, 1987).
En nuestro pais, Herrera-Estrella y colaboradores, realizaron un estudio de
confiabilidad de la traduccion al espafiol de la PANSS; la correlacién
interobservadores fue de 0.81 a 0.99 (p<0.001). Se realiz6 el mismo analisis a
las subescalas de sintomas positivos, negativos y de psicopatologia general,
resultando igualmente significativos (p<0.001).

Se realiz6 también un estudio de consistencia interna con alfa de Cronbach
para cada observador, que tuvo un rango entre 0.9250 y 0.9285 (Herrera-
Estrella y cols. 1993).

b. Cromatografia de liquidos fluorimétrica

El analisis de la composicion de aminoacidos para el estudio de las
enfermedades SNC hace uso del LCR debido a que su composicién refleja el
metabolismo global de este sistema y es util en la determinacion de los
mecanismos bioquimicos subyacentes a dicha patologia (Ivan y cols. 2004).
Existen varias maneras de analizar a los aminoacidos, para dichos fines uno de
los reactivos mas utilizados para la derivacion de aminoacidos es el o-
ftalaldehido/2-mercaptoetanol (OPA/ME) (Roth y cols. 1971). Un método
relativamente simple para la separacion y purificacion de amino&cidos es la
cromatografia de liquidos de alta resolucién que utiliza el reactivo OPA/ME fue
desarrollado inicialmente por Turnell y Cooper (Turnell y cols. 1982), desde
entonces muchos otros métodos han sido descritos, pero solo unos cuantos se
han desarrollado especialmente para el LCR.

La cromatografia de fase reversa separa a los aminoacidos de acuerdo al
tiempo en que tardan en filtrarse en una columna de fase reversa que contiene
microfiltros para estas sustancias, debido a que por su estructura, tamafio y

peso molecular especificos tardan un tiempo predecible en cruzar los filtros, los
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tiempos especificos con que lo hacen (y mediante los cuales se distinguen) se
encuentran altamente estandarizados. (Figura 2)

Se ha desarrollado en México un método especifico para LCR por Ivan
Pérez-Neri y colaboradores (Ilvan y cols. 2004) que ha demostrado su eficacia
para la separacion y medicién en LCR de aspartato, glutamato, glutamina,
glicina, citrulina, arginina y taurina; basado en el descrito por Jarret y
colaboradores que utiliza la reaccion con OPA/ME en un gradiente lineal simple
de 10 a 65% de metanol en 15 minutos con una columna octilsilica mediante
cromatografia de fase reversa (Jarrett y cols. 1986).

El método de Pérez-Neri disefiado especificamente para LCR utiliza un
gradiente de 10 a 30% en 12 minutos, los aminoacidos se separan a su vez
mediante una columna de fase reversa Adsorbosphere OPA HS y fue elegido
para la realizacion del estudio debido a su estabilidad y repetibilidad con
variaciones menores al 5%. (Ivan y cols. 2004)
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Figura 2. Cromatografia obtenida de una mezcla estandarizada de
aminoacidos. El ultimo pico observado se debe al reactivo OPA, los picos
numerados representan: (1) aspartato, (2) glutamato, (3) glutamina, (4) glicina, (5)
citrulina, (6) arginina y (7) taurina

F. Procedimientos (Figura 3)

Para los sujetos, inicialmente se evaluara al paciente en el area de urgencias
donde se determinaré a través de la entrevista clinica la presencia del primer brote
psicético en el paciente, en este caso se procedera a explicar a los familiares el
presente estudio solicitando su consentimiento informado, en caso de su
aceptacion se precedera con los siguientes pasos (independientemente de estar o

no medicado):

1. Realizacién de TAC y PL (En caso de no existir ninguna contraindicacion)
con una muestra extra de 3mL designada para las mediciones del estudio

2. Si el resultado de la PL no demuestra infeccion la muestra extra se envia al
laboratorio de bioquimica del INNN:MVS para su andlisis, refrigerandola a
-8°C en el Revco® (refrigerador para el almacenaje de muestras bioldgicas)
y continuando con los siguientes pasos

3. Se entrevistard al paciente nuevamente a los 6 meses para determinar el

diagndstico de esquizofrenia mediante los criterios del DSM-IV

En el caso de los controles se realizaran los mismos procedimientos con
excepcion del tercer paso, para asegurar la homogeneidad de los datos del

estudio.
G. Duracion del Estudio.
La planeacion del estudio y reclutamiento de los pacientes inicié en Junio de

2003 vy finaliz6 en Marzo de 2005 con el analisis estadistico y generacion de

conclusiones.
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Figura 3.
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H. Tamafo de la Muestra.

El tamafio de la muestra fue calculado a manera de un analisis comparativo
con el estudio de Ramirez et. al., esto mediante la tabla para tamafio de la
muestra para comparar dos promedios con un nivel de significancia (o) de 0.05 de
Natrella MG, obteniéndose al cruzar una potencia (1 - ) de 0.8 con la diferenta (d)
obtenida del estudio de Ramirez y colaboradores de 0.8457 calculada con la
siguiente férmula d = §/N25%, donde & = magnitud de alejamiento y ¢* = varianza;
resultando una muestra de 13 sujetos caso, aclarando que dicho estudio solo
analizé el comportamiento de los nitritos y nitratos en estos pacientes, de modo
gue no contamos con un calculo preciso para las otras dos sustancias que

deseamos analizar (arginina y citrulina) (Tabla 3).

Tabla 3. Calculo del Tamafo de la Muestra
Tamanos de las muestras para comparar dos promedios

o =0.05
d\1-p 0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 0.95 0.99
0.1 385 490 618 785 1051 1300 1838
0.2 97 123 155 197 263 325 460
0.4 25 31 39 50 66 82 115
0.6 11 14 18 22 30 37 52
0.8 7 8 10 13 17 21 29
1.0 4 5 7 8 11 13 19
1.2 3 4 5 6 8 10 13
1.4 2 3 4 5 6 7 10
1.6 2 2 3 4 5 6 8
1.8 2 2 2 3 4 5 6
2.0 1 2 2 2 3 4 5
3.0 1 1 1 1 2 2 3

I. Andlisis estadistico

Para la realizaciéon del analisis estadistico se utiliz6 el paquete estadistico del

SPSS en su versiéon 12.0

Se

epidemioldgicas (edad y sexo).

realizé

inicialmente

un analisis exploratorio para

las variables
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Realizamos un analisis de frecuencias para valorar la distribucion de la

muestra, encontrando lo siguiente:

Pendiente | Pendiente (DE) Kurtosis Kurtosis (DE)
Citrulina 0.348 0.564 0.547 1.091
Arginina 0.521 0.564 0.108 1.091
Nitratos 1.412 0.564 1.718 1.091

Estos resultados muestran una desviacibon a la derecha en el
comportamiento de la muestra tanto por pendiente como por kurtosis,
especificamente para el caso de los nitratos la pendiente esta mas alla del doble
de su DE por lo que se considera su comportamiento como claramente anormal,
debido a esto decidimos utilizar la prueba de U de Mann-Whitney por sus

caracteristicas no parametricas.

RESULTADOS

La exploracién de los datos demograficos de nuestra muestra encontré los

siguientes datos:

a. Sexo: con 5 mujeres y 4 hombres en el grupo de pacientes
esquizofrénicos (E) y 8 mujeres y 2 hombres en el grupo de
pacientes control (C)

Sexo Frecuencia Porcentaje
Masculino (E) 4 45%
Femenino (E) 5 55%
Masculino (C) 2 20%
Femenino (C) 8 80%

b. Edad: con una media +/- DE de 26.22 +/- 4.92nm para el grupo de
pacientes esquizofrénicos y 35.92 +/- 7.8nm para el grupo de
controles, una prueba de t de Student para muestras independientes
encontro un valor de probabilidad (p) de 0.004.
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En cuanto a los sujetos del estudio la muestra esta constituida por:

e 9 pacientes con diagnéstico de esquizofrenia

e 10 pacientes para el grupo control, con los siguientes diagndsticos:
Vitreitis (1)

Neuropatia por malabsorcion intestinal (1)

Miopatia (1)

Pseudotumor cerebri (2)

Neurocisticercosis calcificada (2)

Trastorno Disociativo (2)

O O O O O o o

Cefalea tensional (1)

Se realiz6 un andlisis exploratorio para las variables citrulina, arginina y
nitratos entre ambos grupos encontrando lo siguiente:
Citrulina

Encontramos una media de 29.88nm con una desviacion estandar de
3.12nm para los pacientes de esquizofrenia y en el caso de los controles una
media de 23.76nm y desviacion estandar de 1.78nm (Figura 4)

Figura 4. Distribucién de la Citrulina
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Arginina
Encontramos una media de 22.11nm con una desviacion estandar de
1.44nm para los pacientes de esquizofrenia y en el caso de los controles una

media de 18.94nm y desviacion estandar de .99 (Figura 5)

Figura 5. Distribucién de la Arginina

30.00

25.00

-

Arginina

20.00—

15.00+ -

T T
Esquizofrenia Control Neurolégico
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Nitratos
Encontramos una media de 331.21nm con una desviacién estandar de

67.80nm para los pacientes de esquizofrenia y en el caso de los controles una
media de 688.17nm y desviacion estandar de 195.40nm (Figura 6)

Figura 6. Distribucion de los Nitratos
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Dichos resultados fueron analizados mediante la prueba de U de Mann-

Whitney, la que arrojé los siguientes datos:

Sustancia | Esquizofrénicos | Controles Significancia | Significancia
exacta (1 cola)
Citrulina 29.88 +/- 3.12 23.76 +/- 1.78 0.071 0.0355*
Arginina 22.11 +/-1.44 18.94 +/- 0.99 0.174 0.087
Nitratos 331.21 +/- 67.8 688.17 +/- 195.4 | 0.210 0.105

* Significativa

Nota: Agregamos la prueba de significancia a una cola, que con base a los

resultados de estudios previos (Ramirez J, 2004) suponemos existe una

disminucion del 6xido nitrico en los pacientes esquizofrénicos.

En cuanto a los puntajes de la escala de PANSS no hubo diferencias

estadisticamente significativas en el comportamiento de ninguna de las tres

sustancias entre los pacientes esquizofrénicos.
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DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran un grupo de tendencias en cuanto
al comportamiento de la via metabdlica del 6xido nitrico, de manera que la citrulina
y la arginina parecen encontrarse elevados en los pacientes con esquizofrenia a
comparacién con los controles; a su vez, los nitratos parecen encontrarse
disminuidos en los pacientes esquizofrénicos en comparacion con los controles.

Antes de analizar dicha relacion llama la atencién un diferencia significativa
de la edad entre los pacientes esquizofrénicos y los pacientes del grupo control
siendo mas jovenes los pacientes esquizofrénicos, ya que se sabe que al menos
la NOSI disminuye conforme aumenta la edad (Pie y cols. 2002), de manera que
de manera natura podriamos esperar menor cantidad de NO conforme se
incremente la edad de los pacientes.

La relacién de arginina, citrulina y nitratos no ha sido explicada previamente
en la literatura médica, de manera que para entenderla tendremos que echar
mano de las ciencias basicas. Aunque ya hemos explicado la via metabdlica del
Oxido nitrico es necesario centrarnos un poco en su aminoacido precursor: la
arginina, ésta se obtiene en su mayor parte de la dieta y cuando se acumula es
degradada por la arginasa en el ciclo de la urea, una hidrolasa que la transforma
en ornitina, se ha mencionado en la literatura que existe una regulacién reciproca
de la arginasa y la sintasa de Oxido nitrico en las vias que metabolizan la L-
arginina, asi mismo se han encontrado niveles de arginasa significativamente
menores en plasma de pacientes esquizofrénicos (Yanik y cols. 2003).

Esto nos habla de un posible problema con la degradacién de la arginina. Ahora
bien, como muestran los resultados del estudio, encontramos también elevados
los niveles de citrulina que como habiamos mencionado se genera al actuar la
NOS-I sobre la arginina en su transformacién a éxido nitrico, probablemente como

una respuesta a la acumulacion de arginina en estos pacientes.
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En cuanto a los nitratos, aunque otros estudios han reportado niveles altos
de nitritos en plasma (Yanik y cols. 2003), un estudio previo en LCR de pacientes
esquizofrénicos encontré también niveles significativamente menores de nitritos y
nitratos en estos pacientes (Ramirez y cols. 2004); un resultado similar al nuestro
que aunque no significativo tiende a mostrar una disminucion en los niveles de
nitratos en los esquizofrénicos.

Esto nos coloca ante un modelo muy complejo, donde existe una
disminucién de nitratos en el LCR que nos habla de una probable disminucion del
NO, coexistente con una elevaciéon de su precursor, la arginina, y la citrulina, una
sustancia que se libera tras la sintesis del NO, dicho modelo es biol6gicamente
plausible dadas las siguientes consideraciones de un modelo experimental de su
via (Figura 6):

1. El paso limitante para la biosintesis de arginina es la
argininosuccinato sintetasa, enzima que requiere de citrulina y
aspartato para su biosintesis. (Wiesinger y cols. 2001) [Esto genera
mas arginina en presencia de elevaciones de citrulina]

2. Una via alterna para la generacion de citrulina es a partir de la
monometilarginina y dimetilarginina que utilizan como enzima a la
dimetilargininasa, la que normalmente es inhibida por el NO.
(James-Leiper y cols. 2002) [Esto genera mas citrulina en un sistema
deficiente de NO]

3. El incremento de arginina genera retroalimentacién negativa en el
sistema de la sintetasa de argininosuccinato, limitando su propia
sintesis por esta via. (Wiesinger y cols. 2001) [Manteniendo la

elevacion de citrulina que no se degrada por este medio]
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Figura 6. Modelo experimental de la via del NO

Finalmente debido a los resultados significativos en estudios previos y la
tendencia que encontramos en nuestro estudio, creemos que se puede alcanzar la
significancia estadistica incrementando el tamafio de la muestra para pacientes y
controles.

Consideramos como deficiente a nuestro grupo control, por varias razones,
principalmente el hecho de que cuente con padecimientos neuroldgicos de base,
aunque no degenerativos, podria estar generando un sesgo en nuestros
resultados por lo que recomendamos el reclutamiento de un grupo de pacientes
sin patologia neuroldgica para los controles, pudiendo obtener estos de pacientes
sometidos a anestesia epidural en procedimiento de cirugia electiva que cumplan

el resto de criterios para controles mencionados previamente.
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Anexo |. Criterios Diagnosticos para Esquizofrenia: DSM-IV

B Criterios para el diagnéstico de esquizofrenia

A, Sintomas caracteristicos: Dos (0o mas) de los siguientes, cada uno de ellos pre-
sente durante una parte significativa de un periodo de 1 mes {0 menos s1 ha sido
tratado con éxito):

(1} ideas delirantes

(2} alucinaciones

(3) lenguaje desorganizado (p. ¢]., descarrilamiento frecuente o incoherencia)
(4) comportamiento cataténico o gravemente desorganizado

(5) sintomas negativos, por ejemplo, aplanamiento afectivo, alogia o abulia

Nota: S6lo se requiere un sintoma del Criterio A si las ideas delirantes son extrafias, o si las ideas de-
lirantes consisten en una voz que comenta continuamente los pensamientos o el comportamiento del

sujeto, o si dos o mas voces conversan entre ellas.

B. Disfuncion social/laboral: Durante una parte singificativa del tiempo desde el ini-
cio de la alteracidn, una o mas dreas importantes de actividad, como son el tra-
bajo, las relaciones interpersonales o el cuidado de uno mismo, estan claramente
por debajo del nivel previo al inicio del trastorno (o, cuando el inicio es en la in-
fancia o adolescencia, fracaso en cuanto a alcanzar el nivel esperable de rendi-
miento interpersonal, académico o laboral).

C.  Duracion: 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 el
Criterio A (o menos si se ha tratado con éxito) v puede incluir los periodos de sin-
tomas prodromicos y residuales. Durante estos periodos prodromicos o residua-
les, los signos de la alteracion pueden manifestarse sélo por sintomas negativos o
por dos o més sintomas de la lista del Criterio A, presentes de forma atenuada
(p. €).. creencias raras, experiencias perceptivas no habituales).

D. Exclusion de los trastornos esquizoafectivo y del estado de animo: El trastorno
esquizoafectivo y el trastorno del estado de anime con sintomas psicéticos se han
descartado debido a: 1) no ha habido ningin episodio depresivo mayor, maniaco
o mixto concurrente con los sintomas de la fase activa; o 2) =1 los episodios de al-
teracién animica han aparecido durante los sintomas de la fase activa, su duracion
total ha sido breve en relacion con la duracion de los periodos activo y residual.

E. Exclusion de consumo de sustancias v de enfermedad médica: El trastorno no es
debido a los efectos fisiologicos directos de alguna sustancia (p. )., una droga de
abuso. un medicamento) o de una enfermedad médica.

F. Relacion con un trastorno generalizado del desarrollo: Si hay historia de trastor-
no autista o de otro trastorno generalizado del desarrollo, el diagndstico adicional
de esquizofrenia solo se realizard si las 1deas delirantes o las alucinaciones tam-
bién se mantienen durante al menos 1 mes (0 menos si = han tratadr ~on Avital
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Anexo Il. Escala de Sintomas Positivos y Negativos (PANSS)

1=AUSENTE, 2=MINIMO, 3=LEVE, 4=MODERADO, 5=MODERADAMENTE
SEVERO, 6=SEVERO, 7=EXTREMO
1) SUBESCALA POSITIVA

P1 | Delirios 1 (2|3 |4|5|6]|7
P2 | Desorganizacion conceptual 12 |3|4|5|6]|7
P3 | Conducta alucinatoria 1 (2|3 |4|5|6]|7
P4 | Excitacion 112|134 |5|6]|7
P5 | Grandiosidad 12 |3|4|5|6]|7
P6 | Suspicacia/Persecucion 112|134 |5|6|7
P7 | Hostilidad 1 (2|3 |4|5|6]|7
2) SUBESCALA NEGATIVA

N1 | Aplanamiento afectivo 1 (2|3 |4|5|6]|7
N2 | Retraimiento emocional 1 (2|3 |4|5|6]|7
N3 |Empatia limitada 112|134 |5|6]|7
N4 | Retraimiento social 1 (2|3 |4|5|6]|7
N5 | Dificultad para el pensamiento abstracto 1 (2|3 |4|5|6]|7
N6 | Dificultad para la conversacion fluida 1 (2|3 |4|5|6]|7
N7 | Pensamiento estereotipado 1 (2|3 |4|5|6]|7
3) SUBESCALA DE PSICOPATOLOGIA GENERAL

G1 |Preocupacion somética 112|134 |5|6]|7
G2 | Ansiedad 1 (2|3 |4|5|6]|7
G3 | Sentimientos de culpa 112|134 |5|6]|7
G4 | Tension 112|134 |5|6]|7
G5 | Manerismos y actitud postural 1 (2|3 |4|5|6]|7
G6 | Depresion 112(3|4|5]|6]|7
G7 | Retardo motor 1 (2|3 |4|5|6]|7
G8 | Falta de cooperacion 112(3|4|5]|6]|7
G9 | Contenidos de pensamientos inusuales 1 (2|3 |4|5|6]|7
G10 | Desorientacion 112 |13|4|5|6]|7
G11 | Atencion deficiente 112 |13|4|5|6]|7
G12 | Falta de juicio 12 |3|4|5|6]|7
G13 | Alteracion de la voluntad 112 |13|4|5|6]|7
G14 | Pobre control de impulsos 112|134 |5|6]|7
G15 |Preocupacion 112(3|4|5]|6]|7
G16 | Evitacion social 112 |13|4|5|6]|7
ESCALA TOTAL PERCENTIL RANGO

Positiva

Negativa

Compuesta

Psicopatologia General
Numero de sintomas de la escala positiva con calificacién menor de 3
Nuamero de sintomas de la escala negativa con calificacion menor de 3
Calificacidn sindromética
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ANEXO 11l

Consentimiento para Participar en un Estudio de Investigacién

Titulo del Estudio de Investigacion.

Oxido Nitrico y Esquizofrenia: Medicion de su Via Metabolica en el Liquido
Cefalorraquideo de Pacientes Esquizofrénicos

Investigador. Dr. Juan Enrique Vélez Escalante Gonzalez, Departamento de
Psiquiatria, Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, Ciudad de México,
teléfono: 56064850

Proposito y Antecedentes. Este es un estudio para medir la cantidad de una
sustancia (6xido nitrico), de manera indirecta en el liquido cefalorraquideo de
pacientes esquizofrénicos. El propdsito de este estudio es conocer las alteraciones
del 6xido nitrico en el cerebro de los pacientes esquizofrénicos.

Procedimientos. Si aceptd participar, sucederan las siguientes cosas:

1. Responderé algunas preguntas sobre mi historial médico. Esto tomara cerca
de 45 minutos.

2. Se me realizara un examen fisico general y neurolégico completo, para
conocer mis condiciones generales y detectar o no la presencia de una
enfermedad neurolégica. Esto tomara cerca de 30 minutos.

3. Se me extraera sangre del brazo con una aguja para pruebas de coagulacion y
otros estudios generales, que en cuanto al estudio tienen el propésito de
conocer la calidad de coagulaciéon de mi sangre, que de ser defectuosa
impediria la realizacién de la puncion lumbar. La aguja generalmente causa
molestias que duran menos de un minuto; ocasionalmente pueden ocurrir una
cortada o infeccion, pero esto es muy raro.

4. Se me realizara una imagen cerebral mediante una tomografia computada,
para ver las condiciones de mi cerebro y determinar si es segura para mi la
realizacion de la puncion lumbar, ya que si la presion dentro de mi craneo fuera
alta, la puncion lumbar podria causar dafios a mi cerebro (herniacion
cerebelosa o tentorial), por lo que la puncién lumbar no se realizaria. La
tomografia computada produce radiacion, y aunque esta es muy poca, no se
recomienda su realizacidén en pacientes embarazadas.

5. Se me extraerdn 3mL extras de liquido cefalorraquideo a través de una aguja
en mi espalda (puncion lumbar), ademas de lo requerido por las caracteristicas
de mi enfermedad, para analizar las sustancias que determinan el 6xido nitrico
en mi cerebro. La aguja se coloca después de poner anestesia local, sin
embargo, a veces causa molestias que duran menos de cinco minutos, su
principal complicacion en dolor de cabeza, ocurriendo en 5 a 10 de cada 100
pacientes, este dolor de cabeza tipicamente ocurre de 12 a 48 horas después
del procedimiento y puede durar de varios dias hasta 2 semanas; en manos
experimentadas, la puncion lumbar es un procedimiento seguro. Ademas de
las complicaciones previamente mencionadas, ocasionalmente puede
diseminar una infeccion a las cubiertas de mi sistema nervioso (meningitis), por
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lo que se realiza bajo condiciones de esterilidad y nunca sobre sitios
previamente infectados para evitar dicha complicacion.

6. De ser necesario, se me hospitalizara, para recibir los cuidados y tratamiento
adecuado de mi enfermedad, asi como la prosecucion del estudio de la misma.
Esto por el tiempo que lo médicos crean conveniente para mi enfermedad.

7. Se me realizara una entrevista, para conocer la calidad de los sintomas de mi
enfermedad. Esto se realiza entre 30 y 45 minutos.

8. Después de 6 meses del inicio de mi enfermedad se me realizard una nueva
evaluacion médica para determinar la naturaleza de dicha enfermedad. Esto
llevaré entre 30 y 45 minutos.

Beneficios. Puede no haber ningln beneficio directo para mi al participar en este
estudio. Sin embargo, puedo contribuir a una mayor comprension de los
mecanismos causantes de la esquizofrenia. Todos los estudios requeridos para la
investigacion se me realizaran de manera gratuita.

Riesgos. Los unicos riesgos de este estudio son aquellos relacionados a las
punciones lumbar y braquial, asi como a la tomografia computada, los cuales ya
fueron mencionados durante el apartado de procedimientos. Si fuese lesionado
por los procedimientos de este estudio, se me ofrecera el tratamiento adecuado
dichas lesiones.

Confidencialidad. Los resultados del citoquimico, citologia y cultivo de la puncién
lumbar, la puncién braquial y la tomografia computada, me seran revelados y
explicados por mi medico tratante, sin embargo los resultados para la
determinacién del 6xido nitrico seran confidenciales. Mi identidad se mantendra
confidencial en tanto la ley lo permita.

Preguntas. , ha discutido esta
informaciéon conmigo y respondioé todas mis preguntas. Si tuviera mas preguntas
puedo contactar al Dr. Vélez, el investigador principal al 56064850.

Derecho a Negarse o Retirarse del Estudio. Mi participacion en este estudio es
por completo voluntaria, y soy libre de negarme a participar en el estudio o
retirarme del mismo en cualquier momento sin que esto repercuta de ninguna
manera en el tratamiento de mi enfermedad.
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Consentimiento. He leido y comprendido correctamente el contenido de esta

forma, de la que se me ha entregado una copia, por lo que acepté voluntariamente
participar en este estudio.

Paciente o familiar responsable Firma de autorizaciéon

Fecha

Investigador Firma de Investigador

Fecha

Nombre del Testigo Firma del Testigo

Direcciéon Teléfono

Fecha Parentesco con el voluntario

Nombre del Testigo Firma del Testigo

Direcciéon Teléfono

Fecha Parentesco con el voluntario
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ANEXO IV

Consentimiento para Donacién de Liquido Cefalorraquideo

Titulo del Estudio de Investigacion.

Oxido Nitrico y Esquizofrenia: Medicion de su Via Metabolica en el Liquido
Cefalorraquideo de Pacientes Esquizofrénicos

Investigador. Dr. Juan Enrique Vélez Escalante Gonzalez, Departamento de
Psiquiatria, Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, Ciudad de México,
teléfono: 56064850

Proposito y Antecedentes. Este es un estudio para medir la cantidad de una
sustancia (6xido nitrico), de manera indirecta en el liquido cefalorraquideo de
pacientes esquizofrénicos. El propdsito de este estudio es conocer las alteraciones
del 6xido nitrico en el cerebro de los pacientes esquizofrénicos en comparaciéon
con las concentraciones de esta sustancia en las personas no esquizofrénicas

Procedimientos. Si acept6 participar, sucederan las siguientes cosas:

1. Durante el procedimiento anestésico al que seré sometido por la cirugia que
me sera realizada se tomaran 3mL de mi liquido cefalorraquideo.

2. Esta muestra de liquido cefalorraquideo serd congelada y enviada al
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia para su utilizacién en
proyectos de investigacion en neurociencias

3. La principal complicacion de la toma extra de liquido cefalorraquideo puede
ser dolor de cabeza, este ocurre en 5 a 10 de cada 100 pacientes, este
dolor de cabeza tipicamente ocurre de 12 a 48 horas después del
procedimiento y puede durar de varios dias hasta 2 semanas; en manos
experimentadas, la puncion lumbar que me sera realizada por mi cirugia es
un procedimiento seguro.

Beneficios. Puede no haber ningln beneficio directo para mi al participar en este
estudio. Sin embargo, puedo contribuir a una mayor comprension de los
mecanismos causantes de la esquizofrenia. Todos los estudios requeridos para la
investigacion se me realizaran de manera gratuita.

Riesgos. Los Unicos riesgos de este estudio son aquellos relacionados a la
puncion lumbar, los cuales ya fueron mencionados durante el apartado de
procedimientos. Si fuese lesionado por los procedimientos de este estudio, se me
ofrecera el tratamiento adecuado dichas lesiones.

Confidencialidad. Los resultados del analisis de mi liquido cefalorraquideo para
el 6xido nitrico seran confidenciales. Mi identidad se mantendra confidencial en
tanto la ley lo permita.

Preguntas. , ha discutido esta
informacion conmigo y respondi6é todas mis preguntas. Si tuviera mas preguntas
puedo contactar al Dr. Vélez, el investigador principal al (044) 5512955018.
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Derecho a Negarse o Retirarse del Estudio. Mi participacion en este estudio es
por completo voluntaria, y soy libre de negarme a participar en el estudio o
retirarme del mismo en cualquier momento sin que esto repercuta de ninguna
manera en el tratamiento de mi enfermedad.

Consentimiento. He leido y comprendido correctamente el contenido de esta
forma, de la que se me ha entregado una copia, por lo que acepté voluntariamente
participar en este estudio.

Paciente Firma de autorizacion

Fecha

Investigador Firma de Investigador

Fecha

Nombre del Testigo Firma del Testigo

Direccion Teléfono

Fecha Parentesco con el voluntario
Nombre del Testigo Firma del Testigo

Direccién Teléfono

Fecha Parentesco con el voluntario
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ANEXO V
Formulario de llenado de datos

OXIDO NITRICO Y ESQUIZOFRENIA:
MEDICION DE SU VIA METABOLICA EN EL LIQUIDO
CEFALORRAQUIDEO DE PACIENTES ESQUIZOFRENICOS

Registro

Hospital de procedencia

Nombre

Edad

Sexo

Clasificacion (caso o control)

Fecha de toma de la muestra

Informacién para casos

PANSS total

PANSS positiva

PANSS negativa

PANSS general

Arginina

Citrulina

GMPc

Nitritos

Nitratos

Informacién para controles

Indicacion de cirugia

Enfermedades infecciosas

Enfermedades inflamatorias

Enfermedades degenerativas

Enfermedades neuroldgicas

Enfermedades psiquiatricas

Arginina

Citrulina

GMPc

Nitritos

Nitratos
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