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INTRODUCCION

Se han realizado enormes esfuerzos en el campo de la Psiquiatria para conocer
las causas de las enfermedades mentales, como la esquizofrenia. Una de las
caracteristicas observadas en esta enfermedad es su alta heredabilidad, por lo que se han
utilizado diversas metodologias para identificar los factores genéticos que condicionan a
la enfermedad. La esquizofrenia ha planteado un gran reto para los analisis genéticos
porque en la mayoria de los casos, es el resultado del efecto predisponente de diferentes

alelos de un nimero desconocido de genes y de la influencia del medio ambiente.

En este sentido, la finalizacion del Proyecto del Genoma Humano ha permitido
determinar la secuencia de pares de bases del ADN en el humano, por un lado, ademas
de determinar que solo del 1.1 al 1.5% del genoma codifica para las proteinas, del 40 al
46% es ADN no codificante y hasta un 10% son transposones. Mas interesante ain es
que existe un 99.99% de homologia gendmica entre un individuo y otro. La aplicacién
de este conocimiento del genoma humano a la practica de la Medicina se le conoce
como Medicina Genomica. La gendmica, a diferencia de la genética que estudia un solo
gen, estudia todos los genes en el genoma, incluyendo su funcion, interaccion y su papel

en las enfermedades comunes (como la esquizofrenia).

Es la era de la Medicina Genomica la que ha permitido la realizacion de estudios a gran
escala y la identificacion de algunos loci de riesgo para desarrollar esquizofrenia.
Estudios recientes apoyan la hipétesis que la alta heredabilidad es el resultado de la
combinacion de alelos comunes de efecto menor y alelos raros con un relativo efecto

mayor.

Esquizofrenia.

Es una enfermedad mental, grave e incapacitante. Su incidencia anual es baja (1
en 100,000 por afio), sin embargo su prevalencia es alta, ya que aproximadamente el 1%
de la poblacion general desarrolla esquizofrenia durante su vida. Esta enfermedad afecta
tanto a hombres como a mujeres y los primeros sintomas son observados en la
adolescencia o alrededor de los 20 afios en hombres y entre los 20 y 30 afios en

mujeres’. La esperanza de vida de los sujetos que la padecen se ve disminuida de 12 al15



afios. Se caracteriza por una discapacidad cognitiva, social y emocional acompafada de
sintomas psicéticos como delirios y alucinaciones. Para la realizacion del diagndstico
clinico se consideran los criterios establecidos en el Manual Diagndstico y Estadistico
de las Enfermedades Mentales (anexo 1). Es necesaria la presencia de sintomas
positivos y/o negativos caracteristicos de la enfermedad (tabla 1) que se presentan de
forma continua y un deterioro en la actividad social, laboral e interpersonal. Este
deterioro y los sintomas caracteristicos de la enfermedad deben estar presentes de forma

continua durante al menos 6 meses.

Tabla 1. Definicion de sintomas positivos y negativos en la Esquizofrenia.

Sintoma Definicion
Positivos Alucinacién Percepcion sensorial sin la presencia de un
estimulo que la origine.
Ideas delirantes Creencia falsa de la realidad
Trastorno  formal  del | Incoherencia, alteraciones en el lenguaje o la
pensamiento falta de logica.
Comportamiento Conducta activa, no constructiva y sin
desorganizado objetivos.
Negativo Alogia Disminucion en la cantidad o contenido del
lenguaje.
Aplanamiento afectivo Inexpresividad facial, tono de voz mondtono
Anhedonia Falta de placer.
Abulia o Apatia Disminucion en la habilidad para iniciar o
continuar con planes.

En el tratamiento de la esquizofrenia se usan antipsicoticos (también Ilamados
neurolépticos) que reducen los sintomas psicoticos. Los antipsicoticos son el mejor
tratamiento disponible pero no curan la esquizofrenia ni aseguran que no existiran
futuros episodios psicoticos. Los neurolépticos se clasifican en tipicos y atipicos, los
prototipos son el haloperidol y clozapina, respectivamente. La division esta dada
principalmente por el menor riesgo de efectos extrapiramidales con el uso de
antipsicoticos atipicos’.

Los antipsicoticos tienen como blanco principal de accion a la dopamina y la mayoria

de los tipicos tienen alta afinidad por los receptores a dopamina 2, 3 y 4°.

Fisiopatologia y Etiologia.

A pesar de los avances en la nosologia psiquiatrica, epidemiologia y genética, hasta el

momento no existe un consenso sobre la etiologia de la enfermedad. Se ha considerado




que la enfermedad tiene un origen multifactorial, en donde se destacan algunos factores

de indole genético, neuroanatdmico, neuroquimico y ambiental.

Neuroanatomia.

El hallazgo neurobiolégico méas confirmado es la dilatacion del sistema ventricular en
pacientes esquizofrénicos en comparacion con sujetos sanos®. También se ha encontrado
disminucion en el volumen de los I6bulos frontales, la amigdala, el hipocampo, el
talamo y los 16bulos temporales®®.

Diversos estudios realizados con tomografia por emisién de positrones (PET) han
encontrado anormalidades en el flujo cerebral en la region frontal, talamo y cerebelo en
pacientes esquizofrénicos. La reduccion del flujo cerebral en el area prefrontal se ha
relacionado con una disminucion en la capacidad del sujeto para la realizacion de tareas

cognitivas y con una disminucion de la actividad dopaminérgica’®.

Neuroquimica.

Durante muchos afios la explicacion mas aceptada sobre la fisiopatologia de los
sintomas de la esquizofrenia fue la hipotesis dopaminérgica, que sugeria que los
sintomas se deben principalmente a una hiperactividad del sistema dopaminérgico. Esta
hipdtesis se sustenta en la eficacia de diversos antipsicéticos empleados para el manejo
de la esquizofrenia, los cuales acttan principalmente como bloqueadores de los
receptores a dopamina. De forma inversa, se ha reportado que los agonistas
dopaminérgicos, como las anfetaminas y la cocaina, potencializan los sintomas
psicoticos.

Un aumento de actividad en la via mesolimbica se propone especificamente como el
mediador de los sintomas positivos, como las alucinaciones e ideas delirantes. Y existe
la hipdtesis que una baja de actividad en la via mesocortical es la mediadora de los

sintomas negativos, cognitivos y afectivos de la esquizofrenia.

Sin embargo, no solo al sistema dopaminérgico se le ha relacionado con la
esquizofrenia, también al sistema serotonérgico y al glutamatérgico, los principales

hallazgos reportados en la literatura se muestran en la Tabla 2.



Tabla 2. Hallazgos neuroquimicos en la esquizofrenia (Miyamoto®).

Neurotransmisor Hallazgo
Dopamina

Receptores D2 estriado Aumentados
Metabolismo de dopamina Aumentado
Receptores corticales D1 Disminuidos
Receptores corticales D3 Aumentados
Serotonina

Receptores corticales 5-HT,a Disminuidos
Receptores corticales 5-HT1a Aumentados
Glutamato

Expresion de receptores no-NMDA en la corteza temporal y el | Disminuida
hipocampo

Expresion de algunas subunidades del receptor NMDA Aumentada

Factores Ambientales.
Se ha estimado que algunos factores ambientales aumentan el riesgo para la aparicion
de la esquizofrenia entre ellos, como se muestra en la figura 1, estan las complicaciones

1011 13 exposicién materna a influenza, rubéola u otros

en el embarazo y en el parto
virus y los nacimientos en el invierno. Otros factores relacionados son un bajo

coeficiente intelectual®?, la inmigracion™ y el uso de drogas, como la marihuana®®.



Figura 1. Riesgo de padecer esquizofrenia por diferentes factores ambientales

(Sullivan®).

Por otro lado existe la teoria que la edad paterna avanzada (>50 afios) aumenta el riesgo
de padecer esquizofrenia en la descendencia’®. Esto debido a que ocurren mutaciones de
novo esporadicas en la linea germinal, asi el riesgo es mayor en los casos esporadicos

que en aquellos con historia familiar de esquizofrenia y psicosis®".

Genética.

Existen varias teorias, que han tratado de explicar los mecanismos genéticos
asociados a la etiologia de la esquizofrenia. Una de ellas propone que la esquizofrenia
tiene un genotipo homogéneo pero con efecto pleiotropico. Otro abordaje se basa en una
heterogeneidad genética y a los casos esporadicos (sin antecedentes familiares) los
considera fenocopias debidas a factores ambientales. Finalmente la teoria méas aceptada
es que la enfermedad es el resultado del efecto aditivo de mdltiples genes y factores

ambientales.



Epidemiologia Genética.

El riesgo de padecer esquizofrenia es mayor entre los familiares de un sujeto afectado
que en la poblacién general. Los riesgos aumentan cuando el grado de parentesco es
mas cercano, como se muestran en la tabla 3. Los estudios en gemelos demuestran una
mayor concordancia de padecer esquizofrenia entre los gemelos monocigoticos (MZ)
que en los gemelos dicigéticos (DZ). La concordancia en gemelos MZ es del 48 al 53%
en comparacion con el 4 al 15% en los gemelos DZ*®*°. La heredabilidad que se refiere
a la varianza del fenotipo atribuible a factores genéticos, ha sido estimada del 80% y lo
restante de la varianza estd explicado por factores ambientales especificos de cada
individuo®. Los estudios de adopcién corroboran que existe un mayor riesgo de padecer
esquizofrenia entre los familiares de primer grado de un sujeto afectado. En un estudio
danés, encontraron que el 7.9% de los sujetos dados en adopcion y que tenian un
familiar en primer grado con esquizofrenia desarrollaron la enfermedad, en

comparacion con el 0.9 % de los adoptados sin antecedentes de esquizofrenia®’.

Tabla 3. Riesgo de esquizofrenia en familiares de pacientes esquizofrénicos (Tsuang®).
Parentesco Genes compartidos (%) Riesgo (%)
Gemelos monocigaticos 100 48
Primer grado 50

Padres 6
Hermanos 9
Hijos 13
Hermanos con un padre afectado 17
Gemelos dicigoticos 17
Segundo grado 25

Tios 2
Sobrinos 4
Nietos 5
Medios hermanos 6
Tercer grado 12,5

Primos 2




Aberraciones cromosomicas.

Ocasionalmente se han encontrado aberraciones cromosomicas en pacientes con
esquizofrenia o sintomas que semejan a la esquizofrenia (psicosis), las cuales pueden
ser herramientas poderosas para encontrar genes de riesgo.

Sin duda la alteracion cromosoémica mas frecuentemente encontrada y por ello estudiada
es la delecion 22g11.2 o sindrome velo-cardio-facial. Esta microdelecion tiene una
frecuencia del 0.016% en la poblacion, del 2% en adultos esquizofrénicos y del 6% en

pacientes esquizofrénicos de inicio temprano®?,

El sindrome se caracteriza por
defectos cardiacos, paladar hendido o insuficiencia velo-palatina, dismorfias faciales y
problemas de aprendizaje. Ademas, estos pacientes tienen un riesgo 25 veces mayor de
padecer esquizofrenia en comparacion con la poblacién en general®. Unicamente
presentan un riesgo mayor los hijos con madre y padre esquizofrénicos y el co-gemelo

de un individuo afectado®.

Por otro lado Blackwood y colaboradores?’, describieron una familia con una
translocacion balanceada (1;11)(g42;914.3) que co-segrega con trastornos psiquiatricos
y la cual interrumpe dos genes de expresion cerebral (DISC1 y DISC2). Esta
translocacion genera un LOD score de 3.6 para esquizofrenia, de 4.5 para trastornos
afectivos y 7.1 cuando se abarca depresion mayor, trastorno bipolar o esquizofrenia.

28,29

También de manera aislada se han reportado translocaciones?®, inversiones®,

duplicaciones® y deleciones®**

en pacientes con esquizofrenia.

Estudios de ligamiento y escaneos del genoma.

Los estudios de ligamiento en familias buscan identificar genes de efecto mayor en las
enfermedades, como exitosamente se encontraron en la enfermedad de Huntington y en
la Fibrosis quistica. Este tipo de estudios tienen la ventaja de que no dependen de
ningun tipo de conocimiento sobre la fisiopatologia de la enfermedad. En estos estudios
se calcula la puntacion LOD o LOD score, que afirmar si existe o no ligamiento
significativo entre el gen de la enfermedad y el marcador estudiado. EI mayor LOD
score reportado (6.5) en esquizofrenia, se obtuvo de un estudio en 22 familias
canadienses en donde varios sujetos estaban afectados con esquizofrenia o trastorno
esquizoafectivo, encontrando ligamiento en 1922, regién que se encontré también en

familias europeas, aunque con un LOD score de 3.2%. Los resultados de la bisqueda de



gene(s) en las enfermedades complejas no son definitivos, pero las regiones que se
replicaron en diferentes estudios de ligamiento en esquizofrenia son: 6p, 8p, 10p, 13qy
220

Se han realizado escaneos genéticos que buscan variaciones (polimorfismos) a lo largo
del genoma humano para identificar loci de riesgo en las enfermedades. La figura 2
muestra los resultados de tres estudios, donde el tamafio de muestra es grande: 353, 382
y 409 pares de hermanos estudiados

Faraone y sus colaboradores® estudiaron 606 familias chinas encontrando la regién
10922 con un LOD score de 2.88. Existen dos estudios en donde se incluyeron familias
mexicanas para el escaneo del genoma humano: en el primero se analizaron 99
familias®’ y el fenotipo de estudio fue la psicosis, encontrando ligamiento en 1pter-1936
(LOD score=3.42). En el segundo se analizaron 134 familias® con esquizofrenia o

trastorno esquizoafectivo encontrando ligamiento en 17g21 (LOD score=3.33).

Hasta la fecha se han implicado algunos loci con significancias estrictas en estudios de
escaneo del genoma humano, como se muestra en la tabla 4. Como en otras
enfermedades comunes los riesgos encontrados son pequefios y estos loci solo explican

una muy pequefia proporcion del riesgo genético asociado a la esquizofrenia.

Tabla 4. Genes asociados en esquizofrenia (Doherty™).
Locus Gen Probabilidad
2032.1 ZNF804A 1.08-1.38
18g21.1 TCF4 1.20-1.30
11924 NRGN 1.13-1.19
6p21.3 CMH 1.13-1.36
12p13.3 CACNA1C 1.13-1.15
3p21 PBRM1 1.30

ZNF804A=Proteina 804A dedo de cinc, TCF4=Factor de transcripcion 4, NRGN=Neurogranina,
CMH=Complejo mayor de histocompatilibidad, CACNA1C=canal de calcio tipo 1C, PBRM1=
Polibromo 1.

Algunas debilidades que las técnicas de escaneo completo del genoma humano
presentan, son las siguientes:
a) Tienen poco poder al contribuir multiples genes en la aparicion de la

enfermedad.
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b) No tienen la capacidad para detectar variaciones entre multiples genes que

interactlan y que afectan el fenotipo ya sea de forma lineal (aditiva) o no lineal

(epistasis) o de ambas formas™.

Figura 2. Comparacion de tres estudios de ligamiento en esquizofrenia (Crow T,
200741). En el eje de las “Y” se identifica el LOD score y cada recuadro en el eje de las “X” representa
los autosomas y el cromosoma X. En verde se esquematiza el reporte de 409 pares de hermanos* en el
gue se encontrd ligamiento en 8p23.3-p21.2 y sugestivo en 11p13.1-q14.1; las gréaficas en azul son del
estudio de 382 pares de hermanos*® donde el mayor pico se ubica en 10p15-p13 (LOD =3.6) y una regién
sugestiva de ligamiento en el centrémero del cromosoma 2 y en rojo se ejemplifica el estudio de 353
pares de hermanos® con ligamiento en 10g25-g26.3 (LOD score=3.87) y en 17p11.2-g25.1 (LOD
score=3.35).
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C) La variacion podria ser epigenética, como la metilacion en la secuencia del
ADN, la fosforilacién y acetilacién asociada a las histonas, mas que en la

secuencia del ADN vy por ello no se detecta por ligamiento®’.

Variaciones en el nimero de copias.

La delecion o duplicacion de segmentos de ADN submicroscopicos, conocidos como
variaciones en el numero de copias (CNV, por sus siglas en inglés), son fuentes
importantes de variaciones gendmicas entre los individuos®. Ademas de su papel en
varios sindromes raros también se les ha implicado en enfermedades comunes. Algunos
estudios han encontrado que CNVs raros y mayores de 100 kb se encuentran mas
frecuentemente en sujetos con esquizofrenia que en la poblacién general®®. Los loci
implicados incluyen 1g21.1, 15q11.2, 15q13.3, 16p11.2, 16p13.1 y 22q11.2%*%, Este
tipo de variaciones tienen una frecuencia mucho menor (<0.001) que los polimorfismos
de cambio de una sola base (SNPs por sus siglas en inglés). Aunque con penetrancia
incompleta, en conjunto, se estima que confieren un riesgo de 3 a 20 veces mas para

desarrollar la esquizofrenia®®.

Estudios de asociacion.

En términos generales, existe asociacion entre dos caracteristicas si ocurren mas
frecuentemente que lo esperado por el azar en un mismo individuo. Para hablar de una
asociacion en genética, estas dos caracteristicas son el fenotipo (o enfermedad) y un
alelo especifico. Por lo tanto observamos asociacion genética si un alelo especifico se
encuentra mas frecuentemente representado en un grupo de individuos afectados con la
enfermedad (o fenotipo estudiado), que en un grupo de individuos no afectados (sin el
fenotipo). Sin embargo, este tipo de estudios tiene el riesgo de generar resultados
inciertos si se comparan dos poblaciones con diferente bagaje genético, lo que se conoce
como sesgo por estratificacion poblacional o confusor por etnicidad. Una forma de
minimizar este sesgo es disefiando otro tipo de estudio, como son los estudios de
asociacion basados en familias. El principio es comparar estadisticamente los alelos
transmitidos contra los alelos no transmitidos. Es decir, evalta si la proporcion de los
alelos transmitidos de un progenitor heterocigoto a su hijo(a) afectado(a) se desvia del
50% esperado por las leyes de Mendel. Una de las ventajas de los estudios de
asociacion es que tienen mayor poder para encontrar genes de efecto menor que los

estudios de ligamiento.
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Se han realizado varios estudios de asociacion buscando los diferentes genes que

aumentan el riesgo de padecer la esquizofrenia y solo tres genes han sido los mas

consistentes hasta hace unos afios*®: el gen que codifica para el receptor de serotonina
tipo 2A (HTR2A), el que codifica para la catecol-O-metiltransferasa (COMT) vy el

receptor de dopamina tipo 3 (DRD3). Sin embargo, en la tabla 5 se pueden observar

genes candidatos que se han estudiado en la esquizofrenia.

Tabla 5. Posibles genes candidatos en la esquizofrenia (Sullivan, 2005)"°.

Gen Descripcién Locus Anomalia | Meta- Evidencia de | Hallazgos de
cromoso- | analisis ligamiento asociacion
mica Escaneo

genoémico

AKTI V-AKT murine | 14932.33 | No No No Estudios
thymoma viral 2+ & 1-
oncogene
homolog 1

COMT Catechol-O- 22q11.21 | Si Si Si Algunos
metiltransferas estudios
a

DISC1 Disrupted  in | 1g42.2 Si No Si Multiples

schizophrenia estudios
DRD3 Dopamine 3q13.3 No No Inconsistente | Meta-analisis
receptor D3 +

DTNBP | Dystrobrevin 6p22.3 No Si Si Multiples

1 binding protein estudios
1

HTR2A | Serotonin 13q14.2 | No No Inconsistente | Meta-analisis
receptor 28 +

NRG1 Neuregulin 8pl2 No Cercano Si Multiples

estudios
PRODH | Proline 22q11.2 | Si Si Si
dehydrogenase
1

RGS4 Regulator of G- | 1923.3 No Si Si Multiples
protein estudios
signaling 4

SLC6A4 | Serotonin 17q11.2 | No Cercano Inconsistente | Meta-analisis
transporter +

ZDHHC | Zinc 22q11.21 | Si Si Si Estudios

8 finger/DHHC 2+&1-

domain protein
8

El primer estudio en reportar al DRD3 como factor de riesgo, se realizé en casos y

controles y se analizé el polimorfismo Ball (Ser9Gly) encontrando una mayor

frecuencia de homocigotos entre los pacientes esquizofrénicos en comparacion con los
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sujetos sanos (OR: 2.6; IC 95% 1.60-4.26)*°. Dos meta-analisis han confirmado el
hallazgo con el mismo polimorfismo, en uno de ellos lo corroboraron estudiando trios*
y el otro se realizd en una muestra de sujetos caucasicos y de africanos®. Por otro lado,
también existen estudios negativos; recientemente se publicé un estudio en poblacién
china en el cual no se encontr6 asociacion al evaluar 329 pacientes esquizofrénicos y
288 controles, ademas tampoco encontraron asociacion con el meta-analisis que

hicieron®,

Debido a que esta asociacion confiere un riesgo bajo para la esquizofrenia y que el
polimorfismo DRD3 Ser9Gly no se ubica en un dominio del receptor que pudiera estar
involucrado con la union a ligando, se han buscado otros polimorfismos con los que
probablemente se encuentre en desequilibrio de ligamiento y sean los que confieren el
riesgo para desarrollar esquizofrenia®®.

Estos polimorfismos se han buscado en la region promotora del gen, porgue esta region
en teoria controla el nivel de produccion del receptor, aunque no existen estudios de la
funcionalidad de estos otros polimorfismos reportados. Uno de los polimorfismos
estudiados es el DRD3 -205 A/G, el cual ha sido asociado con esta enfermedad en tres
estudios diferentes al analizarlo junto con el DRD3 Ser9Gly. Ishiguro y colaboradores
encontraron al haplotipo -710C -203G Gly9 mas frecuentemente en los controles, en
cambio Staddon y colaboradores®® estudiaron una comunidad espafiola aislada
encontrando mas frecuentemente el haplotipo -205G Ser9 entre los esquizofrénicos.
Sivagnansundaram y colaboradores® encontraron asociacién con la esquizofrenia e
individuos dobles heterocigotos, es decir heterocigotos para ambos polimorfismos.
Ademas, existe otro estudio en una muestra de caucasicos estadounidenses (331 casos
vs 274 controles y 151 trios) e hinddes (141 trios) donde se analizaron 13 SNPs (figura
3). Se encontré asociacion en cada una de las muestras, pero con diferentes SNPs,
donde si hubo consistencia fue con el haplotipo rs324029-rs762582-rs324030-
rs2134655-rs10934254 que se expande del intron 1 a la region 3 del gen®”.
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Figura 3. Organizacién del gen DRD3 y los polimorfismos analizados por Talkowski y

colaboradores °’.

Receptor DRD3.

Los receptores a dopamina se clasifican en dos familias de acuerdo a su semejanza en la
secuencia de aminoacidos, su union al ligando, por los mecanismos de sefiales de
transduccion y por su organizacion genomica: la tipo D1y la tipo D2,

El DRD3 pertenece a la familia D2, junto con el DRD2 y DRD4, que se caracterizan por
inhibir a la adenilato ciclasa®® (figura 4). El receptor se localiza principalmente en areas
limbicas del cerebro, asociadas a funciones cognitivas, emocionales y endocrinas.
Suzuki localizo el RNA mensajero del DRD3 en el lado ventral del globo palido, regién

cerebral involucrada en el control motor °°.

Estudios postmortem encontraron una reduccion en la expresion del RNA mensajero del
DRD3 en cerebros de pacientes con esquizofrenia crénica® y una elevacién en
pacientes sin tratamiento® lo que sugiere que los antipsicéticos pueden reducir los
niveles del DRD3. Sin embargo, el Unico estudio que existe in vivo se realizd en
pacientes con psicosis aguda comparados con controles y no se encontraron

diferencias®.
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Figura 4. Esquema del DRD3 (Levant®). Receptor acoplado a proteina G, con siete dominios
transmemebrana (I-V1I). ElI aminoacido A110 participa en la unién al grupo amino de las monoaminas.
Los aminoacidos N 12, 19 y 97 son sitios probables de glicosilacion postraduccional. C=Cisteina,
D=4cido aspartico, N=Asparagina, P=prolina, S=Serina.

Gen DRD3.

El gen humano que codifica para DRD3 se ha clonado y localizado en el cromosoma

6455 " ge han descrito

3013.3; esta formado por 6 exones y abarca 40,000 pares de bases
934 SNPs. Como se muestra en la figura 5, el polimorfismo -205A/G se encuentra en la
regién promotora del gen y hasta la fecha no existen estudios para demostrar si es un
polimorfismo funcional. El polimorfismo Ser9Gly, que se ha reportado en asociacion
con la esquizofrenia, se encuentra en el nucledtido 25, del exon 1 y da lugar a una
substitucion de serina por glicina en el extremo extracelular amino-terminal del
receptor. Esta substitucidn, aunque no se encuentra en la region de union a ligando, esta
involucrada con la funcionalidad del receptor presentando una mayor afinidad a
dopamina la forma homocigota Gly/Gly en comparacién con el receptor silvestre

%857 ‘nero no se han encontrado diferencias en

(Ser/Ser) y con el heterocigoto (Ser/Gly)
la afinidad in vivo®. Por otro lado, un estudio “in vitro” en células CHO transfectadas

encontrd que en aquellas celulas con el receptor Ser9 en estado homocigoto, habia una
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reduccién en la formacion de AMPc y en las células con el receptor Gly9 existia una

inhibicion en la produccién de prostaglandinas®.

Figura 5. Esquema del Gen DRD3. Se ejemplifican algunos polimorfismos en la regién promotora
del gen, el polimorfismo -205A/G se distingue con un circulo. El polimorfismo Ser9Gly esta en el exon I.
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JUSTIFICACION

La esquizofrenia es una enfermedad mental severa e incapacitante. El inicio en
la adolescencia o durante la vida productiva del individuo, implica un gasto econémico
tanto para la familia como para la sociedad. Ante esta situacion existe una extensa

investigacion para encontrar las bases biologicas que la condicionan.

El mayor factor de riesgo que existe para desarrollar la enfermedad es la presencia de un
familiar de primer grado afectado. Los hallazgos en los estudios en familias, de gemelos
y de adopcion corroboran la existencia de un fuerte componente genético en la etiologia

de la enfermedad.

La dopamina es un neurotransmisor fuertemente involucrado en la fisiopatologia de la
enfermedad; de ahi que existan varios estudios enfocados en los genes dopaminérgicos
para encontrar las bases genéticas de la enfermedad. Entre los genes dopaminérgicos de
interés se encuentra el gen que codifica para el receptor de dopamina tipo 3 (DRD3)el
cual es un gen candidato para su estudio en la esquizofrenia por la alta afinidad que los
medicamentos antipsicoticos tienen por este receptor y por su abundancia en el sistema
limbico. Por otro lado, el locus del DRD3 en 3g13.3 se ha encontrado asociado a sujetos
con esquizofrenia en estudios de ligamiento. Sin embargo los resultados en estudios de

asociacion y de ligamiento han sido contradictorios en diferentes poblaciones.

Existe la necesidad de estudiar los factores genéticos en cada poblacion, porque los
riesgos pueden varian de una poblacién a otra. No existe ningun estudio realizado en
poblacién mexicana buscando la asociacién entre el DRD3 y la esquizofrenia. Por lo
que es importante determinar si en nuestra poblacién este gen es un factor de riesgo para
presentar esquizofrenia, dado que la poblacion mexicana tiene un bagaje genético

distinto que el de las poblaciones estudiadas a la fecha.

Una de las estrategias para buscar genes de efecto menor, que contribuyen a la
enfermedad, es utilizando estudios de asociacion donde se elige a un gen candidato en
base a la fisiopatologia de la enfermedad. De esta forma decidimos estudiar dos

polimorfismos del gen que codifica para el DRD3 y para reducir la heterogeneidad
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geneética, se estudiaron casos familiares que tuvieran al menos uno o varios hermanos

afectados con esquizofrenia.

OBJETIVOS

Principal:
Determinar si el gen del DRD3 se encuentra asociado con la esquizofrenia en la

poblacién mexicana.

Secundarios:

1) Conocer la frecuencia de los polimorfismos -205A/G y Ser9Gly del gen DRD3 en
pacientes mexicanos con esquizofrenia.

2) Determinar si los polimorfismos -205A/G y Ser9Gly del gen DRD3 se encuentran
asociados con la esquizofrenia en familias mexicanas.

3) Identificar si existen haplotipos entre los polimorfismos -205A/G y Ser9Gly del gen
DRD3 que se asocien con la esquizofrenia en familias mexicanas.

4) Determinar si los polimorfismos -205 A/G y Ser9Gly del gen DRD3 tienen
correlacion con variables clinicas y demogréaficas (género, edad de inicio, violencia

y sintomas positivos y negativos) presentes en pacientes mexicanos esquizofrénicos.
HIPOTESIS
1) El genotipo homocigoto Gly9Gly se encontrard en asociacion con la
esquizofrenia en familias con sujetos afectados.
2) Existira un haplotipo de riesgo asociado con la esquizofrenia en familias
mexicanas con sujetos afectados.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6é un estudio de asociacion basado en familias, en donde se estudiaron familias

con al menos dos hermanos con el diagndstico de esquizofrenia.
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Criterios de inclusion para familias con sujetos afectados con esquizofrenia:

1. Que aceptaran participar en el estudio y firmaron la carta de consentimiento
informado.

2. Familias donde al menos dos hermanos tenian el diagndstico clinico de
esquizofrenia por el DSM-1V.

3. Familias mexicanas (probando con padres y abuelos mexicanos).

Criterios de exclusién para los esquizofrénicos:

1. Aquel paciente que después de aplicados los instrumentos, la esquizofrenia no era el
diagnostico principal.

2. Aquel paciente que presentd un trastorno neuroldgico concomitante.

Ademas, los pacientes fueron evaluados por Genética Clinica cuando los
psiquiatras lo consideraron necesario. Se excluyeron aquellas familias donde se

encontrd una causa genética del padecimiento.

Se utilizo el programa estadistico QUANTO version 0.5 para el calculo de tamafio de
muestra’™® basado en una frecuencia alélica del polimorfismos Ser9Gly en mexicanos
sanos del 0.40 para el alelo menos frecuente™ y definiendo a priori una potencia del
80%, un o de 0.05. El programa establecié que se requerian estudiar 108 parejas de
hermanos discordantes o 67 trios. Nuestro estudio es de asociacion basado en familias,

asi que se determind que 60 familias era el tamafio adecuado para encontrar diferencias.

El estudio fue aprobado por los comités de investigacion y de ética del Instituto
Nacional de Psiquiatria. Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los
sujetos afectados y familiares que decidieron ingresar al estudio (anexo 2). Ademas para
los sujetos afectados se obtuvo el consentimiento informado de al menos uno de los

padres y firmado por un testigo, como medida de proteccion para los sujetos afectados.
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Procedimiento.

Todos los evaluadores que realizaron las entrevistas diagnosticas estaban ciegos al
parentesco entre los sujetos. A los sujetos afectados se les realizd la Entrevista
Diagnostica para Estudios Genéticos (DIGS, por sus iniciales en inglés; anexo 3), para
confirmar el diagnostico de psicosis. También se les realizo la escala para la evaluacién
de sfntomas negativos (SANS)’? y la escala para la evaluacion de los sintomas positivos
(SAPS)™, que permiti6 evaluar cuantitativamente la gravedad de ambos sintomas en los
sujetos con esquizofrenia. A un familiar no afectado se le realizd la entrevista para
familiares en estudios genéticos (FIGS, por sus siglas en inglés). Para el diagnostico de
esquizofrenia, los evaluadores utilizaron la revision del expediente clinico y las
entrevistas realizadas (DIGS y FIGS). Para determinar si un sujeto esquizofrénico era
violento, se realiz0 la escala de agresion explicita (EAE), que aungue es una escala que
mide severidad, en nuestro estudio solo se determind la presencia o ausencia de la
variable y se estudio si existia asociacion entre el gen del DRD3 y la conducta violenta
en sujetos esquizofrénicos de familias mexicanas. Otras variables dicotomicas
analizadas fueron sexo, presencia de tabaquismo, alcoholismo y abuso de drogas. La
edad de inicio del padecimiento también se evalu6 como una variable dicotomica:

temprana (antes de los 16 afios) o tardia (mayor de 16 afios).

Escalas e instrumentos de evaluacion clinica.

Entrevista Diagndstica para Estudios Genéticos (DIGS).

Es una entrevista semiestructurada, desarrollada por el National Institute of Mental
Health (NIMH), de Estados Unidos, para estudios genéticos de esquizofrenia y
trastornos del estado de animo. Proporciona una evaluacion detallada de psicosis,
trastornos del estado de animo y relacionados con sustancias para un diagndstico

diferencial confiable.

Entrevista para Familiares en Estudios Genéticos (FIGS).

Es una entrevista semiestructurada, valida y confiable para recolectar informacion
diagnostica de los familiares del probando y por lo tanto es adecuada utilizarla en
estudios de genética de familias mexicanas con antecedentes familiares de

esquizofrenia.
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Escala para la evaluacién de los sintomas positivos (SAPS).

Esta escala evalUa la gravedad de las alucinaciones, delirios, comportamiento bizarro y
del trastorno formal del pensamiento. El rango de severidad de esta escala va de 0 a 5,

en donde “0” es la ausencia del sintomay “5” es la presentacion mas grave.

Escala para la evaluacién de los sintomas negativos (SANS).

Son evaluados el aplanamiento afectivo, alogia, apatia, anhedonia y alteraciones en la

atencion. El rango de severidad de esta escala es idéntico a la SAPS.

Escala de Agresion Explicita (EAE).

Es un instrumento disefiado para evaluar la severidad de las conductas agresivas. Esta
escala se administra con una entrevista clinica y evalla cuatro areas principales: 1)
agresion verbal, 2) agresién contra objetos, 3) autoagresion y 4) agresion fisica
heterodirigida. Para fines de nuestro andlisis, aquellos sujetos con un puntaje en la

escala EAE 0-6 se consideraron no violentos y de 7 o mayor como violentos’.

Métodos de Biologia Molecular.

De los sujetos afectados y familiares de primer grado (padres y/o hermanos) que
aceptaron participar se obtuvo sangre periférica (10-20 ml), por puncién endovenosa
empleando tubos Vacutainer Becton-Dickinson con anticoagulante (EDTA) y se
almacen0 a -70°C hasta el momento de su procesamiento. La extraccion de ADN se
realiz6 por el método de Lahiri modificado”.

Se estudiaron los polimorfismos A-205G y Ser9Gly del gen DRD3, que se muestra en
la figura 5.

Para la determinacion del polimorfismo A-205G se utilizé la metodologia por RFLPs
descrita por Ishiguro y colaboradores®. Las secuencias de los oligonucleétidos que se
utilizaron como secuencias iniciadoras fueron sintetizadas para uso comercial (Oligosys,
USA): primer forward: 5> ATC TCC TCC AGG TCAAGACTCAAT T3y

primer Reverse: 5° CCT GTG AGG AGA CAG AAAACAATATZ
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Condiciones de la reaccién:

pl  Concentracion final

DNA 50ng/ul 2 100 ng

Buffer 10x (Perkin Elmer) 1.25 1X

MgClI2 25mM 0.75 1.5mM

Primer F 10uM 0.75 0.6 uM

Primer R 10uM 0.75 0.6 uM

DNTPs 2mM 1.25 0.2mM

AmpliTaq gold (5U/ul) 20 08U/l

Volumen final 12.5

Las condiciones del PCR fueron: desnaturalizacion del ADN a 94 °C durante 5 minutos,

seguido de 35 ciclos de:

1) 94 °C por 20 segundos Desnaturalizacion
2) 58 °C por 20 segundos Hibridacion con los primers
3) 72 °C por 30 segundos Extension.

Se finalizo la reaccion en el paso de extension a 72 ° C por 4 minutos

Se comprobo la amplificacion por la presencia de una banda de 392 pares de bases, se
visualizo en un gel de agarosa al 1.0% utilizando 2 pl de producto de la muestra del
PCR, la electroforesis se corrio a 80 voltios por 1 hora, tefiido con bromuro de etidio.
Posteriormente se digirio una alicuota (10 ul) del PCR durante toda la noche a 37°C con
2 unidades de la enzima de restriccion, Apol, en un volumen de 15 ul. Se visualizaron
los diferentes fragmentos en un gel de agarosa al 2%; los genotipos obtenidos se

muestran de la siguiente manera:

23



AIA AlG GIG
223pb 392pb 392pb
169pb 223pb

169pb

Para la determinacion del polimorfismo Ser9Gly se utilizé la metodologia de RFLPs
descrita por Lannfelt y colaboradores’. Las secuencias de los oligonucleétidos que se
utilizaron como secuencias iniciadoras fueron sintetizadas para uso comercial (Oligosys,
USA):

primer forward: 5> GCT CTA TCT CCA ACT CTC ACA 3’ y primer reverse:5” AAG
TCT ACT CACCTC CAG GTA 3

Condiciones de la reaccioén:

pl  Concentracion final
DNA 50ng/ul 4.0 200ng
Buffer 10x (Perkin Elmer) 25 1X
2% gelatina 0.25 0.01%
MgCI2 25mM 20 20mM
Primer F 10uM 15 06uM
Primer R 10uM 15 06uM
DNTPs 2mM 3.0 240 pM
AmpliTaq gold (5U/ul) 0.2 .04 U/ul
Volumen final 25

Las condiciones del PCR fueron: desnaturalizacion del ADN a 95 °C durante 5 minutos,

seguido de 35 ciclos de:

1) 95 °C por 20 segundos Desnaturalizacion
2) 56 °C por 20 segundos Hibridacion con los primers
3) 72 °C por 20 segundos Extension.

Se finalizo la reaccion en el paso de extension a 72 ° C por 4 minutos.
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Se comprobd la amplificacién por la presencia de una banda de 462 pares de bases que
se visualiz6 en un gel de agarosa al 3.0% utilizando 5 pl de producto de la muestra del
PCR, la electroforesis se corrié a 100 voltios por 2 horas tefiido con bromuro de etidio.
Posteriormente se digirio una alicuota (10 ul) del PCR durante toda la noche a 37°C con
3 unidades de la enzima de restriccion, Mscl, en un volumen de 15 ul. Se visualizaron
los diferentes fragmentos en un gel de agarosa de alta definicion (MetaPhor) al 2% que
nos permitio ver con facilidad productos menores a 200 pares de bases. Los genotipos

obtenidos se muestran de la siguiente manera:

Ser/Ser (1-1) Ser/Gly (1-2) Gly/Gly (2-2)
304pb 304pb 206ph
111pb 206ph 111pb
47pb 111pb 98pb
98pb 47pb
47pb

En caso de discrepancia en la segregacion de alelos en las familias, se repitio la
determinacion del genotipo en todos los miembros de la familia. Ademas al azar se
realizd la determinacion del genotipo en el 10% de nuestra poblacion para corroborar

nuestros resultados.

Se utilizo el programa estadistico FBAT (Family —Based Association Tests) version 5.5.
para determinar si alguno de dos polimorfismos estaba asociado con la esquizofrenia.
También se analizaron como variables dicotomicas: sexo, edad de inicio del

padecimiento, violencia, tabaquismo, alcoholismo y abuso de sustancias. La edad de
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inicio del padecimiento se dividié en temprana (< a 16 afos) o tardia (>16 afios). El
programa FBAT también permite el uso de variables cuantitativas, por lo tanto se
analizd de manera cuantitativa la gravedad de los sintomas positivos y negativos.
También se analizaron diferentes haplotipos con la opcién HBAT del mismo programa
estadistico. En la comparacion de pares de hermanos se realizé una X* de McNemar por
ser una muestra pareada entre hermanos concordantes y hermanos discordantes al
probando para el diagnéstico de esquizofrenia. El nivel de significancia estadistica
establecido fue de p<0.05
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RESULTADOS

Descripcion de las familias.

Se estudiaron los polimorfismos -205A/G y Ser9Gly del gen que codifica para DRD3 en
60 familias mexicanas. La mayoria de las familias (89%) tuvieron 2 hermanos
esquizofrénicos, nueve (1.5%) con 3 hermanos afectados, una (0.2%) con 5 hermanos
afectados y una (0.2%) con 2 hermanos y la madre afectada. El total de individuos
estudiados fueron 245 de los cuales 131 eran esquizofrénicos y 114 eran familiares sin

el diagndstico de esquizofrenia.

Descripcion de los pacientes.

De los 131 sujetos con esquizofrenia 60 fueron mujeres (46%) y 71 hombres (54%) con
una edad promedio de 32.8 afios (D.E.=9) al momento del estudio. La mayoria de los
pacientes estaban solteros (78.6%) y casi la mitad (47%) se encontraban desempleados.
Para determinar la escolaridad se contaron el nimero de afios estudiados a partir de
primaria, el promedio de escolaridad fue de 9.2 afios (D.E.=3.5); es decir nivel
secundaria-preparatoria.

La edad promedio de inicio del padecimiento fue de 20.4 afios (D.E.=5.5). Hubo
algunos casos de presentacion en nifios, siendo la edad mas temprana de presentacion de
los sintomas psicéticos a los 11 afios y la mas tardia a los 41 afios. En promedio los
pacientes tuvieron 3 hospitalizaciones, algunos pacientes jamas requirieron
hospitalizacion y hubo un paciente con 17 internamientos.

En lo que se refiere a la comorbilidad, el 16.8% (n=22) fumaban; 19.1% (n=25)
tuvieron abuso del alcohol y el 9.2% (n=12) utilizaron otras drogas ilicitas. Casi la
mitad de los pacientes (48.5%; n=63) presentaron algln episodio violento. EI promedio
del total de la SAPS fue de 6 (D.E.=5; rango de 0-17) y para el SANS de 12 (D.E=6;
rango de 0-24).

Frecuencias alélicas y genotipicas.

El calculo de las frecuencias alélicas y genotipicas se basd en los 60 probandos de las
familias estudiadas. Para el polimorfismo Ser9Gly ambos alelos se presentaron de
manera equitativa en la poblacién estudiada con una frecuencia del alelo 1 (Ser) del
0.51 y el alelo 2 (Gly) del 0.49. El genotipo més frecuente (0.55) fue el heterocigoto y

los homocigotos 1/1 y 2/2 tuvieron una frecuencia de .23 y 0.22, respectivamente. Para
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el polimorfismo -205 A/G, el alelo A fue el mas frecuente con 0.052 y el alelo G tuvo
una frecuencia del 0.48. En este polimorfismo el genotipo heterocigoto, también fue el
méas frecuente (0.48) y los genotipos homocigotos se presentaron con la misma
frecuencia del 0.26. Las frecuencias de los genotipos en ambos polimorfismos se

encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0.05).

Estudio de asociacion basado en familias.

Andlisis de los polimorfismos Ser9Gly y -205A/G.

Se realiz6 el andlisis entre las familias para buscar cual era el alelo que se presentaba
mas frecuentemente en los sujetos afectados de las 60 familias estudiadas. Unicamente
35 familias fueron informativas para el analisis, es decir cuando menos uno de los
progenitores era heterocigotos para el polimorfismo estudiado para poder definir la
segregacion de los alelos. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
para ninguno de los dos polimorfismos, como se muestra en la tabla 6 para el

polimorfismo Ser9Gly y en la tabla 7 para el polimorfismo -205 A/G.

Tabla 6. Analisis estadistico en busqueda de asociacion con el polimorfismo

Ser9Gly en las familias. (35 nucleares;149 individuos)

|Marcad0r Alelo |FrecuencialFamilias|S E(S) [ P
|DRD3 1 0.534 28 63 [56.5 |1.363 [0.172
|DRD3 2 0.466 28 57 1635 [-1.363 [0.172

S=prueba estadistica, E(S)=valor esperado de S bajo la Ho.

Tabla 7. Andlisis estadistico en busqueda de asociacion con el polimorfismo
-205A/G en las familias. (35 nucleares;149 individuos)

[Marcador  |Alelo  |FrecuencialFamilias{S E(S) [|Z P
-205 A 0.453 29 69 [61.5 |1.627 [0.103
-205 G 0.547 29 57 645 |-1.627 [0.103

S=prueba estadistica, E(S)=valor esperado de S bajo la Ho.
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Andlisis de ambos polimorfismos por subgrupos clinicos.

Posteriormente para poder determinar si la segregacion de alelos estaba asociada a
alguna caracteristica en particular, se analizé la muestra por subgrupos para ambos
polimorfismos. Los subgrupos analizados fueron género, edad de inicio del
padecimiento y presencia de violencia, este andlisis estratificado tampoco mostrd
diferencias significativas. La muestra fue insuficiente, es decir solo habia 10 familias
informativas o menos para el analisis del tabaquismo y abuso de drogas. Los sintomas
positivos y negativos se estudiaron de manera cuantitativa en ambos polimorfismos
utilizando la escala de severidad SAPS para sintomas positivos y SANS para sintomas
negativos y se encontr6 que es mas frecuente que el paciente con el alelo 2 (Gly) para el

polimorfismo Ser9Gly presente trastorno formal del pensamiento (tabla 8).

Tabla 8. Andlisis estadistico en busqueda de asociacion con

el polimorfismo Ser9Gly para sintomas positivos en las familias

[Marcador ~ |Alelo |FrecuencialFamilias'S  [E(S) [z P
Ser9Gly 1 0.534 27 -47 |-33 -2.2 0.027
Ser9Gly 2 0.466 27 -33 |47 2.2 0.027

S=prueba estadistica, E(S)=valor esperado de S bajo la Ho.

Andlisis de haplotipos.

También se estudiaron las diferentes combinaciones de alelos entre los dos
polimorfismos, lo cual se llamo haplotipo, aunque no sabiamos si se segregaron juntos.
Los cuatro haplotipos estudiados fueron : H1 (A-Ser), H2( G-Gly), H3 (G-Ser) y H4 (A-
Gly), encontrandose asociacion con el haplotipo 1 (p=0.28), como se muestra en la tabla
9.

Tabla 9. Andlisis estadistico por haplotipos en las familias.

Alelo FrecuencialFamilias [S E(S) |Z P

H1 0.393 20.6 56.1 [48.1 [2.193 ]0.028
H2 0.359 17.5 33.1 [38.6 [|154 |0.122
H3 0.145 11.2 178 [20.7 |-1.28 [0.199
H4 0.103 6.7 leieie

S=prueba estadistica, E(S)=valor esperado de S para la Ho.
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Analisis de hermanos concordantes y discordantes.

Basandonos en el principio de identidad por descendencia donde se espera que los
hermanos compartan en teoria un alelo en el 50% de todo su genoma y los dos o ningun
alelo en el 25%, se analizaron pares de hermanos concordantes (esquizofrenia-
esquizofrenia) y discordantes (esquizofrenia-sano) para la esquizofrenia para el
polimorfismo Ser9Gly. Existieron 61 parejas de hermanos concordantes y 49
discordantes para el diagnéstico de esquizofrenia. La tablas 10 y 11 muestran los
resultados de los anélisis estadisticos, respectivamente. Se realiz6 una x> McNemar por

Ser muestras pareadas.

Tabla 10. Anélisis de hermanos concordantes

HERMANO
AFECTADO
1-1 No 1-1
PRO- 1-1 6 7
BANDO | No 1-1 12 36

%* McNemar= 1.31 p>0.05

Tabla 11. Anélisis de hermanos discordantes

HERMANO
NO AFECTADO
1-1 No 1-1
PRO- 1-1 4 4
BANDO | No 1-1 14 27

x*> McNemar= 4.5 p<0.05

De la misma manera se analizaron los hermanos concordantes y discordantes para el

polimorfismo -205A/G no encontrando diferencias estadisticamente significativas.
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Evaluacion por Genética Clinica.

Se evalud a una paciente femenina de 31 afios de edad que inicié con alucinaciones
auditivas y visuales 5 meses antes de su ingreso al Instituto, donde se indico tratamiento
con haloperidol 1.25 mg dos veces al dia, dosis que con la que se present6 remision del
cuadro psicotico. Reaparecieron los sintomas psicoticos porque no hubo adherencia al
tratamiento, ademas por la presencia de sintomas extrapiramidales se cambid el
medicamento por tioridazida 25mg/dia y estuvo libre de sintomas por 2 afios,
requiriendo posteriormente un reajuste de dosis. En la consulta de Genética se encontrd
a exploracion fisica: talla baja (1.39 metros), braquicefalia, asimetria facial, fisuras
palpebrales hacia arriba, nariz en pico de loro, labios delgados, cuello corto,
extremidades superiores con limitacion a la supinacion y pliegues palmares aberrantes.
En la radiografia de manos se encontré una sinostosis del hueso grande y el ganchoso.
Se le realizé un cariotipo con una resolucion de 550 bandas. Se observo una delecion en
8021: 46,XX,del(8)(g21.11g21.2). Con estos hallazgos la paciente no se incluyo en el
estudio de familias., pero si enfatiza la importancia de realizar estudio citogenético en

pacientes candidato.

DISCUSION

Esta es el primer estudio en mexicanos donde se buscé la asociacion entre dos
polimorfismos del gen DRD3 y la esquizofrenia en 60 familias mexicanas con al menos

dos hermanos afectados de esquizofrenia.

Sin duda por estudios de familias, de gemelos y de adopcion sabemos que existe una
importante contribucion genética para el desarrollo de la esquizofrenia’’. Sin embargo,
el modo de herencia, como el de otras enfermedades comunes, es complejo y no
mendeliano. En la mayoria de los casos la predisposicion para presentar la enfermedad
refleja probablemente la combinacidn de varios genes de efecto menor con diferentes

contribuciones del medio ambiente y de factores epigenéticos™".

Aunque la base bioldgica de la esquizofrenia aun no se conoce, existe fuerte evidencia

que sustenta la contribucion de la dopamina. La hipotesis es que la interaccion de
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multiples factores de riesgo ambientales y genéticos finalizan en una via comdn con el
aumento de la funcién dopaminérgica presinaptica en el estriato™.

Aunque existe controversia en los niveles del DRD3 in vitro e in vivo®

, el gen del
DRD3 continua siendo uno de los genes dopaminérgicos de interés, por su alta afinidad
con los antipsicéticos y su localizacion en el sistema limbico.

Decidimos estudiar los polimorfismos -205A/G y Ser9Gly en el gen que codifica para
DRDa3. El polimorfismo -205A/G da lugar a una sustitucion de Lys9Glu, sin embargo la
funcion de este péptido no se conoce®. Se ha encontrado que la variante Gly-9, del
polimorfismo Ser9Gly, confiere mayor afinidad a la dopamina in vitro®” pero no in

vivo®,

En nuestra poblacién de estudio, las frecuencias alélicas encontradas para el
polimorfismo Ser9Gly fueron concordantes con los resultados descritos previamente en
poblacién mexicana’; pero difieren de las encontradas en otras etnias. La frecuencia
alélica de la variante 1 (serina), que en nuestra poblacion fue del 0.51, en
afroamericanos se reporta menor (0.35)*°, mientras que en poblaciones de caucésicos es
mayor, oscilando entre 0.64 a 0.71°%%" 882 | 3 frecuencia en los japoneses® y chinos®
es muy similar a la observada en los caucasicos: 0.68 y 0.71, respectivamente. También
se encontraron diferencias en las frecuencias alélicas observadas en nuestro estudio para
el polimorfismo -205A/G (A=0.52, G=0.48) con las frecuencias en otras poblaciones.
En japoneses® y en una poblacién aislada de Espafia® se encontraron frecuencias
similares de 0.70 para el alelo A, en cambio en un estudio de caucasicos® se encuentra
invertida la proporcion, y el alelo A tiene una frecuencia de 0.34. Nuestras frecuencias
para los haplotipos también difieren de otras poblaciones, ya que mientras nosotros
encontramos al haplotipo 1 (A/Ser) y al 2 (G/Gly) como los mas frecuentes (0.39 y
0.35, respectivamente) en otras poblaciones el haplotipo 1 se presentd en mayor
proporcion (0.66)>*°.

Las variaciones en las frecuencias alélicas, genotipicas y de los haplotipos entre
diferentes poblaciones nos confirman la heterogeneidad genética que existe entre las
poblaciones y recalca la importancia de estudiar cada una de ellas. En especial nuestra
poblacién mexicana es mestiza con un alto grado de heterogeneidad que obliga a

generar datos propios.
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El estudio se realizd en familias para reducir la heterogeneidad que existe en la
enfermedad, pero no se encontrd asociacion en el analisis de las 60 familias para
ninguno de los polimorfismos. Esto podria ser porque ninguno de los dos polimorfismos
confiere riesgo en nuestra poblacion o que el efecto del gen en la enfermedad es tan
pequefio que no se alcanzo el poder suficiente para encontrar esta significancia. Para
realizar este tipo de analisis, es necesario que cuando menos un progenitor sea

heterocigoto y solo 35 familias fueron informativas.

La esquizofrenia es una enfermedad heterogénea y en los estudios de genética molecular
se ha utilizado como criterio diagnostico el fenotipo de esquizofrenia para buscar los
genes relacionados con la enfermedad. Pero en realidad este es un concepto muy
amplio y podria explicar en parte los resultados inconsistentes tanto en los estudios de
ligamiento como en los de asociacién. Para tratar de reducir este problema se han
analizado subtipos de la enfermedad o se ha estratificado por covariables par tener éxito
en el estudio de enfermedades complejas®™.

Con estas evidencias es que decidimos analizar nuestra muestra por subgrupos para
determinar si existia asociacion entre uno o ambos polimorfismos del DRD3 y la
esquizofrenia en poblacion mexicana.

El analisis estratificado por género, edad de inicio del padecimiento y presencia de
violencia, no mostro diferencias significativas. La muestra fue insuficiente para el
analisis estadistico de los subgrupos de tabaquismo, alcoholismo y abuso de drogas Es
posible que en estos aspectos clinicos haya habido un sub-diagnostico debido a que solo
se investigaron estos datos por interrogatorio y no se utiliz6 una escala que diera mayor
confiabilidad en las respuestas. Se estudié de manera cuantitativa la asociacién de los
sintomas positivos y negativos con ambos polimorfismos y se encontré una tendencia,
donde es mas frecuente que el paciente con el alelo 2 (Gly) para el polimorfismo
Ser9Gly presente trastorno formal del pensamiento. Estudios previos en gemelos y en
pares de hermanos sugieren que la desorganizacién (trastorno formal del pensamiento
y/o comportamiento inapropiado) es de las caracteristicas con mayor agregacion
familiar y por lo tanto Gtil para el analisis en los estudios genéticos® ®. Ademas la
hipbtesis dopaminérgica postula que los sintomas positivos se asocian con un exceso de
dopamina subcorticalmente, lo cual apoya nuestro resultado. Serretini y colaboradores®
encontraron como factor de susceptibilidad para esquizofrenia un polimorfismo del gen

que codifica para el receptor de dopamina tipo 2 (DRD2), pero este mismo grupo de
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investigadores™ no encontré esta asociacion en el polimorfismo Ser9Gly del gen que
codifica al DRD3; por lo que son necesarios futuros estudios evaluando la
sintomatologia psicotica 'y el DRD3.

Se ha encontrado al alelo 2 del polimorfismo Ser9Gly, asociado al inicio temprano de la
enfermedad® y particularmente en varones®. El genotipo 2-2 se ha encontrado mas
frecuentemente en pacientes con pobre respuesta a neurolépticos®. Szekeres y
colaboradores®™ no encontraron ninguna diferencia al analizar a los pacientes en base a
sintomas positivos y negativos, pero si encontraron al genotipo Ser/Ser asociado con
una pobre respuesta al tratamiento. El alelo 1 (Ser) se encontré mas frecuentemente en
aquellos pacientes esquizofrénicos con historia familiar para la enfermedad que en el
grupo control®*. El mayor reto en el estudio de los padecimientos psiquiatricos es
identificar aquellas caracteristicas clinicas relevantes para el estudio de la

caracterizacion de genes™.

Estudios en familia sugieren que las diferencias en las caracteristicas clinicas entre los

%97 " Estas

diferentes pacientes, pueden estar influenciadas por factores familiares
diferencias podrian deberse a genes modificadores, es decir genes que cambian las
caracteristicas clinicas de la enfermedad sin alterar la susceptibilidad para padecerla .
Por ello es probable que los hallazgos con los diferentes subtipos o caracteristicas de la
esquizofrenia estén causados por un gen modificador mas que por un gen de
susceptibilidad, pero se necesitan mas estudios para afirmar esto. Fanous y
colaboradores® decidieron realizar un escaneo del genoma humano para buscar posibles
genes modificadores en la esquizofrenia, y analizaron algunas caracteristicas clinicas
unicamente en los individuos afectados de 270 familias. Desafortunadamente no
encontraron ligamiento significativo con alguna region cromosémica, el mas cercano
fue de 2.26 en 6g23, con lo que concluyen gue la idea de genes modificadores es una

simple especulacion hasta que no se tengan resultados positivos.

Los resultados contradictorios con el polimorfismo Ser9Gly en los diferentes estudios
reportados, puede significar que en realidad este polimorfismo se encuentra en
desequilibrio de ligamiento con otros marcadores que son los responsables de la
susceptibilidad a la esquizofrenia. Por ello analizamos los haplotipos entre ambos
polimorfismos en nuestra poblacién y encontramos una asociacion del haplotipo 1

(A/Ser) con la esquizofrenia en las familias estudiadas (p=0.028). Staddon y cols
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también encontraron asociacion con ambos polimorfismos aunque con diferente
haplotipo (haplotipo 3 = G/Ser) pero la significancia fue mas fuerte cuando incluy6 un
tercer polimorfismo en la posicion -710. Ishiguro y cols también estudiaron tres
polimorfismos encontrando al haplotipo -710C -203G Gly9 mas frecuentemente en los
controles. Estos resultados sugieren que probablemente existen sinergia entre los
polimorfismos o que se encuentra ligado con otro factor genético desconocido que
contribuye a la enfermedad. Recientemente Talkowski y colaboradores®’ buscaron
asociacion entre la esquizofrenia y 18 genes candidatos en 150 trios y 328 casos/501
controles y encontraron significancia con 4 genes, con los cuales propusieron un modelo
para la esquizofrenia: donde el riesgo que confieren las variantes del gen del
transportador de dopamina (SLC6A3) pueden estar modificadas por variantes en los
genes DRD3, catecol-O-metiltransferasa (COMT) y/o transportador de membrana de la

mono-amino-oxidasa (SLC18A2).

Decidimos analizar las parejas de hermanos afectados con esquizofrenia, basandonos en
varios principios:
a) Los estudios de gemelos son Utiles para estimar y comparar la concordancia
de una enfermedad entre los gemelos monocigéticos y los gemelos dicigéticos,
lo que nos da una idea de la importancia de los factores genéticos en la
enfermedad estudiada
b) Los conceptos de identidad por estado y por descendencia son necesarios para
cuantificar el grado en que los parientes con la misma patologia comparten
alelos en un locus determinado., donde de forma teorica se esperaria que los
hermanos compartan el 50% de los alelos, con ello nosotros tedricamente
esperdbamos que los hermanos concordantes compartieran en mayor proporcion

el mismo alelo y los discordantes lo compartieran en menor proporcion.

Comparamos al probando con su hermano(a) concordante para la esquizofrenia y con su
hermano(a) discordante sano. Esta metodologia evita el sesgo de estratificacion
poblacional. Se encontrd una diferencia estadisticamente significativa entre los
hermanos discordantes con el polimorfismo Ser9Gly, siendo més frecuente el genotipo
1/1(Ser/ser) en el hermano no afectado, resultado que apoya, aunque con otro tipo de

|99

analisis, el hallazgo de un grupo espafiol™ que estudié los haplotipos derivados de

diferentes polimorfismos del DRD3 en los intrones, el de Ser9Gly y en la region 3’ del
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gen, en tres poblaciones diferentes con un total de 794 casos y 1,078 controles en donde
encontré un haplotipo protector. En este haplotipo protector esta presente el alelo 1(Ser)
del polimorfismo Ser9Gly.

De la misma manera, comparando pares de hermanos concordantes y discordantes para
la esquizofrenia, se analizo el otro polimorfismo -205A/G y no se encontr6 diferencia

en las frecuencia de los genotipos entre los pares de hermanos.

El estudio integral de los pacientes psiquiadtricos es importante para descartar si
presentan la enfermedad como parte de un sindrome genético o de manera aislada. Se
excluy6 a la familia de la paciente con la delecion en 8921 del analisis, porque hubiera
sido un sesgo si claramente se conocia la etiologia. Pero es importante recalcar la
importancia de realizar un estudio citogenético o microarreglos en todo paciente
psiquiatrico que presente retraso mental y/o dismorfias mayores o menores. Al realizar
un abordaje completo de los pacientes, se puede brindar un asesoramiento genético
adecuado a la familia. Ademas, cuando se encuentra una aberracion cromosémica en un
paciente, esta puede ser otra estrategia para proponer genes candidatos en enfermedades

complejas.

CONCLUSIONES.

Este es el primer estudio de asociacion basado en familias mexicanas con al
menos dos hermanos afectados con esquizofrenia analizando al gen DRDS.
Posiblemente por falta de poder, no se encontrd una mayor frecuencia de alguno de los
alelos estudiados en los familiares afectados que en los no afectados. En cambio, se
identifico al haplotipo 1 (A-Ser), como de riesgo, por ello creemos que nuestro estudio
apoya la posibilidad de que el gen DRD3 o un locus en desequilibrio de ligamiento con
el gen de este receptor pudieran estar involucrado con la transmision de la
esquizofrenia.

Muy probablemente con nuevos estudios en genética se pueda aumentar nuestro
entendimiento de los mecanismos que causan la enfermedad, asi como mejorar la
clasificacion de la enfermedad y por supuesto mejorar el tratamiento de los afectados y

con ello su calidad de vida y la de sus familias.
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ANEXO 1

CRITERIOS DSM-1V PARA EL DIAGNOSTICO DE ESQUIZOFRENIA.

A

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

con éxito):

(1) ideas delirantes

(2) alucinaciones

(3) lenguaje desorganizado (p. Ej. Descarrilamiento frecuente o incoherencia)

(4) comportamiento catatonico o gravemente desorganizado

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

Nota: Sélo se requiere un sintoma del Criterio A si las ideas delirantes son extrafias o si

las ideas delirantes consisten en una voz que comenta continuamente los pensamientos

0 el comportamiento del sujeto, o si dos 0 mas voces conversan entre ellas.

Disfuncion social/laboral: Durante una parte significativa del tiempo desde el inicio
de la alteracion, una o mas areas importantes de actividad, como son el trabajo, las
relaciones interpersonales o el cuidado de uno mismo, estan claramente por debajo
del nivel previo al inicio del trastorno ( o, cuando el inicio es en la infancia o
adolescencia, fracaso en cuanto a alcanzar el nivel esperable de rendimiento
interpersonal, académico o laboral).

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 ( 0 menos si se ha tratado con éxito) y puede incluir los periodos de
sintomas prodromicos Yy residuales. Durante estos periodos prodrémicos o
residuales, los signos de la alteracion pueden manifestarse solo por sintomas
negativos o por dos 0 mas sintomas de la lista del Criterios A, presentes en forma

atenuada (p. Ej., creencias raras, experiencias perceptivas no habituales).
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D. Exclusion de los trastornos esquizoafectivo y del estado de animo: El trastorno
esquizoafectivo y el trastorno del estado de animo con sintomas psicéticos se han
descartado debido a: 1) no ha habido ningln episodio depresivo mayor, maniaco o
mixto concurrente con los sintomas de la fase activa; o 2) si los episodios de
alteracion 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 y de enfermedad médica: El trastorno no es
debido a los efectos fisioldgicos directos de alguna sustancia ( p. Ej., una droga de
abuso, un medicamento) o de una enfermedad médica.

F. Relacién con un trastorno generalizado del desarrollo: Si hay historia de trastorno
autista o de otro trastorno generalizado del desarrollo, el diagnostico adicional de
esquizofrenia sélo se realizara si las ideas delirante o las alucinaciones también se

mantienen durante al menos 1 mes ( 0 menos si ha sido tratado con éxito)
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ANEXO 2
CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Consentimiento del Sujeto para Participar en un Estudio de Genética de
Esquizofrenia en Poblacion Latina
(Sujetos que son entrevistados y proporcionan muestra de sangre)

Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente

1.- Proposito: Le pedimos tomar parte en un estudio de investigacion médica para
encontrar genes que hacen mas probable el padecer esquizofrenia (los genes son partes
de las células. Los genes son un codigo de partes de su cuerpo. Los genes vienen de los
padres. Los genes estdn compuestos de ADN). La investigacion nos ha indicado que los
genes son un factor en el origen de la esquizofrenia. Si se encuentran estos genes, y se
puede entender como afectan en la esquizofrenia, seria posible hallar mejores
tratamientos para la esquizofrenia. Los genes son encontrados estudiando el ADN de las
personas con el mismo problema y que se encuentran relacionados, y con el ADN de
algunos de sus familiares. Le pedimos que tome parte en el estudio debido a que ha sido
tratado por esquizofrenia y probablemente algun hermano, hermana, hijo (a) u otro
familiar cercano pudo haber padecido de esquizofrenia. El estar en este estudio no
afectara o modificara su tratamiento médico de ninguna forma.

2.- Procedimientos y duracién: Los procedimientos que se realicen tendran tan solo
propdsitos de investigacion. Si acepta participar en este estudio, se le pedira que
complete los siguientes procedimientos de investigacion:

» Sera entrevistado sobre problemas de salud mental o médicos que ha tenido y
sobre problemas de salud mental en miembros de su familia. Esta entrevista toma
aproximadamente 2-3 horas.

o Se le pedira una muestra sanguinea de aproximadamente 2.5 cucharadas (35-40
cc), los cuales seran extraidos por medio de una aguja en el brazo, por una
persona entrenada y que trabaja para el estudio o por su médico tratante si lo
prefiere.

» Se le invitara a que le pregunte a sus padres, hermanos (as) u otros familiares si
desean que los contactemos para el estudio (solo contactaremos a los miembros de
su familia que usted nos indique). En caso afirmativo, los invitaremos a participar
y a completar algunos de los procedimientos de investigacion.

Estos procedimientos pueden ser completados en una visita, 0 se puede extraer una
muestra de sangre en otro momento.

La muestra sanguinea serd empleada para extraer el ADN para analisis genéticos y para
hacer cultivos de globulos blancos. Los cultivos de células viviran indefinidamente y
proveeran una fuente permanente de ADN para este y futuros proyectos de
investigacion. Para buscar genes se probaran diversos marcadores genéticos, se
buscaran los patrones que indiquen que uno de los marcadores se encuentra localizado
cerca de un gene para la enfermedad, para luego tratar de hallar el gene o genes y
aprender su funcionamiento.
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Su ADN vy lineas celulares seran almacenados en un Deposito (lugar especial donde se
guardarian todas las muestras sanguineas), fundado por el Gobierno de los Estados
Unidos.

No daremos al deposito nunca su nombre, direccién, fecha de nacimiento, ni ninguna
otra informacion que permita identificarlo a usted o a su familia por el nombre o
apellidos. En su lugar, nosotros le daremos al depdsito un ndmero codificado para
identificar sus muestras sanguineas.

Estos materiales biol6gicos seran mantenidos como un recurso nacional en este
Laboratorio Central y estaran disponibles a través del Instituto Nacional de Salud
Mental (NIMH) a cientificos calificados alrededor del mundo para el estudio de la
esquizofrenia, a partir del afio 2004. Estos cientificos podrian no estar trabajando en este
momento en este proyecto. Por lo tanto, los investigadores tendrdn acceso a estos
materiales identificados unicamente con el numero codificado.

Los cientificos que tengan acceso a su material bioldgico, podrian realizar un estudio en
colaboracion con una empresa privada. Estas comparfiias pueden patentar productos o
vender descubrimientos basados en estas investigaciones. Algunos de estos
investigadores que participan en el analisis de su ADN podrian obtener algin beneficio
financiero de estos trabajos. No existen planes para dar compensacién alguna a usted o a
sus herederos a partir de estos estudios.

3.- Riesgos e incomodidades: Los riesgos de participar en este estudio incluyen el
inconveniente de la entrevista y revelar informacion personal. La extraccion de sangre
puede provocar algunas incomodidades debido a la puncion-. Ocasionalmente puede
haber un ligero sangrado bajo la piel, produciendo moreton en su brazo. La sangre sera
extraida por personal entrenado. Otro riesgo es que los miembros de la familia tuvieran
conocimiento acerca de informacion confidencial acerca de sus familiares discutiendo el
estudio entre la familia. Nos gustaria asegurarle que las entrevistas seran conducidas de
forma privada y que la informacion que nos proporcione no sera compartida con otros
miembros de la familia. Las entrevistas seran realizadas por personas con entrenamiento
en salud mental en psiquiatria, los cuales estan entrenados para proteger la
confidencialidad y para evitar inconvenientes o factores de incomodidad.

Algunos expertos en pruebas de ADN se encuentran preocupados de que en un futuro,
sea posible identificar a los sujetos comparando la informacion de las pruebas de ADN
de la investigacion con la informacién de ADN que algun dia pueda ser hallada en los
registros médicos. Esta informacion puede ser usada para negar seguros o empleo a
personas con alto riesgo a desarrollar ciertas enfermedades. En la actualidad no existen
pruebas de ADN en los registros médicos que puedan ser utilizadas para identificar a los
sujetos que participan en este estudio. Todos los cientificos que trabajan con las
muestras tendran prohibido el tratar de identificar a cualquiera de los sujetos y se les
permitira utilizar las muestras solo para estudiar las causas de la esquizofrenia y
trastornos relacionados. Estos pasos hacen improbable que cualquier sujeto de este
estudio sea identificado por medio de la informacién del ADN. Un Certificado de
Confidencialidad ha sido obtenido del gobierno Federal de los Estados Unidos para
asegurar su privacidad. Este certificado significa que los investigadores no pueden ser
forzados a comunicarle a personas ajenas al estudio acerca de su participacion en este
estudio sin su consentimiento por escrito. Si algo es descubierto que pueda ponerlo en
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peligro a usted, a sus hijos o a otros, se discutira con usted si es posible, o se buscara
ayuda.

4.- Beneficios potenciales: La participacion en este estudio no le traera beneficios
personales. Es posible que este estudio nos lleve a un mayor conocimiento acerca de las
causas de la esquizofrenia. No se les proporcionard a los participantes de este estudio
ninguna informacién concerniente a los resultados de las pruebas genéticas. No le
garantizamos que obtenga algun beneficio por participar en este estudio.

5.- Derecho a retirarse del estudio: La participacion en este estudio es voluntaria.
Usted puede rehusarse a estar en el estudio o retirarse en cualquier momento. Si decide
no tomar parte o retirarse, esto no afectard su futuro cuidado médico en el Instituto
Nacional de Psiquiatria Ramodn de la Fuente. Si usted le pide al Dr. Humberto Nicolini o
al Dr. Rogelio Apiquian que destruya cualquiera de sus cultivos de ADN o cultivos
celulares que posean, esto tendrd que hacerse. Si usted decide en el futuro, que sus
muestras de ADN sean removidas del depdsito, el Instituto Nacional de Salud Mental
destruird sus muestras y le pedira a otros cientificos quienes también las tengan que las
destruyan. Nosotros le informaremos acerca de cualquier hallazgo significativo que
surja durante el curso de esta investigacion que pueda estar relacionado con su deseo de
seguir formando parte del estudio.

6.- En caso de lesion: Si resulta lesionado como resultado de los procedimientos de
investigacion descritos con anterioridad, se le brindara cuidado médico. Usted sera
responsable de los costos. No tenemos permitido darle dinero en caso de que sea
lesionado.

7.- Confidencialidad: Su identidad permanecera confidencial. Si surgen publicaciones
0 presentaciones de los resultados de este proyecto, su identidad permanecera
confidencial. La informacion de identificacion sera asegurada en la oficina del proyecto
y tan solo el Dr. Humberto Nicolini o el Dr. Rogelio Apiquian y las personas que
trabajen con ellos en este proyecto tendran acceso a ella. Esto significa que su nombre,
direccidn, fecha de nacimiento o cualquier otra informacion que pueda identificarlo por
su nombre no sera brindada a otra persona sin su consentimiento por escrito. Ninguna
de la informacion de este estudio aparecera en sus registros médicos y no se brindara a
otras instituciones. Su muestra de sangre y cddigo sera enviada al Centro para Estudios
Genéticos patrocinado por el Instituto Nacional de Salud Mental. Su ADN o cultivos
celulares serdn recibidos por otros cientificos para estudios de esquizofrenia y
trastornos relacionado, identificandolos s6lo por el cédigo. La clave que relaciona su
cddigo con la informacion de su identidad serd asegurada en la oficina de investigacién
de este lugar.

Si tiene alguna pregunta, siéntase libre de hacerla. Si méas tarde tiene preguntas
adicionales o desea informar acerca de un problema médico que pueda estar relacionado
con este estudio, el Dr. Humberto Nicolini o el Dr. Rogelio Apiquian pueden ser
localizados en el teléfono 56 55 28 11 en horas de trabajo. Si necesita hablar con alguno
de los doctores en horas fuera de trabajo, por favor Ilame al 56 29 98 00 clave 17662
para el Dr. Humberto Nicolini, y clave 106043 para el Dr. Rogelio Apiquian, y deje su
nombre y teléfono para que ellos se comuniquen con usted.
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También puede contactarlos via e-mail:

Dr. Humberto Nicolini nicolins@imp.edu.mx
Dr. Rogelio Apiquian apiguian@imp.edu.mx

Se le proporcionara una copia firmada de esta forma para que la guarde

SU FIRMA INDICA QUE USTED HA DECIDIDO FORMAR PARTE DE ESTE
ESTUDIO DE INVESTIGACION Y QUE HA LEIDO Y COMPRENDIDO LA
INFORMACION ANTERIOR Y QUE SE LA EXPLICADO

Firma del Sujeto Firma del Testigo

Firma del Investigador Fecha
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Consentimiento del Sujeto para Participar en un Estudio de Genética de
Esquizofrenia en Poblacion Latina
(Para los padres de sujetos)

Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente

1.- Proposito: Le pedimos tomar parte en un estudio de investigacion médica para
encontrar genes que hacen mas probable el padecer esquizofrenia (los genes son partes
de las células. Los genes son un codigo de partes de su cuerpo. Los genes vienen de los
padres. Los genes estdn compuestos de ADN). La investigacion nos ha indicado que los
genes son un factor en el origen de la esquizofrenia. Si se encuentran estos genes, y se
puede entender como afectan en la esquizofrenia, seria posible hallar mejores
tratamientos para la esquizofrenia. Los genes son encontrados estudiando el ADN de las
personas con el mismo problema y que se encuentran relacionados, y con el ADN de
algunos de sus familiares. Le pedimos que tome parte en el estudio debido a que ha sido
tratado por esquizofrenia y probablemente algun hermano, hermana, hijo (a) u otro
familiar cercano pudo haber padecido de esquizofrenia. El estar en este estudio no
afectara o modificara su tratamiento médico de ninguna forma.

2.- Procedimientos y duracién: Los procedimientos que se realicen tendran tan solo
propdésitos de investigacion. Si acepta participar en este estudio, se le pedira que
complete los siguientes procedimientos de investigacion:

» Se le haran preguntas concernientes a si usted o algin otro miembro de su familia
ha tenido problemas de salud mental. Esta entrevista toma entre 30-45 minutos.

» Si pudo haber padecido de esquizofrenia, también se le pedird que participe en
una entrevista mas completa acerca de salud mental o problemas mentales que
haya tenido y que firme un comunicado para que podamos obtener los registros de
tratamiento médico que haya tenido. Esta entrevista toma aproximadamente dos
horas.

o Se le pedira una muestra sanguinea de aproximadamente 2.5 cucharadas (35-40
cc), los cuales seran extraidos por medio de una aguja en el brazo, por una
persona entrenada y que trabaja para el estudio o por su médico tratante si lo
prefiere.

» Se le invitara a que le pregunte a sus padres, hermanos (as) u otros familiares si
desean que los contactemos para el estudio (solo contactaremos a los miembros de
su familia que usted nos indique). En caso afirmativo, los invitaremos a participar
y a completar algunos de los procedimientos de investigacion.

Estos procedimientos pueden ser completados en una visita, 0 se puede extraer una
muestra de sangre en otro momento.

La muestra sanguinea serd empleada para extraer el ADN para analisis genéticos y para
hacer cultivos de globulos blancos. Los cultivos de células viviran indefinidamente y
proveeran una fuente permanente de ADN para este y futuros proyectos de
investigacion. Para buscar genes se probaran diversos marcadores genéticos, se
buscaran los patrones que indiquen que uno de los marcadores se encuentra localizado
cerca de un gene para la enfermedad, para luego tratar de hallar el gene o genes y
aprender su funcionamiento.
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Su ADN vy lineas celulares seran almacenados en un Deposito (lugar especial donde se
guardarian todas las muestras sanguineas), fundado por el Gobierno de los Estados
Unidos.

No daremos al deposito nunca su nombre, direccién, fecha de nacimiento, ni ninguna
otra informacion que permita identificarlo a usted o a su familia por el nombre o
apellidos. En su lugar, nosotros le daremos al depdsito un ndmero codificado para
identificar sus muestras sanguineas.

Estos materiales biol6gicos seran mantenidos como un recurso nacional en este
Laboratorio Central y estaran disponibles a través del Instituto Nacional de Salud
Mental (NIMH) a cientificos calificados alrededor del mundo para el estudio de la
esquizofrenia, a partir del afio 2004. Estos cientificos podrian no estar trabajando en este
momento en este proyecto. Por lo tanto, los investigadores tendrdn acceso a estos
materiales identificados unicamente con el numero codificado. Los cientificos que
tengan acceso a su material bioldgico, podrian realizar un estudio en colaboracion con
una empresa privada. Estas compafiias pueden patentar productos o vender
descubrimientos basados en estas investigaciones. Algunos de estos investigadores que
participan en el analisis de su ADN podrian obtener alguin beneficio financiero de estos
trabajos. No existen planes para dar compensacion alguna a usted o a sus herederos a
partir de estos estudios.

3.- Riesgos e incomodidades: Los riesgos de participar en este estudio incluyen el
inconveniente de la entrevista y revelar informacion personal. La extraccion de sangre
puede provocar algunas incomodidades debido a la puncion-. Ocasionalmente puede
haber un ligero sangrado bajo la piel, produciendo moreton en su brazo. La sangre sera
extraida por personal entrenado. Otro riesgo es que los miembros de la familia tuvieran
conocimiento acerca de informacion confidencial acerca de sus familiares discutiendo el
estudio entre la familia. Nos gustaria asegurarle que las entrevistas seran conducidas de
forma privada y que la informacion que nos proporcione no sera compartida con otros
miembros de la familia. Las entrevistas seran realizadas por personas con entrenamiento
en salud mental en psiquiatria, los cuales estan entrenados para proteger la
confidencialidad y para evitar inconvenientes o factores de incomodidad.

Algunos expertos en pruebas de ADN se encuentran preocupados de que en un futuro,
sea posible identificar a los sujetos comparando la informacion de las pruebas de ADN
de la investigacion con la informacion de ADN que algun dia pueda ser hallada en los
registros médicos. Esta informacion puede ser usada para negar seguros o empleo a
personas con alto riesgo a desarrollar ciertas enfermedades. En la actualidad no existen
pruebas de ADN en los registros médicos que puedan ser utilizadas para identificar a los
sujetos que participan en este estudio. Todos los cientificos que trabajan con las
muestras tendran prohibido el tratar de identificar a cualquiera de los sujetos y se les
permitira utilizar las muestras solo para estudiar las causas de la esquizofrenia y
trastornos relacionados. Estos pasos hacen improbable que cualquier sujeto de este
estudio sea identificado por medio de la informacién del ADN. Un Certificado de
Confidencialidad ha sido obtenido del gobierno Federal de los Estados Unidos para
asegurar su privacidad. Este certificado significa que los investigadores no pueden ser
forzados a comunicarle a personas ajenas al estudio acerca de su participacion en este
estudio sin su consentimiento por escrito. Si algo es descubierto que pueda ponerlo en
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peligro a usted, a sus hijos o a otros, se discutira con usted si es posible, o se buscara
ayuda.

4.- Beneficios potenciales: La participacion en este estudio no le traera beneficios
personales. Es posible que este estudio nos lleve a un mayor conocimiento acerca de las
causas de la esquizofrenia. No se les proporcionard a los participantes de este estudio
ninguna informacién concerniente a los resultados de las pruebas genéticas. No le
garantizamos que obtenga algun beneficio por participar en este estudio.

5.- Derecho a retirarse del estudio: La participacion en este estudio es voluntaria.
Usted puede rehusarse a estar en el estudio o retirarse en cualquier momento. Si decide
no tomar parte o retirarse, esto no afectard su futuro cuidado médico en el Instituto
Nacional de Psiquiatria Ramadn de la Fuente. Si usted le pide al Dr. Humberto Nicolini o
al Dr. Rogelio Apiquian que destruya cualquiera de sus cultivos de ADN o cultivos
celulares que posean, esto tendrd que hacerse. Si usted decide en el futuro, que sus
muestras de ADN sean removidas del depdsito, el Instituto Nacional de Salud Mental
destruird sus muestras y le pedira a otros cientificos quienes también las tengan que las
destruyan. Nosotros le informaremos acerca de cualquier hallazgo significativo que
surja durante el curso de esta investigacion que pueda estar relacionado con su deseo de
seguir formando parte del estudio.

6.- En caso de lesion: Si resulta lesionado como resultado de los procedimientos de
investigacion descritos con anterioridad, se le brindara cuidado médico. Usted sera
responsable de los costos. No tenemos permitido darle dinero en caso de que sea
lesionado.

7.- Confidencialidad: Su identidad permanecera confidencial. Si surgen publicaciones
0 presentaciones de los resultados de este proyecto, su identidad permanecera
confidencial. La informacidon de identificacion sera asegurada en la oficina del proyecto
y tan solo el Dr. Humberto Nicolini o el Dr. Rogelio Apiquian y las personas que
trabajen con ellos en este proyecto tendran acceso a ella. Esto significa que su hombre,
direccidn, fecha de nacimiento o cualquier otra informacion que pueda identificarlo por
su nombre no sera brindada a otra persona sin su consentimiento por escrito. Ninguna
de la informacion de este estudio aparecera en sus registros médicos y no se brindara a
otras instituciones. Su muestra de sangre y cddigo sera enviada al Centro para Estudios
Genéticos patrocinado por el Instituto Nacional de Salud Mental. Su ADN o cultivos
celulares serdn recibidos por otros cientificos para estudios de esquizofrenia y
trastornos relacionado, identificandolos s6lo por el cédigo. La clave que relaciona su
cddigo con la informacion de su identidad serd asegurada en la oficina de investigacién
de este lugar.

Si tiene alguna pregunta, siéntase libre de hacerla. Si méas tarde tiene preguntas
adicionales o desea informar acerca de un problema médico que pueda estar relacionado
con este estudio, el Dr. Humberto Nicolini o el Dr. Rogelio Apiquian pueden ser
localizados en el teléfono 56 55 28 11 en horas de trabajo. Si necesita hablar con alguno
de los doctores en horas fuera de trabajo, por favor Ilame al 56 29 98 00 clave 17662
para el Dr. Humberto Nicolini, y clave 106043 para el Dr. Rogelio Apiquian, y deje su
nombre y teléfono para que ellos se comuniquen con usted.
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También puede contactarlos via e-mail:

Dr. Humberto Nicolini nicolins@imp.edu.mx
Dr. Rogelio Apiquian apiguian@imp.edu.mx

Se le proporcionara una copia firmada de esta forma para que la guarde

SU FIRMA INDICA QUE USTED HA DECIDIDO FORMAR PARTE DE ESTE
ESTUDIO DE INVESTIGACION Y QUE HA LEIDO Y COMPRENDIDO LA
INFORMACION ANTERIOR Y QUE SE LA EXPLICADO

Firma del Sujeto Firma del Testigo

Firma del Investigador Fecha
ANEXO 3
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Entrevista Diagndstica para Estudios Genéticos

(Diagnostic Interview for Genetic Studies, DIGS)

Para el diagnostico de los pacientes se utilizé el DIGS, denominado en la lengua
espafola “Entrevista Diagndstica para Estudios Genéticos”, entrevista semi-estructurada
que fue desarrollada por los Institutos Nacionales de Salud Mental (NIMH) de Estados
Unidos la cual tiene las siguientes caracteristicas: 1) Capacidad polidiagndstica, 2)
evaluacion detallada del curso del padecimiento, cronologia de los sindromes psicoticos
y afectivos y comorbilidad diagnostica, 3) evaluaciones fenomenoldgicas de sintomas
adicionales y, 4) capacidad algoritmica de calificacion (National Institute of Mental
Health 1992).

Las secciones del DIGS inician con una o dos preguntas cerradas de escrutinio con
respuestas de “si” 0 “no”, en donde una respuesta negativa a estas preguntas permite
continuar con la siguiente seccion. Por el contrario, si se tiene una respuesta afirmativa a
estas preguntas de escrutinio, se completa esta seccion con la finalidad de obtener
informacion sobre la presencia o ausencia de la patologia evaluada. Las omisiones de
preguntas o secciones solo se utilizan cuando no se reporta sintomatologia. Los factores
organicos, la edad de inicio del padecimiento y la severidad, frecuencia y duracion de
los sintomas son evaluados.

Esta entrevista contiene varias secciones:

1. Introduccion, que contiene el Examen Cognoscitivo Breve (Mini Mental State
Examination, MMSE), datos demogréaficos y la historia médica

Somatizacion

Aspectos Generales del Trastorno Psiquiatrico

Trastornos Afectivos

Trastornos por Uso de Sustancias

Psicosis

Comportamiento Suicida

Trastornos de Ansiedad

© © N o g bk~ DN

Anorexia y Bulimia
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Schizophrenia is a heritable, complex mental disorder. We analysed the DRD3 gene as a candidate to be
related to schizophrenia and clinical features in affected sib-pairs. A positive association with the -250A/Ser9
haplotype and a trend toward an association with formal thought disorder were observed. A synergic effect of
DRD3 polymorphisms on schizophrenia susceptibility is suggested.

© 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Although the biological basis of schizophrenia still remains
unknown, strong evidence supports the role of dopamine, with the
interaction of multiple environmental and genetic risk factors
increasing presynaptic striatal dopaminergic function as the final
common pathway (Howes and Kapur, 2009). DRD3 expression
appears to be restricted to limbic areas in schizophrenia (Sokoloff et
al, 1992). Postmortem brain studies found a decrease in DRD3
messenger RNA (mRNA) expression in chronic schizophrenia patients
(Schmauss et al., 1993) and elevation in drug-free patients (Gurevich
et al,, 1997), indicating that antipsychotic drugs could reduce DRD3
levels. However, in vivo studies did not reveal differences between
patients with acute psychosis and controls (Graff-Guerrero et al.,
2009).

Several case-control studies have focused on polymorphisms
located on the 5’ region of the gene to determine whether the
Ser9Gly polymorphism alone or a variation in linkage disequilibrium

* Corresponding author at: University of Tennessee Health Science Center, Depart-
ment of Neurology, 855 Monroe Ave., Room 415, Memphis, TN 38163. Tel.: +1 901 448
7443; fax: +1 901 448 7440.

E-mail addresses: urracanora@yahoo.com, nurraca@uthsc.edu (N. Urraca).

0165-1781/% - see front matter © 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.psychres.2011.06.009

may affect susceptibility to schizophrenia (Ishiguro et al., 2000;
Staddon et al., 2005). DRD3 association has also been studied in
relation to age of onset (Renou et al., 2007) and symptomatology
(Serreti et al., 1999). We analyse the association of the DRD3 -205A/G
and Ser9Gly polymorphisms with schizophrenia in Mexican families,
evaluating each polymorphism separately and as a haplotype. Gender,
age of onset and symptom severity were analysed.

2. Material and methods

Ethical and research committees approved this study, and all individuals signed an
informed consent. We included 60 unrelated families with at least two siblings with
schizophrenia and, if their parents were missing, additional siblings or relatives were
recruited to reconstruct genotypes.

A psychiatrist, blind to family relationships, interviewed each subject using the
Spanish version of the Diagnostic Interview for Genetic Studies (DIGS) (Nurnberger et
al., 1994). A family history interview was done with the Spanish version of the Family
Interview for Genetic Studies (FIGS) (Maxwell, 1992). Diagnosticians arrived
independently at their diagnoses, based on the blind review of clinical charts and the
DIGS and FIGS interviews. A best-estimate consensus process assigned final diagnoses.
Symptom severity was measured with the Schedule for the Assessment of Positive and
Negative Symptoms (SAPS/SANS) (Andreasen and Olsen, 1982; Andreasen, 1989).

Genotyping for DRD3-205A/G and Ser9Gly polymorphisms was performed, as
described in previous studies (Lannfelt et al., 1992; Ishiguro et al., 2000). In case of
discrepancy in genotype segregation, genotyping was repeated in all family members;
also, 10% random samples were chosen for corroboration.

A family-based association test (FBAT) was performed, and haplotypes were tested
for association with schizophrenia in the family-based data set by using the haplotype-
based association test (HBAT) option. Significance level was established with a P<0.05.
The FBAT was used for dichotomous traits (sex and age of onset) and quantitative trait
analysis for symptom severity.
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Table. 1
Family based association test using FBAT for DRD3 polymorphisms and HBAT for
haplotypes.

# informative families Z P
DRD3 -205 A/G polymorphism
SNPs Allele Frequency
—205A 0.453 29 1.62 0.10
—205G 0.547 29 —1.62 0.10
DRD3 Ser9Gly polymorphism
SNPs Allele Frequency
Ser9 0.534 28 1.36 0.17
Gly9 0.466 28 —1.36 0.17
Haplotypes
Haplotype Frequency
—205A/Ser9 0.393 20 2193  0.028
—205G/Gly9 0359 17 —1.54 0.122
—205G/Ser9  0.145 11 —1.28 0.199
—205A/Gly9 0.103 6 o

= Insufficient informative families to run the analysis.

3. Results

A total of 60 unrelated families with 245 individuals were studied,
of whom 131 had schizophrenia. Of these, 54% were males, the mean
age was 32.8years (S.D.=9) and the average age of onset was
20.4 years (S.D.=5.5years). The SANS and SAPS mean total scores
were 12 (S.D.=6) and 6 (S.D.=5), respectively. Genotype frequen-
cies of -205A/G and Ser9Gly polymorphisms were found in Hardy-
Weinberg equilibrium (P>0.05) for all of the analysis. The FBAT was
possible in 28/60 families for the Ser9Gly and in 29/60 families for the
-205A/G polymorphisms who had at least one heterozygous parent.
No differences in the transmission of alleles were observed for both
polymorphisms and schizophrenia while the most frequent haplotype
(—205A/Ser9) revealed an association with susceptibility for schizo-
phrenia (Table 1).

No association was found by gender or age of onset. Quantitative
FBAT did not show a particular allele transmission for SAPS/SANS
subscales (data not shown). Although formal thought disorder (FTD)
showed a trend toward an association with the Ser9Gly polymorphism
(P=0.027), it was lost after Bonferroni's correction (at P<0.0055).

4. Discussion

This is the first association study of DRD3 polymorphisms with
schizophrenia in Mexicans. We observed differences in the allele and
haplotype frequencies between our population and other populations
(data not shown) (Ishiguro et al., 2000; Staddon et al., 2005). These
discrepancies could be explained by the heterogeneity of the genetic
background among populations and supports the need for replication
studies among all ethnic groups, especially those with a high degree of
heterogeneity, such as the Mexican population.

We performed a study to test association between single-
nucleotide polymorphisms (SNPs) (Ser9Gly and -205A/G polymor-
phisms) on the DRD3 gene and schizophrenia. The Gly-9 variant
increases dopamine-binding affinity in vitro (Jeanneteau et al., 2006) but
not in vivo (Graff-Guerero et al., 2010), and the -205A/G polymorphism
leads to a non-conservative Lys9Glu substitution; however, the role of
this peptide is still unknown (Sivagnanasundaram et al., 2000).

Lack of differences found on both polymorphisms could be a
reflection of the small size of informative parents or, the fact that, in
our population, neither gene conferred a risk for schizophrenia. We

found the haplotype -250A/Ser9 to be associated with susceptibility to
schizophrenia. Previous studies reported an association with other
haplotypes (Staddon et al., 2005) or a protective haplotype (Ishiguro
et al,, 2000). Due to ethnic heterogeneity, a synergic effect among
these polymorphisms may be suggested. Studies in ethnically
homogenous populations are needed to explain the differences
among populations.

Certainly, disruption of dopamine homeostasis occurs in schizo-
phrenia, and it likely plays a role in the symptomatic features. The FTD
association was lost after Bonferroni correction; also, patients were
under antipsychotic medication, and this should be considered as a
limitation. To assess whether DRD3 polymorphisms are risk factors or
a modifier gene for FTD or other positive or negative symptoms in
schizophrenia, further studies should be performed in larger samples
of treatment-naive patients.
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