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Resumen

Introduccion. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, 6.6% de la poblacién
mundial sufre de trastornos psiquidtricos y neuroldgicos incluidos entre las cinco
principales causas que originan discapacidad. La esquizofrenia (ESQ) es un padecimiento
neuropsiquiatrico heterogéneo que aparece en la adolescencia tardia o en la edad adulta
temprana, con una prevalencia de ~1% a nivel mundial, cuyos sintomas se clasifican en
tres categorias: positivos, (alucinaciones y delirios), negativos (aplanamiento afectivo,
alogia, abulia) y cognitivos (déficits de memoria, anosognosia). Esta entidad es
multifactorial y se han descrito multiples factores de riesgo genéticos, incluyendo
variaciones en el nimero de copias (CNV) en diferentes regiones cromosémicas. Las
microdeleciones de la regién 22g11.2 representan el factor de riesgo mas importante para
desarrollar la ESQ, ya que son el Unico factor con significancia en los estudios de
asociacién con el genoma completo, presentan penetrancia alta y no se encuentran en
controles sanos. La region 22g11.2 implicada tiene un tamafno de 3Mb e incluye diversos
genes, entre ellos: COMT, ZNF74, D225936, CAT4, D225181, VPREBI, TUPLE1, PRODH,
LZTR1, PIK4CA. Es importante desarrollar un panel de marcadores genéticos que puedan
predecir la susceptibilidad a desarrollar esquizofrenia y apoyen al diagnéstico clinico de la
misma. En este trabajo se realizé un estudio para determinar la dosis de diez genes de la
region 22g11.2 Sujetos y Métodos. Se incluyeron 103 pacientes con diagndstico de
esquizofrenia, trastorno esquizoafectivo (TE) o trastorno bipolar (TB) de la consulta
externa del INNNMVS. La cuantificacién de la dosis génica se realizd mediante PCR en
tiempo real en un equipo Step One (AB), empleando el método de los AAC. Para el
estudio de la dosis génica cada muestra de DNA se analizd por triplicado y en cada corrida
se incluyeron controles positivos y negativos para la delecidon, ademas, las alteraciones
encontradas se comprobaron en dos ensayos independientes. Resultados. Se identificaron
siete casos con alteracidon de dosis en la region 22q11.2, seis de ellos con diagndstico
clinico de ESQ y uno de TB. En relacién al tamafo de la alteracidn, se observd que tres
pacientes con diagndstico de ESQ presentaron delecién de mas de un gen, abarcando la

region tipicamente eliminada en el sindrome de deleciéon 22q11.2 de aproximadamente 3



Mb. Los 4 casos restantes presentaron delecion solo de ZNF74. El padre de uno de los
pacientes con la delecién de 3Mb presenté pérdida de PRODH y TUPLE1, aunque estd
asintomatico. Conclusiones. La delecion de 22g11.2 se presenté en el 2.91% de los
pacientes estudiados, de manera similar a lo reportado para otras poblaciones mediante
la técnica de FISH. Sin embargo, la metodologia utilizada aqui permitio identificar cuatro
casos con delecién de un solo gen en esta region. Los resultados permitieron identificar 2
casos con el sindrome de delecidon 22g11.2 no diagnosticados previamente y en un tercero
se confirmé la sospecha clinica del sindrome. Este trabajo abre un nuevo campo para
correlacionar estas variaciones con las manifestaciones fenotipicas de estos

padecimientos.



1. Introduccion

1.1 Generalidades de la esquizofrenia

La esquizofrenia (ESQ) es un padecimiento neuropsiquiatrico heterogéneo que aparece en
la adolescencia tardia o en la edad adulta temprana, con una prevalencia de
aproximadamente 1% a nivel mundial, y cuyos sintomas se clasifican en tres categorias:
positivos, (alucinaciones y delirios), negativos (aplanamiento afectivo, alogia, abulia) y
cognitivos (déficits de memoria, anosognosia) (Merikangas AK et al 2009). Ademas, el
paciente con esquizofrenia se caracteriza por su poca sociabilidad, ensimismamiento, una
manera poco comun de demostrar su afecto, episodios psicéticos y un deterioro gradual
de su persona en el ambito familiar, escolar y laboral. Aunque la prevalencia es similar
para hombres y mujeres a menudo el curso de la enfermedad es mas severo en los
hombres. Las principales causas de muerte en personas que sufren esta enfermedad son:
suicidio en etapas tempranas del desorden y complicaciones cardiovasculares en etapas
avanzadas (Frenk Mora 2002).

La esquizofrenia cominmente tiene un curso crénico con deterioro cognitivo. Su signo
patognomonico es la psicosis, ademas de otros sintomas como sintaxis interrumpida,
alteraciones del pensamiento y del comportamiento, modificaciones severas del estado
de animo (episodios maniaco depresivos). No existen pruebas de laboratorio para
diagnosticar le esquizofrenia; en su lugar, el diagndstico se basa en la observacién clinica.
La esquizofrenia es un padecimiento que representa grandes pérdidas en la condicién
humana de quien la padece, su inicio en la adolescencia o en adultos jévenes y sus
caracteristicas de enfermedad crdnica e incurable tienen un fuerte impacto en su nivel de

vida y en sus afios productivos (Caraveo A et al 1996).

El estudio de la esquizofrenia a lo largo del ultimo siglo ha utilizado el fenotipo clinico
para su diagnostico, pero éste presenta déficits en las reglas de evaluacién y de
comprobacién de la enfermedad, resaltando la importancia de los factores genéticos
como marcadores en la evaluacion y diferenciacion de la esquizofrenia de otros trastornos

psiquiatricos (Gejman PV et al 2010).



En la dltima década, el estudio de las causas de la esquizofrenia como un defecto genético
que se traduce en un desorden quimico cerebral o como un desorden del neurodesarrollo
gue se manifiesta con sintomas mentales, ha cobrado relevancia debido al gran niumero
de estudios que se han llevado a cabo y publicado en la literatura cientifica. En México, un
estudio de la Secretaria de Salud del 2002 estimé una cifra de entre 500 mil y 700 mil
pacientes esquizofrénicos, cuyos requerimientos son diversos: hospitalizacion en la fase
aguda, uso de medicamentos antipsicéticos de por vida, rehabilitacion psicosocial,
acciones de reinsercién a su entorno y tratamiento familiar complementario, asi como
eventualmente, la posibilidad de espacios para la estancia prolongada en un importante

numero de casos (Medina M 2001).

A lo anterior se agregan los costos en materia de investigacion, de formacion vy
capacitacién de recursos humanos para todo el esquema de intervencion, asi como de la
necesidad de una campafa de desestigmatizacién intensa y permanente en torno al
enfermo, a su familia y al personal involucrado en su atencién. La comprensidn de este
proceso implica entender el alto costo que la enfermedad significa para la familia y la
sociedad. En el marco general de las enfermedades mentales, la esquizofrenia constituye
el paradigma de éstas ya que afecta el pensamiento, el lenguaje, el afecto, la senso-
percepcion y la vida cotidiana del paciente y sus familiares. Asimismo, existen diversos
efectos del padecimiento en la dindmica familiar interna, su economia, y en sus relaciones
sociales, principalmente, debido a la necesidad de asistencia de los enfermos (Frenk Mora

2002).

La esquizofrenia es una enfermedad devastadora cuya inatencién produce severa
incapacidad en la edad mas productiva del ser humano. Es una enfermedad crénica,
incurable, pero controlable, cuyo prondstico varia en relacion con la asistencia, el
tratamiento oportuno, el abordaje multidisciplinario y los esfuerzos que se hagan en el

campo de la rehabilitacion psicosocial (Eaton W 1974).

El trastorno bipolar (TB) es un desorden severo del humor con una prevalencia del 1%,

tanto en hombres como en mujeres (Organizacién mundial de la Salud, 1993), se



caracteriza por perturbaciones en el humor que van desde una elacién extrema hasta una
depresion severa, que a menudo se acompafia de caracteristicas psicéticas y cambios
cognitivos. El TB estd asociado con una alta morbilidad, utilizacién de servicios de
hospitalizacidn y riesgo de suicidio. Hay evidencia substancial de estudios familiares, de
gemelos y de adopcion de la importancia de los genes en la susceptibilidad a esquizofrenia

y trastorno bipolar (Craddock N et al 2005).

1.1.1 Sintomas caracteristicos de la esquizofrenia

Actualmente, los sintomas observados en la esquizofrenia se han dividido en dos grupos:
los sintomas positivos que son los que aparecen principalmente en la fase denominada
episodio, y los sintomas negativos que aparecen tanto en la fase aguda como en la crénica
(inter-episodio). Ambos sintomas tienen una fisiopatologia especifica y por lo tanto, la
respuesta al tratamiento es diferente. Los sintomas positivos reflejan un exceso o
distorsidon de las funciones mentales, mientras que los sintomas negativos reflejan una

disminucion o pérdida de estas mismas funciones (De Lisi L 1999).
a) Sintomas positivos

Los sintomas positivos estdn presentes en los episodios agudos y desaparecen o
disminuyen considerablemente en los periodos interepisddicos del padecimiento. Estos
sintomas estan relacionados a la hiperfuncién dopaminérgica en ganglios basales y
sistema mesolimbico. Dentro de los sintomas positivos se encuentran las alucinaciones,
las ideas delirantes y la desorganizacién del pensamiento y/o de la conducta. En la
mayoria de los casos, estos sintomas responden satisfactoriamente a los medicamentos
antagonistas dopaminérgicos (haloperidol) o bien a los antagonistas dopaminérgicos y

serotoninérgicos (risperidona, olanzapina y clozapina) (De Lisi L 1999).
b) Sintomas negativos

Los sintomas negativos se observan tanto en el episodio como en el periodo inter-
episédico, aunque son mas notorios en este ultimo y representan el mayor reto de la

psiquiatria actual, ya que no se ha demostrado la efectividad de los medicamentos sobre



estos sintomas. Se menciona que la fisiopatologia de los sintomas negativos se caracteriza
por una hipofuncidon dopaminérgica a nivel cortical. Dentro de los sintomas negativos se
observa la restriccion como comun denominador; restriccion afectiva, restriccion del
pensamiento y del comportamiento. Si bien existen muchos estudios que refieren que los
antipsicoticos atipicos disminuyen los sintomas negativos, no es muy significativa esta
reduccidn, por lo que se ha convertido en una prioridad para la investigacion encontrar el

tratamiento que reduzca significativamente los sintomas negativos (Tsuang M et al 2000).

1.1.2 La paradoja de Darwin

La esquizofrenia se ha asociado con una disminucidn de la fertilidad que se explica por las
caracteristicas sociales y de comportamiento de los pacientes con ESQ. Se sabe que en la
ESQ, la fertilidad estd comprometida en ambos géneros, aunque esto es mas marcado en
los hombres. La disminucidn de la fertilidad es prevista que aumente debido al aumento
de matrimonios afiosos en las sociedades occidentales actuales mientras que la edad de
aparicién de la esquizofrenia no ha cambiado. Se espera que la seleccion natural
disminuya la frecuencia de trastornos genéticos que reduzcan la fertilidad, sin embargo la
prevalencia de la esquizofrenia sigue siendo alta, por lo menos mas alta que la frecuencia
de los desérdenes mendelianos. Debido a que la esquizofrenia evita el efecto de la
seleccidon natural (efecto conocido como la paradoja de Darwin), ésta resulta un enigmay

multiples hipdtesis han sido propuestas al respecto (Keller MC et al 2006).

1.2 Criterios diagndsticos para la esquizofrenia, trastorno bipolar y trastorno esquizo-
afectivo.

Existen dos guias principales que delinean los criterios diagndsticos de los desdrdenes
psiquiatricos: el manual estadistico y diagndstico de los desordenes mentales,
actualmente en su cuarta edicién (DSM V), que es publicada por la Asociacion Americana
de Psiquiatria, y da criterios diagndsticos para los trastornos mentales y también
nomenclatura comun para dichos trastornos y detalla los criterios especificos para el
diagndstico, la segunda guia mas usada para los criterios diagndsticos de desdrdenes

psiquiatricos es la clasificacién estadistica internacional de enfermedades y problemas



relacionados de la salud (ICD), publicada por la organizacion mundial de la salud, para
realizar un seguimiento de procedimientos diagndsticos a nivel mundial actualmente esta
en su décima revisién. El DSM describe 5 subtipos de esquizofrenia, que se clasifican por
sus diferente sintomas, incluyendo: paranoide, desorganizada, catatodnica, indiferenciada y
residual. El paciente debe tener uno o mas de los sintomas caracteristicos, y en la mayoria
de los casos debe presentar los sintomas al menos por un mes (alucinaciones, delirios,
discurso desorganizado, comportamiento desorganizado, sintomas negativos), también
debe haber una disfuncién social y ocupacional, y estos factores deben estar presentes
persistentemente por lo menos 6 meses. El ICD 10 también incluye 2 tipos adicionales de
esquizofrenia: depresidn post-esquizofrénica y esquizofrenia simple (Merikangas AK et al
2009).

La esquizofrenia y el autismo también comparten ciertas caracteristicas clinicas como
discapacidad de lenguaje y aislamiento social entre otros sintomas negativos de la
esquizofrenia. Sin embargo, el autismo permanece como un criterio de exclusién para la
esquizofrenia en el DSMIV a menos que se presenten alucinaciones y delirios prominentes

con duracion minima de un mes (Franco JG et al 2012)

1.2.1 El acertijo fenotipico

El trastorno bipolar, el trastorno esquizoafectivo (TE) y la esquizofrenia tienen aspectos
fenotipicos en comun, tanto en términos de sintomas como en terapéutica, ya que los tres
trastornos responden ante farmacos antipsicéticos. Emil Kraepelin definié la demencia
precoz como un grupo de condiciones psicdticas con mal prondstico y agrupd bajo el
término psicosis maniaco-depresiva a un conjunto de condiciones que incluian la locura
periddica, la mania simple y la melancolia, que pensaba no provocaba un deterioro.
Kraepelin creia que la demencia precoz y la psicosis maniaco-depresiva tenian causas
especificas y separadas. Sin embargo, la realidad muestra ser mas compleja y en 1933
Kasanin acufid el término psicosis esquizoafectiva para referirse a un trastorno con una
mezcla de rasgos de la ESQ y del TE. Comparado con la poblacidén en general, los estudios
familiares indican que el diagnéstico clinico intermedio de TE es mds comun en familias en

las cuales se ha probado la existencia de sujetos con ESQ asi como con TB. De hecho, el



diagndstico diferencial entre esquizofrenia, trastorno bipolar y trastorno esquizoafectivo
no es fehaciente ya que los criterios no estan bien definidos y varian en las diferentes

clasificaciones modernas (Kasanin J. 1933).

La pleiotropia se refiere al fendmeno en donde variaciones en un gen simultaneamente
afectan diferentes sistemas. Aunque la esquizofrenia y el trastorno bipolar se clasifican
como trastornos mentales diferentes en la mayoria de las clasificaciones modernas,
comparten ciertas similitudes como sintomas psicéticos, el mismo tratamiento para la
psicosis, incremento en el riesgo de suicidio y dificultad para diferenciarlos del trastorno
esquizoafectivo. Se ha postulado el traslape de genes de susceptibilidad, especialmente

para los sintomas positivos como las alucinaciones y delirios.

1.3 Factores asociados a la esquizofrenia
La investigacion del ultimo medio siglo acerca del origen de la enfermedad coincide en
sefialar diversos factores genéticos, ambientales, bioldgicos y sociales, asociados a la

esquizofrenia como posibles responsables.

1.3.1 Factores psicosociales

La mayoria de los estudios al respecto coinciden en que si bien el estrés social puede
desencadenar un episodio psicético, el ambiente social ha sido descartado como etiologia
de la esquizofrenia. Los estudios de adopcién han sido uno de los modelos que han
respaldado esta tesis. Los factores sociales no se han asociado como causa de
esquizofrenia, pero si como desencadenante de un primer episodio y de las recaidas

(Frenk Mora 2002).

1.3.2 Factores ambientales

De los diversos estudios que se han realizado al respecto, se sabe que existen factores
bioldgico-ambientales observados con mas frecuencia en los pacientes con esquizofrenia
que en las personas normales (controles). En primer lugar se propone el traumatismo
obstétrico (TO) como uno de estos factores, de hecho el que un nifio presente TO eleva el

riesgo de presentar esquizofrenia de 4 a 6 veces mas. El TO conlleva en la mayoria de los



casos a la hipoxia neonatal, lo que ocasiona un dafio en la formacion del talamo y el
hipocampo, que afios mas tarde se manifestard con sintomatologia caracteristica de la
esquizofrenia. Otro factor ambiental que se ha relacionado con la esquizofrenia son las
infecciones virales prenatales. Los virus implicados son el de la influenza y el
citomegalovirus; diversos estudios han sefialado que estas infecciones en etapa prenatal
aumentan el riesgo de esquizofrenia al doble de lo que se observa en la poblacién en

general (Karayiourgu M et al 2010).

Otros factores ambientales asociados aunque menos estudiados y determinados son la
desnutricién prenatal, la incompatibilidad de RH o a grupo sanguineo y la exposicién a

sustancias toxicas en la etapa perinatal (Frenk Mora 2002).

Algunos factores que se encuentran bajo investigacion, son citocinas, sensibilidad al

gluten, y el uso de Cannabis (Karayiourgu M et al 2010).

Aunque las conexiones fisiopatolégicas especificas entre los factores de riesgo
ambientales y la esquizofrenia permanecen tentativas, los resultados epidemioldgicos
pueden proporcionar una guia para realizar experimentos genéticos moleculares. Por
ejemplo, analizando genes especificos involucrados en el desarrollo y nutricion prenatal,
asi como implementando ensayos seroldgicos en muestras epidemiolégicas. Es probable
gue mas factores ambientales asociados con un riesgo alto para desarrollar esquizofrenia
estén por descubrirse y que el conocimiento de las interacciones genes-ambiente sera

necesario para entender la biologia de la esquizofrenia (Byrne M et al 2007).

1.3.3 Factores genéticos

Los familiares de pacientes esquizofrénicos tienen mas riesgo de sufrirla. El riesgo es
progresivamente mayor entre mads cercano es el parentesco. El riesgo aumenta desde el
1% esperado en la poblacién general hasta el 35-48% en el caso de tener un hermano
gemelo monocigoto o ser hijo de ambos padres esquizofrénicos. En estudios familiares se

ha mostrado que el trastorno esquizoafectivo es mas comun en las familias donde se han
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diagnosticado individuos con esquizofrenia o con trastorno bipolar que en la poblacién en

general (Karayiourgu M et al 2010).

Los estudios modernos de adopcidon y gemelos fueron el instrumento para rechazar las

hipotesis psicoldgicas de la esquizofrenia y se convirtieron en el principal fundamento

para buscar factores de riesgo genéticos.

1)

2)

Estudios en gemelos: diferencias entre gemelos monocigdticos (genéticamente
idénticos) se atribuyen a factores ambientales y diferencias entre gemelos
dicigdticos (hermanos) se le atribuye tanto a factores genéticos como a factores
ambientales. La tasa de concordancia, la probabilidad de que un segundo hermano
desarrolle la enfermedad si se ha demostrado que el primer hermano estudiado la
tiene es comunmente usada. La heredabilidad es la proporcién de la varianza del
fenotipo explicada por factores genéticos. La esquizofrenia ha estado sujeta a una
investigacion epidemioldgica detallada. Existen cinco estudios comprobados
sistemdticamente con criterios diagndsticos modernos que reportan una
concordancia en gemelos monocigotos de 41-65%, comparada con la concordancia
en dicigotos, 0-28%, resultando en una heredabilidad aproximada de 80% (Cardno
AG et al 2009). El riesgo para desarrollar esquizofrenia y trastornos relacionados es
similar tanto en la progenie del gemelo afectado como en la progenie del no
afectado, lo que sugiere que el gemelo no afectado es portador de factores de
riesgo genéticos para esquizofrenia pero que no desarrolla la enfermedad
(apoyando tanto la hipdtesis de la existencia de mecanismos epigenéticos como
factores ambientales no compartidos entre los hermanos). Recientemente se ha
propuesto que las diferencias en la metilacion del DNA pueden ser la causa de la
discordancia entre gemelos monocigéticos (Mill J et al 2008) y también pueden
proporcionar un mecanismo para una variedad de factores de riesgo ambientales
en la esquizofrenia (Kringlen E, et al 1989).

Estudios de adopcidn: Estos estudios evalian el riesgo que tienen los individuos

adoptados que fueron alejados de padres esquizofrénicos para desarrollar la



11

esquizofrenia (a menudo también se estudian otros desdrdenes del espectro de la
esquizofrenia). Dichos estudios han encontrado un riesgo elevado para desarrollar
esquizofrenia en esa progenie tanto si los padres desarrollaron la enfermedad
antes o después de la adopcién y tanto si fueron adoptados por otra pareja o por
una institucion. Los estudios de adopcidén pueden dar una idea de las interacciones

genes-ambiente (Ingraham LJ, et al. 2000).

Mientras que los estudios en gemelos y de adopcién no dejan duda de la importancia de
los genes, también sefalan la importancia de los factores ambientales dado que la
concordancia para esquizofrenia en gemelos monocigéticos es tipicamente de alrededor
de 50% y los estimados de heredabilidad son menores de 100%. De la epidemiologia
genética estd claro que el modo de transmision es complejo, el nimero de loci de
susceptibilidad (Figura 1), el riesgo conferido por cada locus y el grado de interaccién

entre los loci permanece desconocido (Craddock N et al 2005).
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Figura 1. Ideograma que muestra las principales regiones cromosdmicas implicadas por estudios de
ligamiento con esquizofrenia. Las lineas azules indican las dreas en las cuales se ha encontrado evidencia
sugestiva de ligamiento, en mas de un conjunto de datos. Las lineas rojas indican las regiones donde la
evidencia de ligamiento ha cobrado significancia del genoma completo. Las flechas rojas indican las
anomalias cromosdmicas asociadas con esquizofrenia. Los circulos amarillos indican la ubicacion de genes
implicados como posibles loci de susceptibilidad es esquizofrenia (modificada de Craddock N et al 2005).

1.4 Genética de la esquizofrenia

El conocimiento acerca de los mecanismos fisiopatolégicos moleculares de la
esquizofrenia permanece incompleto y la complejidad bioldgica de la esquizofrenia es
mucho mayor de lo esperado. Esta complejidad también aplica para desdrdenes
mendelianos que aunque son mas faciles de analizar con los estudios de las genealogias, a
veces pueden presentar procesos bioldgicos intrincados, sin embargo la arquitectura de la

esquizofrenia es inmensurable y mas grande que la de los desérdenes genéticos simples o
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mendelianos. Que la esquizofrenia sea un trastorno complejo no es sorprendente, en
primera instancia el cerebro es el érgano mas complejo del cuerpo humano, ademas el
nimero de interconexiones neuronales en el cerebro humano es enorme (~2 x 10%
neuronas corticales y ~ 10™ sinapsis) y el conocimiento de las bases fisioldgicas de las
funciones mentales superiores estd bastante incompleto (Sporns O et al 2005). lLa
esquizofrenia pertenece a un grupo de patologias conocidas como enfermedades
genéticas complejas. El conocimiento de los desérdenes complejos esta evolucionando al
mismo tiempo que los experimentos encuentran nuevos mecanismos biolégicos que
conducen a la enfermedad. Se piensa que varios genes estan involucrados en cada uno de
los desérdenes mentales y cada gen confiere solo un pequefio efecto sobre el fenotipo y
por lo tanto, las variantes de riesgo individuales carecen de valor diagndstico predictivo. El
conocimiento esta cambiando de un modelo oligogénico a uno poligénico en la
esquizofrenia, pero mucha de su arquitectura genética permanece desconocida, la
evidencia actual sugiere que el espectro compromete una mezcla de varias mutaciones
tanto frecuentes como raras. La idea de que las enfermedades complejas son el resultado
de la disfuncion de redes moleculares completas cada dia cobra mayor importancia en la

literatura cientifica (Gejman PV et al 2010).

Tradicionalmente se asume que los cambios en la secuencia del DNA son los Unicos
responsables de la transmisidn genética de la esquizofrenia, sin embargo diversos estudios
en gemelos demostraron que también es posible la existencia de un mecanismo
epigenético (Roth TL et al 2009). La posibilidad de la participacion de un mecanismo
epigenético (cambios en la expresién de los genes que no se explican por alteraciones en
la secuencia del DNA) surgié como una explicacién de la concordancia incompleta de la
esquizofrenia en gemelos monocigdticos, pero pocas pruebas se han hecho al respecto

debido a dificultades metodoldgicas (Petronis A 2004).

Antes de la disponibilidad de los estudios de asociacién con el genoma completo (GWAS),
la mayoria de los estudios consistian en analizar genes candidatos, y cerca de 800 genes

fueron analizados con este fin. De hecho, la esquizofrenia es uno de los trastornos mas
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estudiados a través de este enfoque. En estos estudios, los genes mas citados son: DISCI,
DTNBP1, NRG1, DRD2, HTR2A y COMT, por mencionar algunos. Otros datos recientes de
GWAS para polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) respaldan el traslape genético
entre la esquizofrenia y el trastorno bipolar, ya que comparten variantes poligénicas con
efecto minimo. Un analisis gendmico identificé a los genes ZNF804A (proteina con dedo
de zinc 804A) y CACNAIC (canal de calcio dependiente de voltaje) con asociacion en

ambos trastornos (Allen NC et al 2008).

1.4.1 Genes candidato para esquizofrenia
Gracias a los estudios de ligamiento y de asociacién, se han descrito diversos loci de
susceptibilidad para el desarrollo de la ESQ, algunos de los cuales se describirdn

brevemente a continuacién (Figura 1).

1.4.1.1 Disbindina (DTNBP1)

Los estudios de Straub et al. apoyan la participacion de la proteina de unién a
distrobrevina 1 (DNTBP1), también conocida como disbindina en la esquizofrenia. El gen
gue codifica para esta proteina se localiza en el cromosoma 6p22.3, aunque sus funciones
son desconocidas, probablemente sean variadas, existe evidencia de que variaciones en
DTNBP1 pueden influenciar el riesgo a esquizofrenia, a través de efectos del glutamato en

la funcién pre-sindptica (Straub RE et al 2002).

1.4.1.2 Neuregulina 1 (NRG1)

En estudios de asociacion, han vinculado a NRG1 ubicado en el cromosoma 8 con
esquizofrenia (Stefansson H et al 2002). NRG1 se hipotetiza codifica para alrededor de 15
isoformas proteicas, con un rango diverso de funciones en el cerebro, incluyendo
comunicacion intercelular, interacciones con el receptor ERBB, sinaptogénesis,
diferenciacioén glial, mielinizacién y neurotransmisién, cualquiera de éstos procesos puede

potencializar la susceptibilidad a esquizofrenia.
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1.4.1.3 Oxidasa de D- aminoacidos (DAO) y activador de la oxidasa de D- aminoacidos
(DAOA)

El gen de la oxidasa de D-amino 4cidos (12g24) se expresa en el cerebro humano donde
oxida D-serina, un potente activador de los receptores tipo NMDA de glutamato. En un
estudio in vitro de la co-incubacién de G72 y DAO se reveld una interaccion funcional con
G72, potenciando la actividad de DAO. Por consiguiente G72, ahora es llamado activador
de la oxidasa de D-aminodcidos (DAOA en 13g33.2), y en los mismos estudios se observo
que los polimorfismos en DAO, se asociaban con esquizofrenia en una de las muestras. Al
analizar las variantes de DAOA y DAO revelaron una evidencia modesta de interaccion

entre estos loci como riesgo para desarrollar esquizofrenia (Chumakov | et al 2002).

1.4.1.4 Regulador de sefializacion de proteina G 4 (RGS4)

El gen RGS4 se encuentra en el cromosoma 1922. RGS4 es un regulador negativo de los
receptores acoplados a proteina G. Existe evidencia que RGS4 modula la actividad de
ciertos receptores serotoninérgicos y receptores metabotropicos glutamatérgicos,
mientras que su propia expresion es modulada por la transmisidn dopaminérgica, ademas
RGS4 interactia con ERBB3, que puede ser relevante ya que ERBB3 es receptor de
neuregulina 1, y su expresiéon estd disminuida en cerebros con esquizofrenia (Chowdari KV

et al 2002).

1.5 CNV y esquizofrenia

Las variantes estructurales, principalmente variaciones en el nimero de copias (CNV) que
incluyen pérdida (deleciones) o ganancia (duplicaciones) de varios millones de pares de
nucledtidos conforman hasta un 5% del genoma humano. Las CNV pueden alterar la dosis
génica y abarcar genes multiples o regiones regulatorias. En general, las deleciones
muestran una mayor penetrancia (fenotipo mas severo) que las duplicaciones, y las CNV
grandes a menudo presentan mayor penetrancia o mas caracteristicas clinicas que las CNV
pequefias. Estas variantes estructurales contribuyen a la variabilidad normal, riesgo para
desarrollar enfermedades, anomalias del desarrollo, y son consideradas uno de los

principales mecanismos mutacionales en la evolucién. Las CNV pueden ser de novo o
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familiares y pueden contribuir a la formacion de desérdenes gendmicos esporadicos. El
proceso de duplicacién o delecidon puede interrumpir uno o varios genes, resultando en
productos génicos alterados o cambios en la expresién alélica, ademas la interrupcion de
regiones reguladoras en el genoma puede conducir a una funcién alterada del gen

(McCarroll SA et al 2008).

La region 22g11.2, se caracteriza por la presencia de repetidos en bajo nimero de copias
(LCR, por sus siglas en inglés low copy repeats) muchas de estas LCR flanquean las CNV.En
varios estudios de asociacién del genoma completo se ha demostrado que se encuentran
CNV de novo y/o raras con una frecuencia elevada en enfermedades neuropsiquiatricas.
Casi todas las regiones gendmicas que presentan CNV asociadas con esquizofrenia
también se relacionan con otros desérdenes neuropsiquiatricos, incluyendo desérdenes
del espectro autista y retraso mental. Las CNV en varias regiones parecen tener la
capacidad de modular toda una gama de fenotipos, desde portadores asintomaticos hasta
diferentes trastornos neuropsiquiatricos (Van Den Bossche MJ et al. 2012). La longitud de
las CNV puede ir de 1Kb hasta varias Mb (Figura 2), y por lo tanto es mas probable que
tengan un mayor efecto sobre el fenotipo que los SNP. Evidencias recientes sugieren que
algunas CNV especificas para ESQ se localizan en las regiones 1g21.1, 2p13.3 (NRXN1),
15g11.2, 15q13.2, 16p11.2 y 22q11.21 (Figura 3). La delecién de 3 Mb en la regién
22g11.21 causa el sindrome de la delecidn 22g11.2 (22q11.2 DS) e incrementa 20 veces el
riesgo para desarrollar esquizofrenia. Un estudio epidemiolégico encontré que 30% de los
portadores 22g11.2 DS desarrolla psicosis y cerca de 80% de estos portadores la
manifiesta como esquizofrenia, lo que representa el mayor factor de riesgo individual para
desarrollar el trastorno. La CNV de la regidn 22q11.2 fue la Unica que alcanzé significancia
en algunos GWAS para esquizofrenia y la Unica CNV que no se encontrd en individuos
control. La delecion de la regidon 22g11.2 tiene la mayor penetrancia, de 0.553 (95% ClI
0.18-0.97). La penetrancia para otras CNV por ejemplo, la delecién 15g13.3 y la
duplicacion 16p11.2 son: 0.074 (95% Cl 0.03-0.16) y 0.069 (95% Cl 0.03-0.14),

respectivamente. Por todo lo anterior, las CNV de la regién 22q11.2 representan el factor
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de riesgo mas importante para desarrollar la ESQ (Vassos E et al 2010). Otras CNV
inicialmente identificadas en casos con ESQ mas adelante también se encontraron en
controles sanos, sugiriendo que la penetrancia de estas CNV puede ser relativamente baja

(Bassett AS et al 2010).

Figura 2. Ejemplo de una region cromosémica diploide normal y con CNV.

Los repetidos de bajo numero de copia (LCR) incrementan el riesgo de rearreglos cromosémicos,
en el ejemplo de arriba se muestra un status normal, abajo se muestran los ejemplos de CNV, y se
muestran los cambios en el nimero de copia en varias configuraciones. Una pérdida (ejemplo a) se
denomina microdelecidn y una ganancia (ejemplo b) se denomina microduplicaciéon (modificada
de Bassett AS et al 2010).
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Figura 3. CNV en 834 casos con esquizofrenia, comparadas con aberraciones citogenéticas
reportadas en la literatura. Del lado derecho de cada cromosoma se indican las CNV encontradas
de los 834 casos de esquizofrenia, del lado izquierdo las aberraciones cromosdmicas reportadas en
la literatura, las barras azules representan duplicaciones o ganancias, las barras rojas indican
pérdidas o deleciones y las barras verdes representan translocaciones o inversiones. Las cajas
azules indican regiones donde al menos una aberracién cromosémica y 2 CNV se traslapan, las
regiones 1q42.3-g43 y 22q11.2 fueron reportados anteriormente por estudios de ligamiento
(Badner J et al 2002) o por estudios de asociacion (modificada de Allen N et al 2008).
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Las CNV ya se han descrito en un amplio espectro de enfermedades que afectan multiples
sistemas del cuerpo humano (Zhang F et al 2009), incluyendo desérdenes del
neurodesarrollo como enfermedades del espectro autista (Bucan M et al 2009), trastorno

bipolar (Zhang D et al 2009) y esquizofrenia (Wilson GM et al 2006) (Figura 4).

Figura 4. Fenotipos Neuropsiquiatricos asociados con CNV. El diagrama de arriba ilustra el
descubrimiento de CNV raras, que fueron halladas tanto en estudios de trastornos de inicio en
edad adulta, como en trastornos del desarrollo, estudiando las CNV individuales se puede delinear
un espectro de su respectiva expresion fenotipica. Los graficos de la parte inferior representan 3
CNV con alta prevalencia en esquizofrenia. Esto indica el fenotipo mds comun evaluado con el
conocimiento actual (modificada de Bassett AS et al 2010).

Las CNV de gran tamafio pueden ejercer efectos en la estructura de la cromatina. Estas
variaciones pueden ejercer efecto en la expresién de genes de regiones cromosdmicas

vecinas, a 1Mb de la variante estructural (Feuk L et al 2006).

Ademads de ser directamente relevante en la préctica clinica los hallazgos de estas CNV

prometen nuevas estrategias de investigaciéon. Mientras que ha habido una gran
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aceptacion de la relacion genética esquizofrenia y trastorno bipolar, puede haber
resistencia para aceptar que la expresion de CNV individuales también puede incluir el
autismo y otros trastornos del desarrollo (Figura 4). Hay poca evidencia en medicina para
un diagndstico puro asociado con cambios genéticos individuales debido a la presencia de
heterogeneidad genética (diferentes variantes genéticas dan el mismo fenotipo), baja
penetrancia (la presencia de la variante genética no siempre se expresa como la
enfermedad) y expresividad variable (la misma variante genética se expresa como un
espectro fenotipico). En estudios familiares con conexidon entre esquizofrenia y retraso
mental (Greenwood CMT et al 2004) y estudios de esquizofrenia de inicio temprano, un
subtipo clinico en el cual hay comorbilidad con desérdenes del espectro autista, también
apoyan un espectro neuropsiquidtrico que incluye estas condiciones. Por otra parte, los
datos sugieren que a pesar de que existe un traslape, el patrén asociado a CNV puede
diferir entre esquizofrenia y autismo (Figura 4). Por ejemplo, mientras que las
caracteristicas autistas son comunmente reportadas en nifios con delecién 22q11.2 que
reciben seguimiento psiquiatrico, la delecién 22g11.2 es raramente reportada en sujetos
gue son tratados por autismo (Cook EH Jr et al 2008). En contraste, los datos sugieren que
la duplicacion en 1g21.1 es mas frecuente que la delecién en personas con autismo
(Marshall CR et al 2008).

El traslape genético entre la esquizofrenia y el autismo ha recibido especial interés desde
gue un numero relevante de casos de esquizofrenia con CNV especificas presentan
comorbilidades relacionadas con autismo (problemas de aprendizaje, retraso mental,

comportamiento autista y epilepsia) (Franco JG et al 2012).

Reportes sugieren que las CNV contribuyen a los mecanismos genéticos de susceptibilidad
a enfermedades y pueden otorgar un mejor entendimiento de la etiologia, principalmente
de enfermedades con un patron de herencia complejo (Estivill X et al 2007). Se sostiene
gue pueden jugar un papel importante como modificadores de la penetrancia de
enfermedades mendelianas y poligénicas y la expresidn fenotipica de rasgos esporadicos

(de novo, debido a rearreglos estructurales) (Lupski JR et al 2006).
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Mucho queda por descubrir acerca de los mecanismos que dan lugar a las CNV y las rutas
de las CNV a la expresion fenotipica reconocida como enfermedad (Stranger BE et al

2007).

1.6 Sindrome de la delecién 22q11.2 y esquizofrenia

Estudios han detallado un cuadro consistente de los defectos psicoldgicos y deficiencias
cognitivas que estan asociadas con la microdelecién de la regiéon 22q11.2. Estos estudios
han remarcado una fuerte asociacion entre esta lesidn genética y la esquizofrenia.
Estudios paralelos en humanos y modelos animales estdn empezando a desentranar la
genética compleja y sustratos neurales alterados por la microdelecién, estos hallazgos
pueden guiar el analisis de otras CNV asociadas con disfunciones cognitivas y desérdenes

psiquiatricos (Karayiourgu M et al 2010).

El 22g11.2 DS también conocido como sindrome velocardiofacial o sindrome de DiGeorge,
es causado por una microdelecion en el cromosoma 22, y tiene una incidencia de 1 en
2000-4000 nacidos vivos. Aunque se han descrito microdeleciones atipicas (Urban AE et al
2006), la mayoria de las deleciones son de 3 Mb e incluyen aproximadamente 60 genes
conocidos (Figura 5) (Shaikh TH et al 2000), o de 1.5 Mb (incluyendo 35 genes), donde la
mayoria de los genes afectados se expresan en cerebro (Maynard TM et al 2003). Cerca
del 93% de los pacientes presentan delecién 22q11.2 de novo y 7% son deleciones
heredadas de alguno de los padres de manera autosdmica dominante. La descendencia de
individuos afectados tiene 50% de probabilidad de heredar la delecién 22q11.2
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1523/).
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Figura 5.Localizacion cromosémica y organizacion génica del locus 22q11.2 en el humano
(tomada de Karayiourgu M et al 2010).

El fenotipo del desorden es muy variable y puede afectar multiples érganos y tejidos (Ryan
AK et al 1997). La variabilidad fenotipica puede ser debida a otros factores genéticos y
ambientales. Las manifestaciones fisicas comunes del desorden incluyen anomalias
craneo-faciales, cardiovasculares, inmunodeficiencia, estatura baja e hipocalcemia (Robin

NH et al 2005).

Actualmente existen técnicas de alta resolucidon como los microarreglos para detectar CNV
acoplados a hibridaciéon gendmica comparativa (CGH), que permiten refinar de manera
mas precisa la relacidon genotipo-fenotipo asociados con sindromes gendmicos (Bittel DC

et al 2009).

Los individuos con 22ql11.2 DS también tienen alteraciones cognitivas y del
comportamiento y un alto riesgo de desarrollar ESQ. La atencién médica a largo plazo vy el
tamizaje prenatal se dirigen hacia el tratamiento y reconocimiento de estos sintomas.
Ademas existe evidencia creciente del papel de las CNV como factor determinante de la

susceptibilidad a desérdenes cognitivos y esquizofrenia (Cook EH Jr et al 2008).
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Los desordenes psiquiatricos son de naturaleza multifactorial y de etiologia genética
compleja. La arquitectura genética que describe la susceptibilidad a la enfermedad es
caracterizada tanto por la frecuencia como por la penetrancia de los alelos de riesgo
(Bodmer W et al 2008). La frecuencia se define como la proporcién de cromosomas que
portan el alelo de riesgo, la penetrancia se define como la proporciéon de individuos
portadores del alelo de riesgo que presentan los sintomas de la enfermedad. La hipoétesis
de “alelo comun — enfermedad comun” enfatiza la importancia de alelos relativamente
comunes, cada uno de ellos de baja penetrancia actuando en conjunto para aumentar el
riesgo de la enfermedad. Contrariamente la hipétesis de “alelo raro — enfermedad comun”
enfatiza el impacto individual de alelos raros pero altamente penetrantes. La observacién
reproducible de mutaciones estructurales de novo raras, altamente penetrantes en
22g11.2 en casos de esquizofrenia esporadica provee la primera evidencia en apoyar la
importancia de mutaciones raras recurrentes en la vulnerabilidad a desarrollar

esquizofrenia (Karayiourgu M et al 1995).

Se reconoce que las mutaciones estructurales raras (tanto de novo como heredadas) en
conjunto contribuyen con una funcidn etioldgica importante y explican una porcidn
considerable de los casos esporddicos y familiares de las enfermedades psiquidtricas. Es
de notar que las mutaciones de novo como la microdeleciéon de 22g11.2 explican en parte
como la ESQ persiste en la poblacién a pesar de la baja fecundidad de los individuos

afectados (Xu B et al 2008).

Existen por lo menos 3 maneras por las cuales la eliminacion de genes de la regién
22q11.2 puede causar el fenotipo cognitivo y psiquiatrico del desorden. Primero la
microdelecién puede enmascarar una o mas mutaciones recesivas, segundo, un solo gen
sensible a dosis puede ejercer un efecto mayor, y por ultimo, la sub-expresion de un
numero de genes sensibles a dosis puede tener un efecto acumulativo. De acuerdo al
modelo de sub-expresidn acumulativa, aunque algunos genes puedan tener un gran

impacto en el fenotipo, el desequilibrio de varios genes deletados determina el fenotipo
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total. La presencia adicional de modificadores genéticos actuando en cis o trans
(incluyendo variaciones de DNA en genes del cromosoma intacto) puede también

contribuir a la variabilidad del fenotipo cognitivo y psiquiatrico (Taddei | et al 2001).

El 22g11.2 DS es un modelo heuristico del cual se puede aprender, la dosis baja de genes
en el desarrollo y funcidon cerebral y consecuentemente en el desarrollo de déficits
cognitivos y desérdenes neuropsiquiatricos, genes dentro de la regién 22q11.2 en
sinergismo con otros genes fuera de la regién 22g11.2 y junto con factores ambientales
aun por ser identificados, determinan la estructura y funcién anormales del cerebro,

caracteristicas del 22q11.2 DS (Gothelf D et al 2008).

1.6.1 Sintomas Prodrémicos en ninos con delecion 22q11.2 predictivos de esquizofrenia

Se ha documentado que los nifios con microdelecién de 22g11.2 exhiben dificultades en
funciones cognitivas que también se aprecian en los sujetos con esquizofrenia
(Karayiourgu M et al 2010). Es poco probable que exista una relacién simple entre
disfunciones cognitivas individuales o en conjunto y el alto riesgo de esquizofrenia. Varios
estudios han identificado patrones de sintomas prodrémicos y psicoticos en pacientes
jévenes con microdelecién 22q11.2, los sintomas mdas comunes parecen ser déficit de
atencién, ansiedad, desérdenes del humor e impedimentos en las habilidades para

socializar (Feinstein C et al 2002).

1.6.2 Cambios neuro-anatdmicos en el sindrome de delecién 22q11.2

Dada la bien establecida relacién entre regiones o circuitos especificos del cerebro y las
funciones cognitivas que estan alteradas en 22q11.2 DS, es razonable sugerir que pueden
existir cambios neuronales especificos en individuos con 22g11.2 DS (Johnson MH et al
2002). Como en otros desordenes del neurodesarrollo, se ha documentado una reduccion
en el volumen del cerebro en nifios con 22g11.2 DS, con una reduccion ligeramente mayor
en la region posterior comparada con la anterior y en la materia blanca en relacién con la
materia gris; esto al comparar con el cerebro de controles con desarrollo normal

(Campbell LE et al 2006). Las estructuras aumentadas incluyen: los ventriculos laterales, la
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insula y el caudado. Sin embargo, tanto el hipocampo, como el cerebelo medio
(incluyendo el vérmix, el I6bulo anterior y el neocerebelo) estan reducidos en relaciéon con

los controles (Karayiourgu M et al 2010) (Figura 6).

Figura 6. Neuroanatomia de regiones cerebrales de nifios con sindrome de la delecién 22q11.2.
Se describen los hallazgos neuro-anatdmicos encontrados en ciertas regiones del cerebro de
pacientes con delecion 22q11.2 comparandolos con controles sanos de desarrollo normal (DN)
(modificada de Karayiourgu M et al 2010).

Los hallazgos descritos, indican un patréon de disfuncidn cognitiva, caracterizado por
discapacidad de las funciones que involucran atencién, acompanado por un alto riesgo de
desarrollar esquizofrenia. Estos sintomas parecen correlacionarse con una estructura,
conectividad o actividad en varias areas corticales y subcorticales aberrantes. Dado que un
gran numero de genes son afectados por la microdelecion 22q11.2 estas aberraciones son

probablemente debidas a anomalias combinadas en el desarrollo neuronal, en la

conectividad y en la plasticidad sinaptica (Karayiourgu M et al 2010).

1.6.3 Mecanismos de formacién de la delecién 22q11.2

La regidn 22g11.2, se caracteriza por la presencia de LCRespecificos de cromosoma, o
duplicaciones segmentadas, muchas de estas duplicaciones flanquean las regiones
gendmicas asociadas con los sindromes conocidos por deleciéon y duplicacién, y son la

base de los desdrdenes gendmicos (Emanuel BS et al 2008).

Los LCR comparten un alto nivel de homologia en sus secuencias predisponiendo a las

regiones que ocupan a la recombinacién homadloga no alélica (NAHR). El resultado de la
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NAHR puede ser duplicacion, delecién o inversion de la region localizada entre ellos

(Shaffer et al 2000; Feuk L et al 2006).

Dichos LCR permiten el apareamiento incompleto de bases y un entrecruzamiento no
equitativo entre cromosomas homologos (intercromosdmico) o permite eventos de
recombinacion intracromosdémica entre cromatides hermanas o intracromatida (Bumer A

et al 1998; Saitta SC et al 2004).

La mayoria de los casos con del 22q11.2 (90%) son deleciones de 3Mb (abarcando hasta
~60 genes) y ocurren entre los LCR A y LCR D (Figura 7), ésto se conoce como la regién
tipicamente deletada; mientras que el 8% de los casos son deleciones de 1.5Mb de
tamafio (abarcando ~28 genes) entre LCR A-B. Algunos casos que se han descrito
presentan deleciones atipicas de menor tamafo y de localizaciones variables (Aubry M et
al 2012). Aunque los bloques de secuencias duplicadas difieren en contenido y
organizacién de mddulos compartidos (LCR A-D), estos mddulos que son comunes entre
los bloques comparten del 97-98% la secuencia (Figura 7) (Edelmann L et al., 1999; Shaikh
TH et al 2000; 2001).
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Figura 7. Ideograma del cromosoma 22 donde se indica la posicidon de los LCR en 22q11.2. Las
cajas indican la posicion de los LCR. Las cajas llenas LCR (hasta D) son aquellas que participan en
numerosos rearreglos, en corchetes se indican las deleciones mds recurrentes de 22q11.2. Las
cajas LCR vacias (de E a H) indican los LCR que raramente han sido involucrados en rearreglos.
También se notan los sitios de ruptura distal y proximales asociados al sindrome “ojo de gato”
(CES, por sus siglas en inglés) y el sitio de ruptura de la t(11;22 ) asociada al sindrome de Emanuel
(tomada de Aubry M et al 2012).

1.6.4 Genes de la region deletada en 22q11.2

Aunque los genes que predisponen a esquizofrenia son desconocidos, se han propuesto
diversos candidatos funcionales dentro de la regién perdida en 22g11.2, incluyendo a los
genes de la catecol-o-metil transferasa (COMT), prolina deshidrogenasa (PRODH), gen

procesador de micro RNA de la regién critica del sindrome de DiGeorge 8 (DGCRS8), y gen
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de la palmitoiltransferasa expresada en cerebro (ZDHHC8) (Tam GW et al 2009). A
continuacion se describen las caracteristicas de algunos de ellos que pudieran estar

implicadoes en el desarrollo de esquizofrenia:

1.6.4.1 PRODH

El gen PRODH localizado en el locus 22911.2 ha sido implicado en el desarrollo de
esquizofrenia en pacientes con la delecidon 22q11.2 (Liu H et al 2002). Este gen codifica
para la deshidrogenasa de prolina. Esta proteina mitocondrial, cataliza el primer paso de la
degradacidn de la prolina y en varios estudios de diferentes poblaciones, se ha propuesto
a PRODH en la patogénesis de la esquizofrenia (Li T et al 2004).

Hay por lo memos dos mecanismos por los cuales la disminucidon de la actividad de
PRODH puede perturbar la funcién neuronal y afectar la susceptibilidad para desarrollar la
enfermedad. En primer lugar, la L-prolina funciona como un modulador directo de la
transmisidon glutamatérgica en el cerebro; en segundo lugar, varias lineas de investigacién
independientes han implicado a PRODH con el inicio de la apoptosis (Donald SP et al
2001), ya que la oxidacién de prolina favorece la generacidon de especies reactivas de
oxigeno al donar potencial reductor a una cadena transportadora de electrones. Los
ratones deficientes de Prodh presentan alteraciones de GABA, glutamato y dopamina
(Paterlini M et al 2005), ademas la cuantificacién de los niveles de L-prolina en suero y
cerebro revelan un incremento de estos valores en los ratones homocigotos para esta
mutacion. Este aumento de los niveles de prolina es comparable con lo observado en
algunos pacientes con la delecién 22g11.2 (Gogos JA et al 1999).

Las mutaciones en este gen se relacionan con hiperprolinemia de tipo 1 y susceptibilidad a
esquizofrenia de tipo IV. De manera interesante, se han encontrado transcritos
alternativos por corte y empalme que codifican para diferentes isoformas de este gen (Liu
H et al 2002).

Aproximadamente la mitad de los individuos con 22q11.2 DS tienen niveles séricos altos
de L-prolina, que puede predisponer a déficits en el aprendizaje, epilepsia (Jacquet H et al
2003), o trastorno esquizoafectivo (Jacquet H et al 2005). Adicionalmente, los ratones

portadores de mutaciones de sentido equivocado en Prodh tienen niveles séricos altos de
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L-prolina que son comparables con los observados en el 22g11.2 DS (Gogos JA et al 2006).
Aunque no se detectaron anomalias en los niveles de dopamina cortical en el ratén, los
ensayos de microdialisis in vivo revelaron una liberacidn incrementada de dopamina en la
corteza prefrontal, después de la administracion del psicoestimulante anfetamina, los
ratones deficientes del gen Prodh, también mostraron hipersensibilidad a los efectos

locomotores de |la anfetamina (Paterlini M et al 2005).

1.6.4.2TUPLE1

También conocido como HIRA (regulador de histona del ciclo celular), TUP1 o DGCRI1. Este
gen codifica para una chaperona de histona que coloca a la variante de histona H3.3 en el
nucleosoma. Los ortélogos de este gen en levadura, mosca y plantas son necesarios para
la transicion de la heterocromatina en cromatina transcripcionalmente activa. TUPLE1 es
considerado uno de los principales genes candidato en algunos sindromes por
haploinsuficiencia como el sindrome de DiGeorge, ya que la produccién insuficiente de
proteina de este gen puede alterar el desarrollo embrionario normal (Llevadot R et al

1996).

1.6.4.3 COMT

Este gen codifica para la catecol orto metil transferasa, enzima que cataliza la
transferencia de un grupo metilo de la S adenosil metionina a las catecolaminas,
incluyendo a los neurotransmisores dopamina, adrenalina y noradrenalina. Esta
metilacion resulta en una de las principales rutas de degradacidn de los transmisores tipo
catecolamina. Ademas de su papel en el metabolismo enddgeno de sustancias, es
importante en el metabolismo de drogas utilizadas en el tratamiento de hipertension,
asma y enfermedad de Parkinson, se encuentra de 2 formas en los tejidos una forma

soluble (S-COMT) y una unida a la membrana (MB-COMT) (Shifman S et al 2002).

Las variaciones en la actividad de COMT pueden tener efectos especificos en la corteza
prefrontal. La contribucién de COMT en el desarrollo de esquizofrenia no esta clara. La

baja o alta actividad de la enzima puede contribuir a la susceptibilidad de esquizofrenia
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dependiendo del contexto genético (Karayiorgou M et al 2004). Ademas COMT parece
tener una arquitectura alélica funcional compleja con ciertos alelos. La sustitucidn
Vall158Met afecta la estabilidad de la proteina, mientras que otros alelos determinan los
niveles de expresion de COMT (Bray NJ et al 2003).

El andlisis de los perfiles de transcripcidon y manipulaciones farmacolégicas revelaron una
interaccion transcripcional entre PRODH y COMT que modula el riesgo o la expresion de
fenotipos psiquiatricos relacionados con 22q11.2. Existe la hipdtesis de que la regulacién
positiva de COMT es uno de los mecanismos compensadores por el aumento de la
sefializacion dopaminérgica provocada por la deficiencia de PRODH en la corteza frontal.
Entonces los individuos con esquizofrenia con la deleciéon 22q11.2 tienen desventaja ya
gue son hemicigotos para ambos genes y por ende incapaces de compensar la
desregulacién dopaminérgica cortical inducida por la deficiencia de PRODH (Karayiourgu

M et al 2010).

1.6.4.4 ZNF74

Este gen codifica para una proteina de 74kDa con dominios de dedos de zinc, también
conocido como: COS52, hZNF7, ZFP520, ZNF520. El gen ZNF74 es un miembro de los genes
con dedos de zinc asociados a la caja Kruppel, (KRAB, por sus siglas en inglés) y su
expresion es regulada en el desarrollo del cerebro. Las proteinas con dedos de zinc del
tipo TFIIIA/Kruppel pertenecen a la familia de factores de transcripcién mas grande en
humanos. KRAB es un dominio altamente conservado presente en todos los eucariotes,
desde la levadura hasta el humano, este dominio confiere una fuerte represion
transcripcional de la RNA polimerasa basal y activada. El gen ZNF74 se expresa en
diferentes formas por corte y empalme alternativo de la regién codificante generando 4

isoformas (Figura 8) (Grondin et al 1996).
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Figura 8. Organizacion del gen ZNF74 y polimorfismos encontrados. Las cajas blancas indican los
extremos 5’y 3"UTR, las cajas negras indican los exones, la caja rayada indica el exdn 1b que tiene
corte y empalme alternativo para codificar los mRNA de la isoforma Il y lll (modificada de Takase K
et al 2001).

Estudios han sugerido que ZNF74 participa en el control de la expresiéon génica como

regulador transcripcional y post-transcripcional (Ravassard P et al 1999).

ZNF74 codifica una proteina de union a RNA asociada a la matriz nuclear y pertenece a
una gran subfamilia de proteinas con dedos de zinc que presentan motivos de Cisteina-
Histidina (Cys,-His;), frecuentemente repetidos en tandem y que rodean iones de zinc y
gue funcionan como dominios de unién a acidos nucleicos.

Dado que codifica para un motivo de represion y un dominio de unidon a DNA, se piensa
que los miembros de la familia KRAB/ Cys,-His, funcionan como reguladores de la
expresion génica. Aunque la presencia de un motivo KRAB y de dominios de dedos de zinc
Cys,-His; sugiere que ZNF74 funciona como un factor de transcripcion, también se ha
demostrado que los dominios de dedos de zinc tienen actividad de unién a RNA in vitro.

Estos resultados sugieren que ZNF74 ademas de su funcidn como regulador
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transcripcional, también puede estar involucrado en el metabolismo de RNA (Grondin B et

al 1997).

1.6.4.5 PIK4CA

Este gen, también conocido como: PIK4CA, pi4dK230, PI4K-ALPHA, codifica para la cinasa de
fosfatidil inositol 4. Esta enzima cataliza el primer paso en la biosintesis de fosfatidil
inositol 3, 4 bifosfato, estas cinasas se han clasificado en dos tipos: Il y lll de acuerdo a su
peso molecular y su modulacion por adenosina y detergente. La proteina codificada por
este gen es una enzima tipo Ill que no es inhibida por adenosina (Szentpetery Z et al

2011).

1.6.4.6 LZTR1
Este gen codifica para el regulador transcripcional tipo ZL1, también conocido como
BTBD29. El producto de este gen se ha encontrado Unicamente en el complejo de Golgi

ayudando a su estabilizacién (Kurahashi H et al 1995).

1.6.4.7 CAT4

Este gen codifica para el transportador de aminoacidos catidnicos tipo 4, también
conocido como F20H23.25 o F20H23 _25. CAT4 es un miembro de la subfamilia de los
transportadores cationicos (CAT), o transportadores de aminoacido poliamina colina

(Sperandeo MP et al 1998).

1.6.4.8 VPREB

La proteina codificada por este gen pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas y
se expresa selectivamente en las primeras etapas del desarrollo de las células B,
principalmente en células pro-B y pre-B. También conocido como: IG/ o IGVPB

(Bornemann KD et al 1997).

1.6.4.9 ZDHHC8
ZDHHCS es otro gen candidato para esquizofrenia, se localiza en el locus 22q11.2 (Figura
9) codifica para la enzima palmitoil transferasa. La modificacidon post-traduccional de la

palmitoilacién proteica involucra la unién reversible de un acido graso saturado de 16
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carbonos (palmitato) a residuos especificos de cisteina y es critico para el anclaje de
proteinas a la membrana (el-Husseini Ael-D et al 2002) (Figura 9). Ademas de los pacientes
con delecién 22q11.2 se encontraron variantes genéticas de ZDHHCS8 en otras poblaciones
con esquizofrenia (Mukai J et al 2004). Mukai et al demostraron que la re-introduccion de
una proteina enzimaticamente activa ZDHHC8 al modelo de ratén 2211 previene los
defectos dendriticos causados por la delecion. Los ratones deficientes de Zdhhc8 tienen
alteraciones similares en las neuronas del hipocampo asi como déficits cognitivos y del

comportamiento (Mukai J et al 2008).
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Figura 9. Modificadores genéticos (de la region 22q11.2) y ambientales que participan en el
desarrollo de la esquizofrenia. Esquema que ilustra algunos genes de la region 22ql1, y los
mecanismos por los cuales puede llegar a la expresion del fenotipo de la esquizofrenia (modificada
de Karayiorgou M et al 2010).

1.7 Modelos animales del sindrome de la delecién 22q11.2

Los desdrdenes psiquiatricos y cognitivos, pueden ser desestructurados en componentes
fenotipicos individuales, que basicamente pueden ser analizados en modelos animales. El
equivalente en ratén de la delecién 22911.2 en humanos, alberga ortélogos de todos los
genes funcionales humanos excepto CLTCL1. Otra diferencia es que en los humanos, pero
no en los ratones, alberga dos genes funcionales de la regién critica del sindrome de
DiGeorge 6 DGCR6 y DGCR6L, en el locus deletado, como resultado de una duplicacién

intralocus. A pesar de todo lo mencionado, existe un alto grado de conservacion de la
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region 22q11.2 que da la oportunidad de crear un modelo animal mutante valido para la
etiologia. De hecho, varios estudios han reportado la presencia de anormalidades
neuronales y del comportamiento como resultado de la delecion de este locus. Ademas
varios grupos han inactivado genes ortélogos individuales de la region 22q11.2 y evaluado
los ratones mutantes para anormalidades neuronales y del comportamiento (Arguello PA

et al 2006).

El analisis de los modelos en ratén del sindrome de la deleciéon 22q11.2 se ha enfocado
principalmente en los circuitos hipocampales y frontales porque muchas discapacidades
cognitivas presentes en individuos con 22ql11.2 DS probablemente dependan de estas
areas. Otros estudios sugieren que la conectividad funcional entre la corteza prefrontal y
el I16bulo temporal es anormal en individuos con esquizofrenia (Ford JM et al 2002). Se han
identificado rutas genéticas especificas que afectan la conectividad y neuromodulacién y
gue pueden ser cruciales para la disfuncién cognitiva y en el alto riesgo para desarrollar

esquizofrenia de los individuos con 22gq11.2 DS (Karayiourgu M et al 2010)

Las medidas macroscdépicas de la estructura y actividad del cerebro de individuos con
22q11.2 DS sugieren que la estructura y funcién de la conectividad a largo alcance entre
las diferentes areas del cerebro estan alteradas, anomalias que también pueden estar
relacionadas con el comienzo de psicosis. Los trabajos recientes que se han centrado en la
observacion de las dificultades en el rendimiento de la memoria en modelos animales han
ayudado a proporcionar ideas nuevas acerca de la naturaleza de la conectividad cerebral
alterada, que surge como resultado de la microdelecidon 22q11.2. El ritmo coordinado de
la actividad de poblaciones neuronales da lugar a oscilaciones en un amplio rango de
frecuencias (Singer W 1992), que son usadas para sincronizar el disparo neural de células
interconectadas dentro y entre diferentes areas del cerebro. Por ejemplo, en ratones
silvestres esta sincronia se incrementa durante la prueba de memoria de trabajo, mientras
que los ratones Del (Dgcr2-Hira)2Aam muestran una reduccidon dramatica de la sincronia

HPC-CPF (Sigurdsson T et al 2010). Los resultados muestran que la microdelecion 22q11.2
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puede interrumpir la conectividad funcional y la sincronia entre las areas del cerebro. Se
han observado uniones anormales del HPC-CPF en pacientes con esquizofrenia, asi como
en individuos sanos portadores de variantes que confieren riesgo para desarrollar
esquizofrenia y que pueden afectar no solo la cognicién, sino también aspectos del
diagndstico clinico. Por lo tanto, el resultado sugiere que la delecion 22q11.2 puede
contribuir al desarrollo de esquizofrenia alterando la conectividad prefrontal (Meyer-

Lindenberg AS et al 2005).

1.8 Participacion de DGCR8 y miRNA en el sindrome de delecion 22q11.2

Recientemente el estudio de la cepa de ratdn Del(Dgcr2-Hira)2Aam, ha proporcionado
evidencia de que la microdelecidn 22q11.2 resulta en un procesamiento anormal de micro
RNA (miRNA) en el cerebro (Figura 9), una clase de RNA pequeio, no codificante que
regula la estabilidad y transcripcion de mRNA (Ambros V 2004). Un gen interrumpido por
la delecidn 22g11.2 es DGCR8, un componente del complejo microprocesador esencial
para la produccién de miRNA. La haploinsuficiencia de DGCRS, resulta en una regulacion a
la baja de aproximadamente (20-70%) de un conjunto especifico de miRNA maduros. Dos
genes adicionales de miRNA (miR-185 y miR-649) son eliminados por la microdelecidon
22g11.2. Un decremento sincrénico de varios miRNA puede tener un impacto
considerable en la estabilidad del transcrito blanco (Stark KL et al 2008). Los blancos
especificos de estos microRNA no se han reportado hasta el momento; sin embargo, el
potencial de los miRNA en la regulacion epigenética de la expresidn de multiples genes en
el cerebro, puede ser un componente importante de la arquitectura compleja de los
fenotipos psiquiatricos y cognitivos asociados con el 22g11.2 DS vy también pueden
contribuir con la variabilidad fenotipica observada. Este descubrimiento resalta la nueva
conexion entre miRNA y los desdrdenes psiquiatricos y del desarrollo neuroldgico

(Hornstein E et al 2006).
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1.9 Contribuciones genéticas a los cambios en la arquitectura neuronal en el sindrome de

delecion 22g11.2

Para entender las anormalidades en la estructura neuronal en los modelos animales del
22q11.2 DS es importante considerar la contribucién de genes individuales y rutas
genéticas. La haploinsuficiencia de DGCRS8, y los cambios consecuentes en la abundancia
de miRNA pueden contribuir a los déficits del desarrollo sindptico (Kosik KS et al 2006).
Otros genes localizados en la delecion de 3Mb en el locus 22q11.2 también contribuyen a
las manifestaciones neuronales del 22q11.2 DS, una proteina de uniéon a sintaxina
(proteina 29 asociada a sinaptosoma, SNAP29) modula la funciéon de la maquinaria de
fusién membranal, un paso crucial en el reciclaje de vesiculas sindpticas. Los niveles bajos
de SNAP29 en neuronas primarias, afectan la transmision sinaptica (Su Q et al 2001). Las
deficiencias de otro gen CRK-like (CRKL) (semejante al homodlogo del oncogén CT10 del
virus del sarcoma aviar (v-crk) pueden afectar el sefialamiento mediado por la reelina,
proteina de la matriz extracelular que es crucial para el posicionamiento celular y la
migracidon neuronal durante el desarrollo del cerebro (Park TJ et al 2008). La evidencia
sugiere que COMT juega un papel en la transmisién anormal de la dopamina (Figura 9). La
eliminaciéon de dopamina del espacio extracelular seguida de su liberacién inducida fue 2
veces mas lenta en ratones knock out homocigotos para COMT, también conocidos como

(Comt1) (Huotari M et al 2002).

1.10 Vias principales de senalizacidn asociadas con esquizofrenia

A la fecha se han caracterizado distintas vias de sefalizacidon involucradas en la
fisiopatologia de la esquizofrenia, la mas conocida es la via de la dopamina, ya que fue una
de las primeras teorias en tratar de explicar los sintomas positivos de la enfermedad. A
continuacion se explican brevemente las vias de sefializacidon mas importantes

involucradas en la patologia de la esquizofrenia.
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1.10.1 NRG1 gen de la neuregulina 1

Las NRG son una familia de moléculas de sefializacion con un dominio extracelular de
factor de crecimiento epidérmico que se une a los receptores ERBB y modulan la
migracion y diferenciacién neuronal. Dos miembros de las NRG, NRG1 y NRG3 se asocian
con esquizofrenia y comparten el receptor ERBB4. Los estudios de NRG1 han descrito que
una vez sintetizado se inserta en la membrana celular donde puede sefializar Unicamente
a las células adyacentes o ser liberado a través de una beta-secretasa. Después de la unidn
del dominio del factor de crecimiento epidérmico de NRG1, ERBB4 se autofosforila o
transfosforila (sefializacién candnica hacia adelante) o es separada por gama-secretasa
para liberar el dominio intracelular C-terminal, migrando hacia el nucleo en una
sefializacion candnica hacia atras. La relacién de los principales componentes de la ruta de
sefalizacion de NRG se muestra en la (Figura 10).

En 2002, se asocid al gen NRG1 con el desarrollo de esquizofrenia. La evidencia se ha
expandido para incluir otros genes involucrados en la via de sefalizacién de la
neuregulina. Se ha reportado que las variaciones en NRG3 (neuregulina 3) paralogo de
NRG1, se asocian con el desarrollo de la sintomatologia delirante en pacientes con
esquizofrenia. Otros estudios de asociacién han descrito a ERBB4, el gen que codifica para
el receptor de neuregulina 1 y 3 y se ha reportado que las variaciones en ERBB4
interactlan con variaciones de NRG1 incrementando la susceptibilidad a esquizofrenia

(Figura 10) (Norton N et al 2006).

1.10.2 DISC1

DISC1 es un locus génico ubicado en 1g42.1 originalmente identificado en una familia
escocesa, en la cual muchos de sus miembros eran portadores de una traslocacion
balanceada entre los cromosomas 1 y 11 (St Clair D et al 1990). De 37 individuos con la
traslocacion, 29 tenian diagndsticos psiquidtricos incluyendo esquizofrenia (7), trastorno
bipolar (1) y depresion mayor (10). Los estudios de ligamiento y de asociaciéon han
apoyado el papel del locus DISC1 en esquizofrenia (Chubb JE et al 2007), ademds otros
estudios recientes han mostrado anormalidades en la expresién de variantes por corte y

empalme de DISCI en esquizofrenia (Nakata K et al 2009). La alteracién o la supresion de
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DISC1 en células en cultivo y en ratdon causan crecimiento, migracién y orientaciéon
anormales de neuronas piramidales, asi como desarrollo anormal de la corteza cerebral;
cambios similares a los observados en la patologia de la esquizofrenia (Kamiya A et al

2005).

Figura 10. Esquema de seializacion por Neuregulina-ERBB4. La y-secretasa es un complejo
multiproteico formado por los productos de los genes: PSEN1, PSEN2, APH1A, APH1B, PSENEN vy
NCSTN. La separacion de NRG3 por BACE1 es hipotéica y no ha sido demostrada
experimentalmente (modificada de Hatzimanolis A et al 2013).

1.10.3 Vias de sefalizacion de los neurotransmisores dopamina, glutamato y GABA
El advenimiento de los medicamentos antipsicéticos que actdan a nivel de los receptores
de dopamina D2 (Figura 11) revolucioné el tratamiento de la esquizofrenia,

principalmente aliviando los sintomas positivos. Basandose en las propiedades anti-
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dopaminérgias de estas drogas, se propuso la hipotesis dopaminérgica de la esquizofrenia,
donde los sintomas positivos de la esquizofrenia son debidos a un exceso de dopamina en
el estriado o darea mesolimbica del cerebro (Carlsson A. 1998). En contraste los sintomas
negativos estan relacionados con déficits de dopamina en el area prefrontal-cortical del
cerebro, probablemente a través de receptores D1 (Steinpreis RE 1996). Sin embargo, el
mecanismo por el cual los bloqueadores del receptor D2 ejercen su efecto terapéutico es
desconocido y las moléculas que se encuentran abajo en la cascada de sefializacién por
dopamina y que son blancos para la eficacia terapéutica de la esquizofrenia, estan por
descubrirse. Esta informaciéon puede ser de utilidad para la investigacion de blancos
terapéuticos que puedan minimizar los efectos de la insuficiencia de la enzima COMT
(Figura 11). La ineficacia de los medicamentos antagonistas dopaminérgicos para aliviar
los sintomas cognitivos y negativos de la esquizofrenia, asi como la prevalencia de
enfermedades psiquiatricas en pacientes con delecidon 22q11.2, ha dirigido la busqueda de
nuevos blancos terapéuticos en rutas diferentes a la dopamina como la ruta
glutamatérgica y la gabaérgica (Figura 12). Asi mismo es también promisorio encontrar
dichos blancos terapéuticos en las rutas que implican a los genes de la regidon 22g11.2 que

confieren susceptibilidad a padecer trastornos psiquiatricos.
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Figura 11. Sefalizacion de dopamina. Antagonismo de los receptores dopaminérgicos D2 como
propiedad unificadora de todas las drogas antipsicéticas de uso clinico. Las drogas anti-psicoticas
alivian los sintomas bloqueando los receptores D2. La unién de la dopamina con su receptor D2
resulta en una via de sefalizacion proteina G dependiente y una via proteina G independiente. El
receptor D2 se acopla a una proteina Gi/o que modula los canales de calcio y potasio
dependientes de voltaje. La unién de la dopamina también inhibe la actividad Akt (proteina cinasa
B) de manera independiente a la proteina G, reclutando a la B-arrestina 2, que a su vez recluta a
Akt y a la fosfatasa PP2A. PP2A defosforila Akt lo que conduce a su inactivacién y aumenta la
actividad de la cinasa GSK-3 (glicdgeno sintasa cinasa 3) (modificada de Karam CS et al 2010).

Figura 12. Seiializacion de glutamato y GABA. Los receptores GABA modulan la actividad en la
corteza prefrontal-dorsolateral y juega un papel importante en la memoria de trabajo. La
produccién de GABA es controlada por GAD67 cuya expresion disminuye en pacientes con
esquizofrenia, también se han observado patrones de expresion alterada del transportador de
GABA (GAT1) y del receptor GABA , subunidad 2 o . Deficits de la sefializacién glutamatérgica
también se han implicado con esquizofrenia (modificada de Karam CS et al 2010).
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1.11 Métodos de deteccidn de las CNV

Existen varios métodos para la deteccion de CNV. A continuacidn se describen
brevemente los métodos mds comunes para el estudio de rearreglos cromosémicos,
incluyendo la técnica de PCR cuantitativa, utilizada en la determinacién de la dosis de los

diez genes estudiados en este trabajo.
1.11.1 Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa

La PCR, es una técnica de biologia molecular que utiliza secuencias especificas de DNA
como templado y que puede ser copiado o amplificado miles o millones de veces, usando
secuencias especificas de oligonucleétidos, una enzima DNA polimerasa y un equipo
termociclador, en la PCR tradicional o de punto final, la deteccién y cuantificacidon de la
secuencia amplificada se realiza después del ultimo ciclo de la PCR e incluye un andlisis
post PCR que involucra una electroforesis en gel y un analisis de la imagen. En la PCR
cuantitativa en tiempo real, el producto de la PCR se cuantifica en cada ciclo porque se
incorpora fluorescencia. Monitoreando la reaccion durante la fase exponencial de la
amplificacién, el usuario puede determinar la cantidad inicial del DNA blanco con gran

precision.

1.11.2 Microarreglos

Los microarreglos basados en los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) y arreglos de
hibridacién comparativa del genoma son los métodos analiticos mas usados actualmente
para la deteccion de CNV. Ambos métodos estdn basados en el incremento de Ia
intensidad de la sefial de salida, cuando hay mas de dos copias de un alelo especifico,
contrariamente una intensidad de sefial mas baja surge cuando hay menos de dos copias.
Estos datos de intensidad son transformados via un enfoque matematico y comparados

con una muestra de referencia para determinar los CNV (Merikangas AK et al 2009).
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1.11.3 Hibridacion In situ Fluorescente (FISH)

La técnica de FISH consiste en la deteccidn de secuencias de DNA especificas con sondas
marcadas con fluorescencia sobre cromosomas o nucleos celulares fijados sobre un
portaobjetos, usando para ello un microscopio de fluorescencia y un sistema de capturay
procesamiento de imagenes (Figura 13). Tras la hibridacién de las sondas con nucleos en
interfase o cromosomas en metafase es posible observar la presencia de ganancias,

pérdidas o fusiones entre genes (Shprintzen RJ et al 2008).

Figura 13. Hibridacidn in Situ Fluorescente. Ejemplo de un resultado de FISH positivo para la
delecion heterocigota de 22ql11.2 empleando la sonda para TUPLE1 (Imagen B). En un
cromosoma solo se observa una sefial fluorescente que corresponde a la sonda control. La imagen
A muestra el FISH de una persona sin la delecién 22g11.2 y por lo tanto se observan las 2 sefiales
en cada cromosoma 22, la de la sonda control y la especifica de 22g11.2 (tomada de Shprintzen
RJ et al 2008).

1.11.4 Amplificacion de sondas dependientes de ligando (MLPA)
Multiplex Ligation —Dependent Probe Amplification por sus siglas en inglés. Es una técnica
de biologia molecular y un procedimiento de cuantificacidon relativa basado en reacciéon de

PCR, puede detectar variacién en el nimero de copias de secuencias multiples de DNA en
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una Unica reaccién (mas de 50 secuencias génicas o genes), permite la deteccion de

deleciones o inserciones que afectan a un solo gen o a varios genes.

Se basa en la hibridacién de parejas de sondas de oligonucledtidos con secuencias
especificas de DNA, una vez que las sondas hayan hibridado correctamente, se lleva a
cabo la ligacién de las mismas, posteriormente se amplifican las sondas por PCR, cada
sonda genera un producto de amplificacion marcado con fluorescencia de longitud Unica,

el andlisis de los productos se realiza por electroforesis capilar (Shouten JP et al 2002).
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2. Planteamiento del problema

En el departamento de genética del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia,
Manuel Velasco Suarez (INNNMVS) se estudian diversas enfermedades neuropsiquiatricas
(ENP), incluyendo trastornos del espectro de la esquizofrenia. A la fecha, no existen
pruebas diagndsticas certeras del TE, TB y la ESQ. Ademas el espectro clinico traslapante
en estas entidades hace que el diagndstico clinico sea dificil. Por lo anterior, es necesario
desarrollar pruebas moleculares o genéticas que apoyen el diagndstico clinico de estas
entidades. La delecidon 22g11.2 se considera el principal factor de riesgo genético para
desarrollar esquizofrenia. En nuestra poblacién se desconoce su prevalencia, por lo que se
decidid estudiar la frecuencia de esta alteracién en pacientes mexicanos con diagndstico

clinico de esquizofrenia, trastorno bipolar o trastorno esquizoafectivo.
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3. Hipdtesis

La delecidn de la region 22q11.2 puede explicar algunos casos con diagndstico clinico de

esquizofrenia, trastorno bipolar o trastorno esquizoafectivo.
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4. Objetivos

e Determinar la dosis de diez genes de la regidon 22ql1l1.2 en pacientes con
diagndstico clinico de esquizofrenia, trastorno bipolar o trastorno esquizoafectivo.

4.1 Objetivos secundarios

e Estandarizar la técnica de PCR cuantitativa para determinar la dosis de 10 genes de la
regién 22q11.2

e |dentificar a pacientes con el sindrome de delecién 22q11.2 no diagnosticados previamente

e Hacer una aproximacion del tamafio de la delecion en aquellos casos que

resultaran positivos para esta CNV.

e Establecer una correlacién genotipo —fenotipo de aquellos casos con CNV.
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5. Sujetos y Métodos.

5.1 Sujetos de estudio.

Se incluyeron 103 pacientes con diagndstico de esquizofrenia, trastorno esquizoafectivo o
trastorno bipolar, a través de la consulta externa del INNNMVS. Edad promedio: 35.5 afos
rango (17-68 afios). Todos los pacientes que se incluyeron en el protocolo firmaron una
carta de consentimiento informado (anexo 1). El protocolo fue aprobado por el comité de
ética del Instituto. El diagndstico clinico lo establecidé un psiquiatra del Instituto.

Adicionalmente se incluyeron las muestras de los progenitores del caso indice ESQ 222.

Tabla 1.Distribucion por patologia y por género de la muestra estudiada n=103.

Caracteristica Numero Porcentaje (%)

Mujeres
Hombres
EA
ESQ
TB
Antecedentes Heredo-

familiares

Criterios de inclusidn

e Que el paciente acepte participar en el estudio

e Que el paciente firme carta de consentimiento informado

e Que el paciente sea mestizo mexicano (MM)
De acuerdo con la definicidn antropolégica un MM es aquel individuo con tres
generaciones nacidas en México; es decir, de padres y abuelos nacidos en México. Puede

aceptarse solo un abuelo espaiiol.

Criterios de exclusion

e Que el paciente no acepte participar en el estudio
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e Que el paciente no firme carta de consentimiento informado

e Que el paciente sea extranjero

5.2 Toma de muestra bioldgica

La toma de muestra sanguinea de 10 mL de sangre periférica se realizdé por venopuncién
con tubos Vacutainer™ con citrato de sodio (22mg/mL) como anticoagulante. La muestra
sanguinea se dividid en 2 alicuotas para la separacién de células mononucleares (CMN) y

la extraccion del DNA gendmico.

5.3 Separacion de células mononucleares y extraccion de DNA

A un volumen de la sangre obtenida se le agregaron 3 volimenes de una solucién
amortiguadora de lisis de gldbulos rojos (BLGR) [cloruro de amonio 0.155M, bicarbonato
de potasio 10mM, EDTA 0.1mM] en un tubo para centrifuga. Esta mezcla se homogenizé
por inversion y se centrifugd a 3000 rpm/6min. Los componentes del BLGR generan un
choque osmatico a las membranas de los eritrocitos y contiene acido etilendiamino tetra-
acético (EDTA) como quelante iénico. Después de la centrifugaciéon se decantd el
sobrenadante y se trabajo con el botdn o pellet de las CMN. Las células se resuspendieron
con 1 mL de solucién de BLGR y se centrifugaron a 3000 rpm/2min. Este paso se repitid
hasta obtener un botén blanco. Después de decantar el sobrenadante, se agregaron
570uL de una solucion de cloruro de sodio, NaCl [SmM], al boton de CMN y se dejo en
agitacion por 2 min. A esta reaccién se adicionaron 40uL del detergente dodecil sulfato de
sodio (SDS) [10% v/v], se homogenizd la reaccion y después se le agregaron 200uL de una
solucion de cloruro de sodio 7M. La mezcla anterior se centrifugd a 11500 rpm/20min a
4°C. La primera solucidon de NaCl genera un cambio en las proteinas de la membrana
citoplasmatica atrapando a las moléculas de agua que rodean a éstas, para que
posteriormente puedan precipitar. El SDS al ser un tensoactivo, ocasiona la formacion de
micelas para disolver las membranas lipidicas del nucleo celular. Finalmente el NaCl
saturado favorece la precipitacidn de las proteinas nucleares. Después de centrifugar se

obtiene un precipitado salino y proteico en el fondo del tubo y un sobrenadante viscoso.
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El sobrenadante que contiene el DNA se transfiere a un tubo limpio. Se realizé particidon
organica del sobrenadante, donde la fase organica son 600uL de una mezcla de alcohol
isoamilico-cloroformo en una proporcién 49:1 (v/v), se agitd y se centrifugd a
14000rpm/15min. La particiéon orgéanica separa el DNA que es soluble en agua (fase
superior) de los lipidos de la membrana. Después de centrifugar se retiré cuidadosamente
la fase acuosa y ésta se traspaso a otro tubo que contenia 600uL de etanol absoluto.

Se mezcld por inversion el sobrenadante con el alcohol para precipitar el DNA. La reaccion
se centrifugd a 14000 rpm/15min vy se descartd el sobrenadante para quedarse con el
botén de DNA. El botén se lavé con etanol al 70% (v/v) y se vuelvié a centrifugar de la
misma forma. Se decanto el etanol y el botén de DNA se secé al vacio con temperatura
baja (30-50°C). EI DNA seco se resuspendid en 150uL de agua estéril y se incubd a

temperatura ambiente durante toda la noche para homogenizar la solucién.

5.4 Cuantificacién y preparacién de diluciones de DNA.

Se realizé la cuantificacidon de las muestras en un espectrofotémetro Nanodrop® (Figura
14) y se realizaron las diluciones de las muestras hasta una concentracién final de 20-
50ng/uL. En la cuantificacién consideramos DNA de alta calidad a las soluciones con factor
de 260/280nm>1.75 y 260/230nm>1.8, lo que nos habla de un DNA libre de proteinas y

carbohidratos, respectivamente (Figura 15).

Figura 14. Espectrofotémetro. Equipo Nanodrop® utilizado para cuantificacidon de las muestras de
DNA.
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Figura 15. Cuantificacion de muestras de DNA. Resultados de cuantificacion de una muestra
diluida de DNA con esquizofrenia, donde también aparecen los valores de los cocientes de
absorbancia 260/280 y 260/230.

5.5 Estandarizacion de la PCR en tiempo real (PCR-TR)

Las secuencias de cada par de oligonucleétidos empleados (Tabla 2) se verificaron con la
herramienta Primer Blast para especificidad de la regidn de interés y para verificar que los
valores de complementariedad hacia el extremo 3" fueran valores menores a cinco.
(Figura 16) Estos valores de complementaridad bajos hablan de estructuras poco estables
entre los oligonucleétidos. Adicionalmente se realizaron pruebas de PCR de punto final
para cada par de cebadores. Esto se hizo con la finalidad de ajustar cantidades de
oligonucleétidos y evitar formacién de productos inespecificos por exceso de
oligonucleétidos (Figura 16a). Las cantidades finales empleadas en la amplificacidn de los
genes de interés y los genes de referencia se muestran en las tablas 3 y 4,

respectivamente.
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Figura 16. Andlisis de los pares de oligonucleétidos con la herramienta Primer Blast.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/. Se verificd la especificidad de cada par de
oligonucledtidos, la complementaridad y formacién de dimeros. Se muestra ejemplo de
resultados para el par de oligonucledtidos que amplifica al gen TUPLE1 o HIRA. Los
oligonucledtidos son cien por ciento especificos para el gen de interés (no hay bases mal

pareadas) y los valores de complementaridad son bajos (<5.0).
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Figura 16a. Electroforesis de los productos de PCR punto final. Electroforesis en gel de
agarosa al 2.5% tefido con bromuro de etidio. Usando como amortiguador TBE al 1X. En la
parte superior en el carril 1 se observa el marcador de peso molecular de 100 a 300pb de
Axygen. De izquierda a derecha se encuentran los carriles: 2-4 producto de PCR de D225181 /
5-7 PRODH / 8-10 TUPLE1 / 11-12 COMT / 14-16 ZNF74 y en los carriles 4, 7, 10, 13 y 16 estan
los blancos respectivos. En la parte inferior, el carril uno es el mismo marcador de peso
molecular y de izquierda a derecha se encuentran: carriles 2-4 producto de PCR de PIK4CA / 5-
7 LZTR1 / 8-10 CAT4 / 11-12 D225936 / 13-15 VPREB y en los carriles 4, 7, 10, 12 y 15 estén los

blancos respectivos.

5.6 Cuantificacidn relativa de dosis génica por PCR en tiempo real

En este trabajo se cuantificd la dosis de 10 genes incluidos en la regidon 22q11.2 entre los
marcadores D225181 y D22593. La seleccién de los genes se basé en su relevancia
funcional, su asociacién con el fenotipo y en una revisién de la literatura. Se incluyeron 2
genes cuyos productos codifican para enzimas metabolizadoras de neurotransmisores
(COMT y PRODH); 3 genes, cuyos productos son factores de transcripcidon que participan

en el neurodesarrollo (ZNF74, TUPLE1 y LZTR1) y cuya disfuncion puede ser relevante en el
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fenotipo de los trastornos psiquidtricos; ademas se incluyeron a los genes PIK4CA, CAT4 y
VPREB, cuyos productos codifican para una cinasa de fosfatidil inositol, un transportador
de aminoacidos catidnicos y un receptor de células B de estadios tempranos,

respectivamente.

Tabla 2. Caracteristicas de los oligonucleétidos empleados para la PCR en tiempo real.

Oligonucleétido Secuencia (5°-3") Tamaio Tm
(pb) (°C)

D22S181 F CAGCTCCCAAGTCTTTCCAGC 101 61.22
D225181 R CCAGGGTAGGAAACAGGTCGA 61.17
PRODH F GGGAAAGGAGAGTTCAGGCAG 101 60.34
PRODH R GCTTGTTGAATAGCCTCTGTCCTAG 61.20
TUPLE1 F GGCAAGTGCAATATTCATGTGGT 101 60.12
TUPLE1 R TCCTACACGCCTGACAAAGCT 61.71
COMT F GTGCTACTGGCTGACAACGTGAT 100 63.26
COMTR GGAACGATTGGTAGTGTGTGCA 61.13
ZNF74 F TGGCCTCCTGCTTCTTTCTTC 101 60.27
ZNF74 R CAGACACTCCAATTCATGACGAA 59.00
PIK4CA F ATGCTTGTGCGACGCAGAC 101 61.67
PIK4CA R CCTCAGCCATGTTGACTCAGC 61.28
LZTR1 F TCATCATGGATGTGTACAAACTGG 103 59.06
LZTR1 R AGCACGTTCTGCAGGTCCAC 63.00
CAT4 F TACCTGGGCTTCTTGGATGG 101 59.08
CAT4R AAGACAAGCACGCAGCCTATG 61.28
D225936 F TGGCAGCCAGTTTAGTATTCTGC 101 61.18
D225936 R TTGTAATCAAGTCCCGCCACT 59.65
VPREB F CGACCATGACATCGGTGTGT 103 60.39
VPREB R CTGGCTCTTGTCTGATTGTGAGA 60.31
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El cambio de fluorescencia en el transcurso de la reaccién se mide con un instrumento que
contiene un termociclador y un detector de fluorescencia. Graficando fluorescencia vs
numero de ciclos. El instrumento de PCR en tiempo real genera una grafica de
amplificacién que representa la acumulaciéon del producto en el transcurso de toda la

reaccion de PCR.

Tabla 3. Cantidades de cada reactivo para la PCR en tiempo real de los diez genes de interés.

Para cada gen de interés

SYBR green master mix 5

Oligonucledtido sentido (10 uM) 0.4
Oligonucledtido antisentido (10 uM) 0.4
Agua cbp 10 pL 3.2

Pasos de la PCR en tiempo real:

1. Desnaturalizaciéon. Se usan temperaturas altas de incubacién para separar la
molécula de DNA de doble cadena, en cadenas sencillas. La temperatura mas alta
gue puede soportar la polimerasa usualmente es 95°C.

2. Alineamiento. Durante esta etapa, las secuencias complementarias tienen la
oportunidad de hibridar, asi que una temperatura apropiada es usada en base a la
temperatura de disociacion (Tm) de los oligonucleétidos.

3. Extension. De 70°C a 72°C la actividad de la DNA polimerasa es dptima vy la
extensién de los oligonucleétidos ocurre a una tasa de 100 bases por segundo.

Para la reaccién de PCR TR de los genes de referencia, se utilizaron los siguientes

reactivos:
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Tabla 4. Cantidades de cada reactivo para la PCR en tiempo real de los genes de referencia.

Para el gen enddgeno (GAPDH, ASH, RNAsa P)

Reactivo Cantidad (uL)

SYBR green master mix 5
Oligonucleodtido sentido (10 uM) 0.3
Oligonucledtido antisentido (10 uM) 0.3
Agua cbp 10 pL 3.4

Los oligonucleétidos utilizados fueron descritos anteriormente por (Weksberg et al 2005),
y son los contenidos en la Tabla 2. El programa empleado para la PCR-TR para todos los

genes de laregién 22q11.2 analizados y los genes de referencia se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Programa de ciclaje para la amplificacion de los genes de interés mediante PCR-TR en un

equipo STEP ONE (AB).

1. Desnaturalizacion inicial 95 °C 10 min

2. Desnaturalizaciéon 95 °C 3 seg

3. Alineamiento/elongacion jEie 30 seg

4. Se repiten pasos 2-3 por 40 ciclos

5.6.1 Cuantificacién relativa.

En este tipo de cuantificacidn, es necesario incluir una referencia activa de amplificacién,
la cual se refiere a la amplificacién de un blanco diferente de expresion constitutiva
(constante), monocopia a partir de la misma muestra de DNA, bajo las mismas
condiciones experimentales. El valor obtenido del gen de interés, se divide entre el valor
obtenido para la referencia activa para normalizar los resultados y asegurar que las

variaciones observadas, sean en realidad debidas a cambios en el genotipo y no a cantidad
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variable de muestra afiadida entre dos ensayos. Los genes de referencia utilizados fueron
el gen que codifica para la gliceraldehido-3- fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y el gen de la
albumina sérica humana (ASH). Una vez normalizado el resultado con respecto a la
referencia activa, este valor se divide entre el valor de otro ensayo elegido como
calibrador (controlo sano) lo que resulta en un orden de magnitud con respecto al

calibrador.

Se utilizé el método de cuantificacién de AACy, (Cy= ciclo umbral: el nimero de ciclo en el
cual la fluorescencia alcanza el umbral de deteccidn), en donde es necesario construir una
curva de rango dindmico para el gen blanco y el control endégeno y obtener el ACy (Cy
gen de interés — Cy control endégeno) para cada uno de los puntos. Este ACy se grafica vs
la concentracion de cada uno de los puntos, y la linea obtenida debe tener una pendiente
menor o igual a 0.1, la cual valida la utilizaciéon del método de AC; que requiere que la
eficiencia de amplificacion de ambos genes (enddgeno y blanco) sea la misma.

Una vez validado este método ya no es necesario efectuar curvas patrén para ensayos

posteriores, directamente se aplica la formula 2784

ACi=Ct gen de interés — C; gen enddgeno

Gen de interés: es el gen que nos interesa cuantificar (COMT, PRODH, TUPLE etcétera)
Gen endégeno: es el gen de expresidn constitutiva cuyos niveles no cambian en las
condiciones experimentales usadas (GAPDH, ASH) y necesariamente copia Unica en el

genoma diploide para el analisis de dosis génica.

AAC;=ACt muestra interés — ACy calibrador

ACt calibrador: muestra de estudio en las condiciones experimentales contra las cuales

deseamos comparar (Control sano).

-AAC
27
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5.6.2 Ensayos de PCR empleando SYBR Green.

Durante la reaccion de PCR. Al generarse una nueva molécula de DNA, ésta
inmediatamente incorpora SYBR green, que al intercalarse y ser excitado mediante una
fuente luminosa (diodo de emisién de luz o LED), genera fluorescencia, misma que sera
detectada por el equipo Step One (AB). El SYBR green es un compuesto intercalante
inespecifico que se incorpora a cualquier molécula de DNA de doble cadena, de tal forma
que si la reaccidn no esta adecuadamente optimizada, y existen productos inespecificos
de amplificacién, éstos también serdn capaces de incorporar SYBR green y afectar la

interpretacion de resultados en la cuantificacién.

El proceso de validacién para trabajar con SYBR consiste en probar que un solo producto
de amplificacion sea generado en la reaccion y que la fluorescencia registrada
corresponda a ese producto en particular y no a productos inespecificos o dimeros de
oligonucleétidos, para lo cual se efectia un ensayo de disociacién, en el cual la
temperatura se aumenta gradualmente hasta 96°C, registrando la intensidad de
fluorescencia durante este proceso. Al incrementar la temperatura, las cadenas de DNA se
desnaturalizan gradualmente, disminuyendo la intensidad de fluorescencia registrada, al
llegar a la temperatura de desnaturalizacion (melting temperature, Tm) del amplicén, la
velocidad de disociacidn se incrementa drasticamente dado que el 50% del producto de
amplificacién se encuentra desnaturalizado, la curva de amplificacién presentara un punto
de inflexion a esta temperatura. La derivada negativa dF/dT resulta en un pico el cudl
muestra la temperatura de desnaturalizacién del producto de amplificacidn presente en la
reaccidon. De esta forma una reaccion de PCR en tiempo real en la cual se utiliza SYBR
green debe validarse mediante este andlisis que debe presentar un solo pico en la grafica

de disociacién para garantizar su especificidad.

En este trabajo para el andlisis de dosis génica, cada muestra de DNA se analizé por

triplicado y en cada corrida se incluyeron controles positivos y negativos para la delecién.
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Las muestras que se emplearon como controles positivos fueron pacientes con
diagndstico clinico y molecular confirmado de sindrome de delecién de 22g11 del Instituto
Nacional de Pediatria y del Hospital Infantil de México, Federico Gomez. La dosis de estos
controles se determind con FISH empleando una sonda complementaria a la secuencia del
gen TUPLE1. El analisis de estos controles positivos mediante PCR-TR confirmé la delecidn
heterocigota de los diez genes estudiados en la muestra de referencia del INP y 8 genes
deletados en la muestra del HIMFG. Las muestras que empleamos como control negativo
para la delecién, inicialmente fue un DNA comercial masculino del Centro de Estudios de
Polimorfismos Humanos de Paris, Francia (CEPH1347-02, AB) cuyo cariotipo es normal,
segln especificaciones del proveedor. Una vez validado el método, incluimos dos
muestras de DNA del banco de controles del departamento, de quienes se conoce su
genealogia, lugar de origen, antecedentes heredofamiliares (negativos para esquizofrenia,
enfermedades psiquiatricas o neurodegenerativas). Adicionalmente, incluimos un pozo de
reaccion negativo para templado, sin DNA. En este pozo se incluia la reaccién y en lugar de
afiadir DNA, se agregaba el volumen equivalente de agua, para verificar que no hubiera
contaminacidn en nuestras reacciones.

Las muestras con resultados alterados de dosis se repitieron al menos dos veces en

ensayos independientes.

5.7 Validacion

Se estandarizaron las condiciones de PCR-TR para los 10 genes de interés y los genes de
referencia, ajustando cantidades de oligonucleétidos y evitando la formacién de dimeros
entre éstos (Tabla 3 y Tabla 4). Se realizaron diluciones seriadas y se ajustd el rango
dindamico de concentraciones de 20-50ng de DNA. En las curvas estandar de cada region

amplificada se ajusté la eficiencia de amplificacion a valores cercanos al 100% (95-110%).

En la Gréfica 1 se muestra una imagen representativa de una curva estandar para
determinar la eficiencia de amplificacién del gen COMT y del gen enddégeno GAPDH, como
parte de la validacidon del método comparativo AACs. Las curvas estdndar para cada gen

de interés y de los genes de referencia mostraron pendientes cercanas a -3.3. En la Tabla 6
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y en la Grafica 2 se muestran los resultados de la validacion de la eficiencia relativa COMT
vs GAPDH. La pendiente de la gréfica del logaritmo de la concentracidon de DNA vs ACy fue
menor a 0.1 lo que es indicativo de que la eficiencia para ambos genes fue similar y se

puede emplear el método comparativo de AACt para su cuantificacion.

Grafica 1. Grafica representativa de una curva estandar Curva para determinar la eficiencia de
amplificacion del gen COMT, y del gen endégeno GAPDH, como parte de la validacidon del método

comparativo AACt, en el cual se requiere de una pendiente cercana a -3.3 que corresponde a una
eficiencia del 100%
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Tabla 6. Datos obtenidos de la curva estandar de COMT y GAPDH para validar la eficiencia de
amplificacion de COMT vs GAPDH.

Grafica 2. Grafica de validacion Eficiencia relativa COMT vs GAPDH. Grafica comparativa entre el
gen de interés y el gen enddgeno. Se busca que la pendiente sea menor a 0.1 lo que indica que la
eficiencia de ambos genes son lo suficientemente parecidas para utilizar el método comparativo

de AACT

Adicionalmente, en cada corrida se observaron las curvas de amplificacion (Graficas 3 y 6),
se evaluaron los valores de promedio y desviacidn estandar de las tres réplicas de cada
muestra, buscando valores de desviacion menores al 10%. Asimismo, se analizaron las
curvas de disociacién y se observd un solo pico de Tm por gen amplificado. Las
condiciones de disociacién empleadas fueron con rampa de temperatura de 60°C a 95°C a
una velocidad de 0.3°C/seg para liberar lentamente el agente intercalante y se detecté la

temperatura del pico de maxima emision de fluorescencia (Graficas 4 y 7).
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6. Resultados

Grafica 3. Curva de amplificacion. Curva representativa de muestras de ESQ, donde se estudio el
gen PRODH, en el eje X se grafica el nimero de ciclos, en el eje Y se grafica la emisidon de
fluorescencia.

Grafica 4. Curvas de disociacion. Curvas representativas de muestras de ESQ, donde se estudio el
gen PRODH vs GAPDH. Se graficé la temperatura vs la emisidon de fluorescencia, el primer pico
representa la Tm del producto amplificado PRODH, el segundo pico representa la Tm del producto
amplificado para GAPDH.
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Grafica 5. Grafica de cuantificacion relativa (RQ). Grafica representativa de muestras de ESQ
donde se estudié el gen PRODH, donde se utilizd6 GAPDH como gen enddgeno para normalizar la
dosis. Muestra 1 ESQ156, Muestra 2 ESQ167, Muestra 3 ESQ175, Muestra 4 ESQ178, Muestra 5
ESQ190, Muestra 6 ESQ 216,Muestra 7 CT209 (control). Las muestras 3 y 6 presentan delecién del
gen PRODH. Entre las lineas verdes se encuentra el rango de dosis normal (0.66-1.2).

Grafica 6. Curva de amplificacion. Curva representativa de muestras de ESQ, donde se estudio el
gen PIK4CA, en el eje X se grafica el nimero de ciclos, en el eje Y se grafica la emisién de
fluorescencia.
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Grafica 7. Curvas de disociacion. Curva representativa de muestras de ESQ, donde se estudio el
gen PIK4CA, donde el pico verde representa el producto amplificado PIK4CA y el pico azul
representa el gen enddégeno ASH.

Grafica 8. Grafica de cuantificacion relativa. Grafica representativa de muestras de ESQ donde se
estudio el gen PIK4CA, donde se utilizé como gen enddgeno para normalizar la dosis ASH. Muestra
1 ESQ 181, Muestra 2 ESQ 180, Muestra 3 ESQ 179, Muestra 4 ESQ 178, Muestra 5 ESQ 176,
Muestra 6 ESQ 175, Muestra 7 ESQ 50-96, Muestra 8 ESQ 174. La muestra 6 presenta delecidn

heterocigota del gen PIK4CA. Entre las lineas verdes se encuentra el rango de dosis normal (0.66-
1.2)
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Se identificaron las temperaturas de disociacidén para cada gen amplificado, en las Graficas
4 y 7 se muestran las graficas representativas de las curvas de disociacion, donde se
grafica la temperatura vs la emision de fluorescencia, en ambas graficas se observan 2
picos, los cuales indican la Tm del gen problema y la del gen de referencia
respectivamente, al no presentarse otros picos (productos inespecificos) se comprobé la

especificidad de nuestro ensayo.

La Tm de los genes estudiados, en algunos casos se presentaba separada de la Tm del gen
enddgeno y era posible observar los picos de ambas, como es el caso de GAPDH y PRODH,
con 79 y 88°C respectivamente (Grafica 4). Sin embargo, en otros casos la Tm del gen de
interés y del gen enddgeno fueron tan cercanas que no era posible distinguir la separacion
de los picos, como el caso de D225936 y ASH, donde la Tm de ambos genes fue cercana a

los 82°C.

En las Gréficas 5 y 8 se aprecian las graficas de barras que muestran la cuantificacién
relativa de algunas muestras utilizando el método de los AACy, y en ellas se observa el
intervalo de dosis normal marcado entre lineas verdes (0.66-1.2). En ambas gréficas el

control de dosis fue la muestra nimero 7.

En la (Figura 17) se muestran los datos obtenidos para la cuantificacién relativa realizada

por el programa del equipo Step One de AB para siete muestras y un control.

Se identificaron siete casos con alteracion de dosis en la regidon 22g11.2, seis de ellos con
diagndstico clinico de ESQ y uno de TB (Tabla 7). En relacién al tamafio de la alteracion, se
observé que tres de los casos con diagndstico de ESQ presentaron delecidn de mds de un
gen, abarcando la regién tipicamente deletada en el sindrome de deleciéon 22q11.2 de
aproximadamente 3 Mb. Estos tres casos fueron identificados como: ESQ 175, ESQ 216 y
ESQ 222 (Tabla 9). El individuo ESQ 175 presentd delecién de siete de los diez genes
estudiados (PRODH, TUPLE, COMT, ZNF74, PIK4CA, LZTR1 y CAT4); mientras que el
paciente ESQ 216 presenté delecidn en ocho de los diez genes estudiados (PRODH, TUPLE,
COMT, ZNF74, PIK4CA, LZTR1, CAT4, y D225936) y el sujeto ESQ222 presentd delecion de
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nueve de los diez genes estudiados: PRODH, TUPLE, COMT, ZNF74, PIK4CA, LZTR1, CAT4,
D225936, y VPREB. En la (Figura 18) se aprecia un esquema con la localizacién de los 10
genes estudiados de la regidon 22g11.2 y marcado con lineas rojas se muestran las
deleciones de varios genes contiguos en los tres casos identificados en este trabajo. En la
misma figura, en color verde se muestra la delecién del control positivo donado por el
HIMFG, en color azul diferentes deleciones descritas en la literatura y en color naranja, la
delecién de cuatro casos que incluyé al gen ZNF74. Los tres casos con delecidn
aproximada de 3Mb fueron del género femenino y presentaron los cuadros clinicos mas
severos y con mayor numero de manifestaciones clinicas del sindrome de delecién

22q11.2.
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Tabla 7. Casos positivos para la delecion 22q11.2 y la frecuencia.

Delecion Casos DX AHF Frecuencia
(n=103) )

ESQ

ZNF74 ESQ 3.92
ESQ
B

Dx: Diagndstico, AHF: antecedentes heredo-familiares, ESQ: esquizofrenia, TB: trastorno
bipolar.

Figura 17. Imagen representativa de los resultados obtenidos por el programa del equipo Step
One de AB. Se muestra la cuantificacién relativa de 7 muestras, las mismas que se muestran en la
grafica 8.
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Figura 18. Esquema de la region 22q11.2. En esta imagen las tres lineas rojas y la linea naranja
representan los resultados obtenidos en este estudio, la linea verde representa un control, lo
reportado en la literatura se muestra en lineas azules, y se puede observar un aproximado del
tamanio de la delecidn, ademds se observan los LCR de la region 22q11.2, los 10 genes estudiados
se encuentran entre el LCR-A y el LCR-D. (Modificado de Weksberg R et al 2005)

Se determind la frecuencia de la deleciéon 22q11.2 en la muestra de pacientes mestizo-
mexicanos con ESQ, TE, TB estudiada (Tabla 7). Para ello, se tomd en cuenta a los tres
casos con delecién de varios genes contiguos como delecién mayor aproximada a 3 MB y
se obtuvo una frecuencia de 2.91%. De manera independiente se obtuvo la frecuencia de

la delecidon de ZNF74 dando un valor de 3.92% (Tabla 7).

El paciente ESQ 175 ademas de los sintomas psiquidtricos, presentd hipertrofia del
ventriculo derecho, estenosis de vdlvula pulmonar y retraso mental leve. El paciente ESQ

216 presentd, una fascies alargada, estrabismo, paladar hendido, adicionalmente a las
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caracteristicas clinicas de la delecién 22q11.2, presento fascioplastias por dedos en garra,
entre otras. El individuo ESQ 222 presentd hipocalcemia (5.84mg/dL; [8.6-10.2mg/dL]),
linfocitopenia, hipoparatiroidismo (PTH 8.8pg/mL; [12-88pg/mL]), paladar hendido
submucoso, coeficiente intelectual de 62 entre otras (Tabla 9). Estos tres casos
probablemente son de novo, debido a que ninguno presentd antecedentes
heredofamiliares de trastornos psiquiatricos al interrogatorio. Sin embargo para tener la
certeza se debe realizar el estudio molecular a los padres. En los cuatro casos restantes
con delecién, se observd la pédida de un solo gen, ZNF74 (Tabla 7); tres presentaron
diagnéstico clinico de ESQ (ESQ139, ESQ 176 y ESQ 190) y uno con TB (ESQ 183). Tres de
ellos fueron del género masculino y uno femenino (Tabla 9). El sujeto ESQ 190 no presenté
antecedentes heredo familiares, por lo que se trata aparentemente de un caso
esporadico; mientras que los otros dos individuos si tuvieron antecedentes familiares de
enfermedades psiquiatricas (ESQ 176, ESQ 183), y adicionalmente en uno habia
antecedentes de agresividad (ESQ 139). Las genealogias de los dos casos con antecedentes
de trastornos psiquiatricos se muestran en las (Figuras 19 y 20). La paciente femenina ESQ
176 con diagndstico clinico de ESQ, fue hija de un matrimonio consanguineo, presento
antecedentes de una tia por rama materna con delirios y una hermana con dos
internamientos psiquiatricos, ademds por via paterna presentd antecedentes de otros
trastornos como anorexia, drogadiccion y alteraciones del suefo y del estado de animo. El
caso ESQ 183 fue un paciente masculino con diagndstico clinico de TB y antecedentes de

un bisabuelo materno con exhibicionismo.

Adicionalmente se logré obtener la muestra de los padres del caso ESQ 222 con delecién
de 9 genes, y se analizé la dosis génica por el método ya descrito. Los resultados que se

obtuvieron fueron los siguientes:

La madre presenté dosis normal para los diez genes estudiados. El padre presentd
delecién de dos de los diez genes estudiados (PRODH y TUPLE1). Aparentemente ninguno
de los progenitores presentd rasgos fenotipicos de enfermedades psiquidtricas, de

acuerdo al médico tratante.
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Figura 19. Arbol genealégico. Arbol del caso ESQ 176 positivo con antecedentes familiares.

Figura 20. Arbol genealégico. Arbol del caso ESQ183 positivo con diagndstico de trastorno

bipolar y antecedentes familiares
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Tabla 1. Resumen de las caracteristicas clinicas de los casos con alteracion de dosis de la regién cromosémica 22q11.2.

Paciente Numero | Sexo | Diagndstico Antecedentes Tratamiento Sintomas y otras caracteristicas
(ESQ) de genes
deletados

familiares de trastornos
mentales

n 42 1/10 M ESQ Antecedentes de Clozapina Retrognatia, puente nasal prominente, alucinaciones, torpeza, paranoia.
(ZNF74) agresividad por via paterna.
48 F ESQ Tia materna con delirios. Haloperidol Microcefalia leve, retrognatia, nariz bulbosa, ideas delirantes vy
1/10 Una hermana con dos alucinaciones.
(ZNF74) internamientos por motivos
psiquiatricos.
27 M TB Posible antecedente, Litio Cursa con ciclos de mania alternadados con depresion endégena. El
1/10 bisabuelo materno con TB Clonazepam  episodio maniaco se expresa elevado en humor y con aumento de
(ZNF74) (exhibicionismo). Olanzapina cantidad y velocidad del habla y de todas las actividades psicomotoras, el
pensamiento se torna incoherente.
20 M ESQ Sin antecedentes. Olanzapina Facies alargada, asimetria facial estructural, puente nasal prominente,
1/10 Fluoxetina hipoplasia malar, manos y dedos largos. Alucinaciones auditivas (voces de
(ZNF74) Clonazepam  mujeres), exhibicionismo, ideas delirantes, alucinaciones, lenguaje vy
comportamiento desorganizado, afectividad aplanada o inapropiada.
30 F ESQ Sin antecedentes. Fluoxetina Retraso mental leve, hipertrofia del ventriculo derecho, estenosis de
7/10 Haloperidol valvula pulmonar, microadenoma hipofisiario, trastorno depresivo,
* Clonazepam  alucinaciones visuales y auditivas, ideas delirantes interpretadas como

fantasmas o duendes debajo de la cama, soliloquios, des-realizacion
(fantasmas que le hacen dafio).

23 F ESQ+TDM  Sin antecedentes. Milnacipram  Trastorno depresivo mayor con intento suicida, trastorno limitrofe de la
Mirtazapina personalidad. Probable enfermedad velo-cardio-facial. Fascioplastias por
8/10 Clonazepam  dedos en garra post-operatoria de poliposis nasal. Fascies alargada, nariz
* Risperidona piriforme, estrabismo de ojo derecho, paladar hendido submucoso.
Clozapina Estudios cardiolégicos normales. Ideas de minusvalia e ideas de muerte
con alucinaciones auditivas peyorativas y de comando con conducta
autolesiva.

17 F ESQ+TDM  Sin antecedentes. Fluoxetina, Crisis convulsivas que iniciaron a los 3 meses de edad por hipocalcemia,
Clonazepam  reinicio de crisis convulsivas a los 9 afios por hipocalcemia. Retardo en el
9/10 desarrollo de algunas funciones psicolégicas superiores lo que condiciona
* una deficiencia mental leve CI=62. Niveles bajos de hormona paratiroidea,
hiperfosfatemia, linfocitopenia y sospecha de paladar hendido

submucoso.

*Genes deletados: 7/10 (PRODH, TUPLE, COMT, ZNF74, PIK4CA, LZTR1 y CAT4), 8/10 (PRODH, TUPLE, COMT, ZNF74, PIK4CA, LZTR1, CAT4, D225936),
9/10 (PRODH, TUPLE, COMT, ZNF74, PIK4CA, LZTR1, CAT4, D225936, y VPREB). TDM (trastorno depresivo mayor)
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7. Discusion

Las alteraciones de la region cromosdmica 22g11.2 incrementan de manera substancial el
riesgo de desarrollar esquizofrenia. Aunque las micro-deleciones en esta regién han sido
estudiadas extensamente en diferentes poblaciones alrededor del mundo, poco se conoce
de su prevalencia en sujetos mexicanos con esquizofrenia. Este es el primer estudio de
prevalencia de la delecién 22g11.2 en pacientes Mestizo Mexicanos con ESQ, TE, y TB. Se
identificaron siete casos (7/103, 6.8%) con alteracion de dosis de la regién 22q11.2, cuyo
tamafio varié desde un solo gen eliminado (4/103, 3.9%) a 7-9 genes deletados (3/103,
2.9%) dentro de la regidn tipicamente deletada en el del22g11.2 DS. Estos resultados se
compararon con la frecuencia reportada para otras poblaciones. En la Tabla 9 observamos
que la frecuencia de esta delecién asociada a ESQ, puede ir de 0% en pacientes
holandeses (Hoogendoorn et al 2008) hasta un 2.35% en pacientes sudafricanos (Wiehahn

et al 2004).

Si Unicamente, se toman en cuenta los casos con deleciones grandes de la region,
entonces la frecuencia de la delecidn 22q11.2 en este estudio fue ligeramente superior
(3/103; 2.91%) a lo reportado para otras poblaciones (=2.35%) (Tabla 9). Las diferencias
observadas en la frecuencia de esta alteracion entre las diferentes publicaciones y
nuestros resultados pueden deberse a varios factores: al tamafio de la muestra de los
estudios, en parte también a la variabilidad genética interpoblacional, a los diagndsticos
clinicos incluidos en cada estudio (si incluyen o no trastornos esquizoafectivo y bipolar), y
de manera muy importante a la metodologia empleada para detectar la delecién. En la
Tabla 9 se aprecian técnicas con diferentes sensibilidades y especificidades (FISH,
marcadores polimérficos y PCR semi y cuantitativa). Resulta interesante observar que en
el estudio con mayor frecuencia de la delecién se emplearon FISH y SNP como
metodologia combinada. En el presente trabajo utilizamos PCR cuantitativa de diez genes
blanco que se distribuyen a lo largo de la regién tipicamente deletada. La sensibilidad de
esta técnica es de 10°, mayor que la del FISH (102 a 10°) (Chiang P et al1996; Kasprzyk A
et al 1997)
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Tabla 9. Frecuencia de la delecion 22q11.2 en pacientes con esquizofrenia de diferentes

poblaciones.

Poblacién Frecuencia de la Método Referencia

delecién 22g11.2

(%)

Norteamericana 2 100 FISH Karayiorgou et al., 1995

Japonesa 0.3 300 FISH Arinami et al., 2001

Inglesa 0.3 329 PCR semi-cuantitativa Ivanov et al., 2003

Sudafricana 2.35 85 FISHy SNP Wiehahn et al., 2004

Judia Ashkenazi 0.95 634 microsatélitesy SNP Horowitz et al., 2005

Holandesa 0 311 MLPA Hoogendoorn et al., 2008

Canadiense 1 234 FISH Bassett et al.,2010

Brasilefia 0.6 158 MLPA Christofolini et al., 2011

Mexicana 2.91 103 PCR cuantitativa Presente estudio

*En los estudios se incluyeron pacientes con caracteristicas del 22q11.2 DS

En el andlisis cromosémico acoplado a FISH se emplea una sonda Unica que abarca la
secuencia de un solo gen, generalmente las sondas comerciales van dirigidas contra
TUPLE1 (Vysis) o la secuencia N25. Estas secuencias vecinas se localizan en la parte
proximal de la regién tipicamente deletada, entre los LCR A y B. El Unico inconveniente de
estas sondas es que no son lo suficientemente sensibles como para detectar deleciones
pequefias (<40 kb) en 22g11.2. La técnica de FISH es de uso rutinario en la mayoria de los
laboratorios para establecer el diagndstico del 22q11.2 DS. En los individuos que cubren
los criterios clinicos del sindrome, la técnica tiene una sensibilidad del 98-99%, pero es
incapaz de detectar alteraciones proximales o distales a la sonda de FISH empleada.
Dichas alteraciones distales a la sonda y de menor tamafio pueden presentarse en

pacientes con trastornos psiquidtricos que no presenten otros sintomas relacionados con
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el 22q11.2DS. En este estudio, aunque los tres casos con delecién mayor (ESQ175, ESQ216
y ESQ222) si abarcan al gen TUPLE1, la técnica de FISH habria sido incapaz de detectar los
casos con delecién exclusiva del gen ZNF74 (ESQ139, ESQ176, ESQ183 y ESQ190) vy los
resultados habrian sido falsos negativos. De tal manera que probablemente, la frecuencia
de las deleciones pequefas o distales a la ubicacidon de la sonda en esta regién puede

estar subestimada (Michaelovsky E et al 2012).

Adicionalmente las técnicas de FISH y MLPA son mas laboriosas y requieren mas tiempo
que la técnica de PCR-TR. Por ejemplo, la técnica de MLPA podria ser mds costosa ya que
solo es de tamizaje y requiere PCR-TR u otra técnica para confirmar los resultados. En las
técnicas con microsatélites y SNP se requiere mayor densidad de marcadores genéticos

(Bittel DC et al 2009).

La técnica de PCR-TR cuantitativa empleada en el presente trabajo mostré alta
sensibilidad y especificidad. Inicialmente, en el control positivo donado por el HIMFG se
utilizé FISH empleando como sonda el gen TUPLE1, al realizar la cuantificacion con la
técnica de PCR-TR para los diez genes estudiados en este trabajo, se pudo determinar qué
genes adicionales a TUPLE1 se encontraban deletados. El resultado de dosis mostré
delecién heterocigota de ocho de los diez genes analizados (PRODH, TUPLE, COMT, ZNF74,
PIK4CA, LZTR1, CAT4, y D225936), lo que confiere a la técnica de PCR-TR utilizada una

mayor especificidad que la técnica de FISH.

Los pacientes incluidos en el estudio fueron diagnosticados con TB, TE o ESQ por un
neuropsiquiatra del Instituto, y no se investigaron datos del sindrome de 22g11.2 DS de
manera dirigida. En el protocolo de investigacién tampoco se considerd la presencia de
datos clinicos del sindrome de delecién 22q11.2 como criterio de exclusidn. Este sesgo en
nuestro estudio podria explicar la frecuencia de delecién en la regién 22ql11.2 en
pacientes con ESQ, TB o TE mayor a la descrita en la literatura (7.21%). Si consideramos
solamente a los tres casos con delecién de mas de siete genes, la prevalencia de la
delecion en pacientes mestizos mexicanos fue de 2.91%, ligeramente mayor que lo

observado para otras poblaciones, que como se observa en la Tabla 9 oscila de 0 a 2.35%.



75

En la revisién de la bibliografia, observamos que en las muestras de los estudios
contenidos en la Tabla 9 no se buscaron intencionadamente pacientes con esquizofrenia y
con rasgos caracteristicos de 22q11.2 DS, solo tenian que cumplir criterios diagndsticos de
ESQ, independientemente del sindrome de delecion 22g11.2. En contraste, en la literatura
existen estudios que evaluaron la prevalencia de la delecién 22g11.2 exclusivamente en
pacientes con ESQ y con caracteristicas indicativas de 22q11.2 DS. De manera légica, en
estos estudios se documentaron prevalencias mayores de la deleciéon que van de 14% a
53% (Bassett AS et al 1998; Gothelf D et al 1997; Usiskin SI et al 1999). La metodologia
empleada nos permitié identificar dos casos con 22q11.2DS (ESQ175 y ESQ222) y
confirmar la sospecha clinica en un tercer paciente (ESQ216). De tal manera que se
cumplié con el objetivo particular de identificar a pacientes con el sindrome, no
diagnosticados previamente. Los resultados de la prueba molecular fueron informados al
psiquiatra tratante para el adecuado seguimiento médico de estos tres pacientes. De igual
forma se le informd al genetista para que diera el asesoramiento genético

correspondiente.

Los cuatro individuos con alteraciones de dosis de ZNF74 no mostraron caracteristicas
clinicas del fenotipo del 22q11.2 DS. Por ello, se sugiere que esta alteracidon puede estar
relacionada solo con los trastornos psiquidtricos de ESQ y TB, o ser un modificador de los
mismos. Seria interesante estudiar a los familiares de estos pacientes y confirmar esta

hipdtesis en estudios futuros con muestras de mayor tamafio.

En los casos positivos para las deleciones, se revisaron los expedientes clinicos para tratar
de establecer una correlacién fenotipo-genotipo. En los tres pacientes con delecién de
mas de siete genes (ESQ 175, ESQ 216 y ESQ 222), ademas de los trastornos psiquiatricos,
se encontraron signos o sintomas concordantes con el sindrome de la delecién 22g11.2.
Sin embargo, estos sintomas no fueron homogéneos ni constantes en los tres casos: el
sujeto ESQ 175 presentd afecciones cardiacas y un retraso mental leve, mientras que el
paciente ESQ 216 no presentd afecciones cardiacas, pero presentd estrabismo,

fascioplastias, paladar hendido submucoso, y el individuo ESQ 222 no presenté afecciones
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cardiacas ni estrabismo, solo se sospechaba de paladar hendido submucoso, presentaba
hipocalcemia a consecuencia del hipoparatiroidismo y linfocitopenia, manifestaciones
tipicas del sindrome (Tabla 8). Estas manifestaciones ponen en evidencia la gran
complejidad y expresividad variable del sindrome de delecién 22q11.2, como ha sido

ampliamente documentado en la literatura (Leana-Cox et al 1996).

Aunque se sabe que el 93% de los casos con delecidn 22g11.2 son eventos de novo, varios
grupos de investigacidn han encontrado que entre el 6 y 25% de éstos son heredados de
manera autosémica dominante (Ryan et al 1997; Matsuoka et al 1998). La mayoria de los
casos heredados provienen de madres con fenotipos neuropsiquiatricos leves.
Adicionalmente, se han identificado padres de hijos afectados, portadores de la delecién
con un fenotipo clinico minimo o asintomatico. Esta ultima situacidon parece explicar el
fenotipo asintomatico en el padre de la paciente ESQ 222, portador de una delecién
atipica en relacién al sindrome. Al aceptar participar en el protocolo, los progenitores de
la paciente ESQ 222, fueron interrogados y revisados; ninguno menciond antecedentes
familiares de ESQ u otro trastorno psiquidtrico. De acuerdo al médico tratante ninguno de
los padres presentd algun fenotipo caracteristico del sindrome de la delecién 22q11.2 o
algun trastorno psiquidtrico. Al realizar el estudio de dosis génica, identificamos dosis
normal de los 10 genes estudiados en la madre de la paciente, mientras que el padre

presentd delecidon sélo de los genes PRODH y TUPLEI.

La delecién de solo dos genes en el padre podria explicarse como un primer evento de
delecién de un caso familiar, que en un segundo evento de recombinacién desigual haya
ocasionado la delecion de los diez genes que presenta su hija ESQ 222. En el padre, la
delecién de solo dos genes no fue lo suficientemente penetrante para presentar alguna
caracteristica clinica del sindrome o de la ESQ. Este resultado contrastaria con lo que se
documenta en la literatura, donde la mayoria de los casos heredados son por via materna
(Garcia Mifaur S et al 2002; Costain G et al 2011). Sin embargo, para saber con certeza si

la deleciéon fue heredada del padre se debe comprobar que se trata del mismo
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cromosoma paterno con delecion. Para ello, deben utilizarse marcadores microsatélite de

la regién y analizarlos en ambos progenitores y la paciente.

En la literatura también se han descrito casos de mosaicismo para la delecion 22q11.2
(Halder A et al 2008), aunque han sido pocos y muy raros, las manifestaciones clinicas son
variables desde muerte prematura hasta portadores asintomaticos (Mc Donald-Mc Ginn
et al 1997; 2001). Si el padre es portador de mosaicismo queda por ser evaluado en

estudios futuros.

El sindrome de la delecidn 22g11.2 es uno de los desérdenes gendmicos mas frecuentes.
A nivel molecular la delecién 22g11.2 es de tamafio variable y puede ir desde deleciones
pequefias (el tamafio minimo aun es desconocido), hasta deleciones de aproximadamente
3Mb como los 3 casos con delecién de varios genes contiguos. En el caso de los pacientes
con 22q11.2DS, se ha reportado que hasta el 87% de las deleciones tiene un tamafio

aproximado de 3Mb (Karayiourgu M et al 2010).

Cuatro pacientes presentaron delecion de ZNF74 (ESQ 139, ESQ 176, ESQ 183 y ESQ 190).
Interesantemente, en la revisidn bibliografica del tema se observé que la mayoria de los
casos con ESQ y deleciones diferentes de la regidn 2g11.2 incluyeron al gen ZNF74
(Michaelovsky et al 2012; Bassett et al 2010). En el estudio de Michaelovsky, también se
describié un caso con una delecién rara entre ZNF74 y HIC2, distal a los LCR B-D. Los
diferentes tamafios de delecién que involucran a ZNF74, quizas podrian explicarse por la
recombinacion de los diferentes LCR de la regién.

Existe un trabajo previo donde observaron al gen ZNF74 consistentemente deletado en el
sindrome de delecion 22g11.2. (Aubry M et al 1993) reportaron que este gen estaba
deletado en 23 de 24 pacientes con 22q11.2 DS de manera heterocigota. En otro trabajo
identificaron polimorfismos de ZNF74 asociados con edad de inicio de la ESQ y mas tarde
otro grupo de investigadores propuso a este gen como modificador del trastorno (Takase

K et al 2001). El gen ZNF74 es importante en la transcripcion de genes involucrados en el
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desarrollo neuronal y en el procesamiento de RNA, por lo que se sugiere como un gen
candidato en la etiopatogénesis de trastornos psiquidtricos como la esquizofrenia y el
trastorno bipolar (Aubry M et al 1993).

De las caracteristicas clinicas que presentan en comun tres de los cuatro pacientes con
delecién de ZNF74 son la retrognatia y el puente nasal prominente, si estas caracteristicas
se deben al gen ZNF74 o a otro cercano que no se estudid en el presente trabajo, queda
aun por ser dilucidado. Probablemente a medida que se descubran los blancos especificos
de ZNF74 (DNA, RNA, proteinas) y sus funciones como regulador transcripcional y post
transcripcional, este gen adquiera relevancia como candidato en los fenotipos de
enfermedades psiquidtricas y se pueda estudiar con mayor detenimiento. De manera
interesante, la proteina ZNF74 interacciona con los productos de algunos genes (TUPLE1,

DGCR6, TBX1) de la region 22q11.2 (Takase K et al 2001).

El caso diagnosticado con trastorno bipolar, presentd delecion de ZNF74, sin embargo la
region 22g11.2 tiene alta densidad génica, y otros genes cercanos a ZNF74, como ZDHHCS,
entre otros que escaparon al analisis de nuestro ensayo, pueden estar deletados vy
contribuir al fenotipo de los trastornos psiquiatricos que abarcan un espectro que incluye
al TB. Adicionalmente, este paciente no presentd los sintomas caracteristicos de la ESQ

como delirios, alucinaciones o aplanamiento afectivo.

En la literatura se ha propuesto a ZDHHC8 como gen candidato en los fenotipos
psiquiatricos (incluyendo TB) del sindrome de delecidon 22q11, cuyo producto se involucra
en el anclaje de proteinas a la membrana celular (Karayiorgou M et al 2010). Seria
interesante analizar la dosis de este gen u otros vecinos a ZNF74 para delimitar la region
deletada en estos casos. Debido a la gran diversidad de sintomas en los trastornos
psiquiatricos y al traslape de algunos sintomas entre ellos, fue dificil llevar a cabo una
correlacién fenotipo-genotipo utilizando como criterio los diagndsticos clinicos. Ademas la
revision de los expedientes clinicos de los pacientes fue posterior al estudio genético y
dado que los pacientes fueron valorados por diferentes médicos, los datos no fueron

homogéneos y esto dificultd correlacionar ciertos parametros. Sin embargo, lo que si se
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pudo observar fue que los casos con delecion de varios genes (7-9) si presentaron mayor
numero de caracteristicas clinicas del sindrome de delecién 22q11.2 en contraste con
aquellos casos que presentaron delecion exclusiva de ZNF74, quienes solo presentaron

sintomas neuropsiquiatricos.

Dos de los cuatro casos positivos para la delecién de ZNF74 (ESQ176 y ESQ 183)
presentaron antecedentes familiares de enfermedades psiquiatricas. Si bien no tienen
antecedentes de esquizofrenia per se, presentaron trastornos psiquidtricos relacionados,
como: delirios, internamientos psiquidtricos no especificados, alteraciones del sueiio y del
animo, anorexia, drogadiccidn y exhibicionismo (Figuras 19 y 20). A pesar de observar los
antecedentes familiares positivos en ambas genealogias, es indispensable estudiar a los
progenitores y a los familiares afectados para demostrar la segregacion y determinar un
patrén de herencia. Lamentablemente, en este trabajo no se pudieron obtener las
muestras de los familiares debido a que algunas muestras se tomaron desde hace varios
afos, por lo que no fue posible localizarlos y a que algunos de los casos ya no se atienden

en el INNN.

En el arbol genealdgico del paciente ESQ-176, se observa que hay una unién
consanguinea, hecho que aumenta la probabilidad de presentar rasgos recesivos, aunque
en el caso de la delecién 22ql11.2, ésta es dominante. El hecho de que existan
antecedentes psiquiadtricos en ambas ramas, es un factor que aumenta el riesgo de

padecer trastornos psiquiatricos en su descendencia.

Estos dos casos (ESQ176 y ESQ 183) ilustran la herencia multifactorial de los trastornos
psiquidtricos, en donde al tener familiares afectados con dichos trastornos, aumenta el

riesgo de recurrencia.

Algunos de los efectos de estos genes sensibles a dosis se presentan desde edades muy
tempranas de la vida. En esta muestra, la edad promedio de los casos con alteracién de
dosis en 22g11.2 fue de 29.6 afios; es decir, se encuentran en la etapa reproductiva. Por

ello, es recomendable dar asesoramiento genético a estos pacientes para toma de
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decisiones reproductivas y también informarles que tienen un riesgo de recurrencia de
50% para su descendencia, dado por la probabilidad de que sus hijos reciban el
cromosoma con la delecién 22g11.2, por lo que en los casos familiares sigue un patrén de

herencia autosémico dominante (Costain G et al 2011).

Los tres casos con delecién de varios genes contiguos presentaron dicha delecién entre los
LCR A y LCR D lo que concuerda con lo reportado en la literatura, estos LCR confieren
inestabilidad a la regidén 22q11.2 al promover la NAHR y generar en ellos los puntos de
ruptura de dichos rearreglos. En nuestro estudio identificamos cuatro casos con delecidn
Unica del gen ZNF74 entre los LCR B y C, de estos casos atipicos son pocos los que se han
documentado en la literatura para documentar mas detalladamente este evento hace
falta estudiar mas genes entre estos LCR. Aunque si identificamos la retrognatia en tres de
los cuatro casos, las deleciones atipicas son minoria por lo que carecen de significancia

estadistica para establecer una relacién genotipo-fenotipo (Michaelowsky E et al 2012).

La mayoria de las deleciones en 22g11.2 son de novo debido a la inestabilidad gendmica
de la region (Edelmann L et al 1999). Nuestro estudio mostré 5/7 casos aparentemente
esporadicos y solo dos casos con antecedentes familiares de ESQ, lo cual concuerda con lo

reportado en la literatura (Shaikh TH et al 2000; 2001).

Las variaciones en los sitios de corte de la delecion pueden ser de utilidad para explicar las
diferencias en los mecanismos que conllevan al rearreglo cromosémico, asi como explicar
la extrema variabilidad del espectro fenotipico (Emanuel BS et al 2008). En este estudio
solo determinamos el nimero de genes en dosis heterocigota, sin determinar el tamafio
exacto de la delecién, el mecanismo o el origen de la misma. Para lo anterior, es necesario
incluir marcadores microsatélite y realizar el andlisis del DNA de los padres para comparar
los alelos paternos y maternos con los del paciente, asi no solamente se podria identificar
el defecto cromosémico y el tamafio de la delecidn, sino que también se podria definir el

origen parental de ésta cuando hubiera sospecha de segregacién del defecto.
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Identificar CNV en individuos de riesgo o en familiares de pacientes puede ser benéfico, ya
que de esta manera a los portadores de CNV se les daria un seguimiento estricto y un
tratamiento adecuado tan pronto aparecieran los sintomas. Para esquizofrenia se ha
demostrado que entre mas corto sea el periodo de psicosis no tratada, mejor es la
respuesta al tratamiento y mas alta la posibilidad (en algunos casos) de remisién completa
(Marshall M et al. 2011). Aunque uno o pocos genes pueden tener un gran impacto, es el
efecto acumulativo del desequilibrio de varios genes en la delecién lo que determina el
fenotipo completo. La presencia de modificadores genéticos adicionales (actuando en cis
o trans) y modificadores ambientales también puede contribuir a la variabilidad en los
fenotipos cognitivos y psiquiatricos del sindrome (Karayiourgu M et al 2010).

Esto ultimo explicaria, en parte, la falta de correlaciéon genotipo-fenotipo en la muestra
estudiada.

Es probable que en pocos anos, el tamizaje de CNV se convierta en una parte fundamental
del proceso diagndstico de los desdrdenes neuropsiquidtricos ya que puede ayudar a
confirmar el diagndstico clinico y permitir el diagndstico presintomatico en los individuos

en riesgo familiar (Van Den Bossche MJ et al. 2012).

Es de notar que muchas CNV asociadas con ESQ tienen un efecto de dosis de genes que
participan en el neurodesarrollo e involucran proliferaciéon neuronal, migracién neuronal o
formacién de sinapsis (Walsh T et al 2008) y en el modelo actual de la ESQ, se piensa que
los cambios tempranos en el neurodesarrollo pueden estar involucrados en la patogenia
de la ESQ (Figura 21). Este modelo tiene consecuencias importantes con respecto al
potencial para prediccidon pre-sintomatica y por ende la atenuacién, retraso o prevencién

de la psicosis asi como asesoramiento genético oportuno (Rapoport JL et al 2005).
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Figura 21. Modelo del Neurodesarrollo de la Esquizofrenia. Modelo descrito por los nuevos
descubrimientos genético-moleculares. Una o mds mutaciones de secuencia o estructurales
heredadas o de novo de uno o varios genes y actuando individual o colectivamente se propone
como el evento causal inicial. EI camino de genotipo a fenotipo es descrito como un proceso
dindmico que comienza antes o después de la concepcidon e involucra la expresidon génica
(incluyendo, pero no exclusivamente la actividad proteica) y la interaccion con el desarrollo
normal del cerebro y mecanismos de plasticidad neuronal y probablemente otros multiples
factores genéticos y no genéticos. Diferentes fenotipos finales son posibles y los factores
especificos que dictan la expresion variable teéricamente de casos con la misma carga genética
son desconocidos y pueden ser variante-especificos. Estos fenotipos resultantes pueden incluir la
esquizofrenia clinicamente diagnosticable, otros desdrdenes psiquidtricos, otras condiciones,
incluyendo desérdenes del desarrollo, o expresidon no detectable. Por ejemplo la delecién 22q11
(variante estructural amarilla) puede expresarse tanto en esquizofrenia, como en desérdenes
psiquiatricos relacionados o en otros desdrdenes del desarrollo (estrellas amarillas) (modificada de
Costain et al 2012).

Aunque los hallazgos recientes de mutaciones en esquizofrenia son fortuitos, la

disponibilidad de metodologias de secuenciacion de todo el genoma ayudara a
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sistematizar y descifrar con detalle los mecanismos genéticos que determinan el
desarrollo de esquizofrenia (Toyosima M et al. 2010).

El estudio bioquimico y molecular de los factores genéticos de los trastornos psiquidtricos
ayudard a diseflar nuevos blancos terapéuticos mas efectivos y seguros para el
tratamiento de estas entidades, especialmente de la esquizofrenia, cuya terapéutica solo
ha sido eficaz para tratar los sintomas positivos de la enfermedad, sin embargo nuevas
vias de sefializacion y modelos animales estan revolucionando esta area de estudio y
estdn logrando avances importantes en el tratamiento de los sintomas negativos vy

cognitivos de la esquizofrenia (Karam CS et al 2010).

8. Conclusiones

La metodologia de PCR-TR empleada en esta tesis permitié determinar una prevalencia de
delecién 22g11.2 de 2.91% en pacientes Mestizo Mexicanos con esquizofrenia, sin
embargo se encontraron cuatro casos que presentaron delecion de solo uno de los genes
estudiados en este protocolo, ZNF74, lo que aumenta la prevalencia incluyendo las

deleciones de menor tamano a 6.8%.

Los resultados mostraron correlacién genotipo-fenotipo en aquellos casos positivos para
delecién mayor a siete genes de la regidn 22g11.2, concordantes con el sindrome de
delecién 22g11.2. Dos de estos casos, no habian sido diagnosticados previamente y en el

tercero se confirmé la sospecha clinica del sindrome.

La presentacidn fenotipica de la ESQ, TE y TB es extremadamente heterogénea, y sus
sintomas comprometen todo un espectro psicopatoldgico con una alta variacién

interindividual. En este trabajo identificamos un caso de TB con delecién de ZNF74.

En la muestra estudiada, ningln paciente con diagndstico de trastorno esquizoafectivo

mostré delecién de algun gen en la regidn analizada.
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Las CNV mas penetrantes como la region cromosémica estudiada (22q11.2) tienen
implicaciones clinicas directas y apoyan una subclasificacion diagndstica de estos

trastornos psiquiatricos.

Este trabajo abre un nuevo campo para la busqueda de otras CNV relacionadas con las
manifestaciones fenotipicas del padecimiento y para establecer nuevos parametros de

respuesta a los agentes antipsicdticos.

9. Perspectivas

En los casos negativos para delecidén de la regiéon 22q11.2, serd necesario analizar otros

loci para CNV asociados con esquizofrenia (cromosomas 15 y 16, por ejemplo).

En los casos positivos para la delecion de 22g11.2 con antecedentes heredo-familiares,
resultaria interesante hacer el estudio de los progenitores y de los familiares en riesgo
para determinar si es una delecion heredada o de novo. Si es heredada, dar asesoramiento

genético y riesgos de recurrencia a los familiares.

En la actualidad no existen marcadores o pruebas especificas que confirmen el diagndstico
de estos trastornos psiquiatricos. En un futuro préximo, seria necesario realizar la
subclasificacién de pacientes con ESQ, TB y TE de acuerdo a resultados conjuntos de
estudios genéticos, neuroquimicos, de imagenologia (estructurales y funcionales), pruebas
electrofisiolégicas y otros métodos para identificar caracteristicas endofenotipicas que
apoyen en el diagndstico de estas entidades. Del mismo modo estas pruebas permitirian
validar nuevos blancos terapeuticos y de esta manera, a largo plazo, tener terapias

individualizadas que mejoren la calidad de vida de estos pacientes.
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