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RESUMEN DEL PROTOCOLO

En este estudio, se realiz6 la mediciéon de acido y-amino-butirico (GABA) en el estriado de asociacion
y corteza prefrontal medial, en pacientes con un primer episodio agudo de psicosis. Estas mediciones
se realizaron por medio de una técnica no invasiva: Espectroscopia por resonancia magnética de
proton (ERM'H), antes de recibir tratamiento farmacolégico y después de recibir, el mismo
tratamiento farmacolédgico, durante 4 semanas. Los pacientes fueron tratados con un solo
medicamento (antagonista del receptor D> de dopamina), y como parte del protocolo se cuantificaron
los niveles séricos de la medicacion antipsicotica. Los resultados de GABA fueron comparados con

un grupo de sujetos sanos.

Se estima que en México hay aproximadamente 1 millén de personas con esquizofrenia, con una
prevalencia poblacional estimada del 1%. Este trastorno se presenta entre los 15 y 25 afios de edad,
momento en el que el primer episodio de psicosis puede ocurrir, y su incidencia mundial por afio, se
ha estimado entre 0.16 a 0.42 por 1000 habitantes. En México se estima que el 20% los pacientes que

la padecen se encuentran severamente discapacitados por la enfermedad.

La esquizofrenia se caracteriza por la presencia de sintomas psicéticos y sintomas llamados negativos-
cognoscitivos, como son el aislamiento, la falta de motivacién, el aplanamiento emocional, la
disminucién en la capacidad de sentir placer, alteraciones en la memoria, atencién y memoria de
trabajo. La psicosis se caracteriza por una pérdida del contacto con la realidad, la presencia de ideas
irreductibles a la 16gica (delitios), alucinaciones (expetiencias perceptuales sin estimulo sensorial) y/o

conductas erraticas.

Diferentes lineas de investigacion, incluyendo estudios postmortem, estudios genéticos y de
neuroimagen, sugieren que la disfuncién del sistema y-amino-butirico (GABA) contribuye de manera
importante en la fisiopatologia de la esquizofrenia. Estas alteraciones incluyen: 1) niveles reducidos
del mensajero del acido ribonucleico (ARN) para la descarboxilasa-67 de acido glutamico, enzima
encargada de la sintesis de GABA; 2) disminucién en la densidad axonal GABAérgica (neuronas en
candelabro); 3) disminucion de la expresion genética del transportador de membrana 1 para GABA; y
4) incremento de la densidad de los receptores GABA-A. Sin embargo, el estudio de la via

GABAérgica, in vivo, en pacientes con esquizofrenia es muy escaso, debido a la falta de técnicas no



invasivas, seguras y reproducibles para su mediciéon. En este sentido, la neuroimagen se ha posicionado
como una herramienta util y confiable. Particularmente, la espectroscopia por resonancia magnética
de protén es una técnica que permite la medicion de varias sustancias en zonas especificas del cerebro.
La ERM'H permite estudiar los cambios en las concentraciones de ciertos metabolitos o
neurotransmisores, lo que a su vez puede proporcionar informacion util para la realizacion de
diagnosticos, ayudar en la eleccion de ciertos medicamentos y monitorizar la respuesta a los mismos,
de manera mas objetiva. Especificamente, la medicion de GABA es posible por medio de esta técnica.
En un estudio reciente, se logré cuantificar GABA en la corteza frontal medial de pacientes con
esquizofrenia. Este estudio, de disefio transversal, se encontraron niveles de GABA aumentados,
presumiblemente por un efecto de sobrecompensacion a la hipofuncion de los receptores a glutamato

N-metil-D-aspartato (NMDA) ubicados en las interneuronas.

Por otro lado, estudios de ERM'H que cuantificaron glutamato, un neurotransmisor excitatorio que
se encuentra en intima relacion con el GABA, en pacientes con esquizofrenia han encontrado
resultados dispares, especialmente por la heterogeneidad de los pacientes estudiados (cronicidad,
medicamentos previos). De manera reciente, nuestro grupo demostréd que los pacientes en un primer
episodio de psicosis que nunca habfan recibido tratamiento antipsicético presentaron un aumento en
los niveles de glutamato en el estriado de asociaciéon (o caudado dorsal precomisural) al ser
comparados con controles sanos. En este estudio se demuestra que los niveles de GABA, igualmente
se encuentra elevados, en las regiones estudiadas y mas ain se demuestra, por primera vez, que estos

niveles disminuyen o se “normalizan”, después de tratamiento antipsicotico efectivo.

1. INTRODUCCION
1.1 Esquizofrenia

La esquizofrenia es un trastorno mental crénico (1). Se estima que en México existen
aproximadamente 1 millén de personas con la enfermedad, habiendo una prevalencia poblacional
estimada del 1%(2). Este trastorno se presenta entre los 15 y 25 afios de edad y su incidencia mundial
por afio se ha estimado entre 0.16 a 0.42 por 1000 habitantes (3). En México se estima que el 20% los

pacientes estan severamente discapacitados por esta condicion (4).



En la actualidad se desconoce la causa de la esquizofrenia, sin embargo se ha propuesto como una
enfermedad de origen multifactorial resultado de cierta susceptibilidad genética y ambiental (5, 6). El
tratamiento convencional es mediante medicamentos que actian como antagonistas o agonistas
parciales en los receptores D23 a dopamina; sin embargo este tratamiento tiene su efecto principal
sobre los sintomas psicéticos o positivos, con un limitado efecto en los sintomas negativos (7). Por
otro lado, se ha demostrado que actuando sobre el sistema glutamatérgico es factible una mejoria

clinica de los sintomas, de forma equivalente que con un antagonista dopaminérgico (8).

1.2 Teorias dopaminérgica, glutamatérgica y GABAérgica de la esquizofrenia

La desregulacién dopaminérgica ha sido un modelo util para enlazar el efecto de los antipsicoticos con
la esquizofrenia dado que todos antipsicéticos disponibles son antagonistas o agonistas parciales del
receptor D, a dopamina. Los antipsicéticos son efectivos para tratar los sintomas psicoticos, sin
embargo, son inefectivos para detener o revertir el deterioro en términos de cognicién y funcionalidad
(sintomas negativos-cognoscitivos). Por otro lado, se sugiere que la desregulacion glutamatérgica
podria modificar el deterioro cognitivo y funcional de la esquizofrenia. Teorfas basadas en estudios en
modelos animales sugieren que la desregulacion glutamatérgica es secundaria a una anormalidad en la
neurotransmision modulada por GABA. Sin embargo, hasta la fecha el rol del glutamato y GABA es

incierto en la esquizofrenia.

1.3 Dopamina: asociada con sintomas psicoticos, pero no con sintomas negativos-

cognoscitivos.

La dopamina se ha postulado como uno de los neurotransmisores fundamentales en la fisiopatologia
de la psicosis(9, 10). Las primeras evidencias del papel de la dopamina en la psicosis fue la observacion
de que los psicoestimulantes que ocasionan liberaciéon de dopamina se asocian con la psicosis de novo
(11, 12) y pueden desencadenar un incremento de los sintomas psicoticos en los pacientes en remision
parcial(13). Asi mismo, se sabe que los antipsicoticos causan un aumento en el recambio de las
monoaminas a nivel central (14) y que todos los antipsicéticos disponibles para uso clinico se unen al

receptor D»(15-20).

Algunos estudios han mostrado que los pacientes con esquizofrenia, cuando estan con sintomas
psicoticos activos, presentan un aumento en la sintesis de dopamina(21-25), un nivel aumentado en la
dopamina sinaptica(26, 27) y un incremento en la liberacién de dopamina en respuesta a un reto

farmacoldgico con anfetamina(28, 29). Asi mismo, la administraciéon de anfetamina de manera



intermitente puede generar psicosis de novo, o bien exacerbar los sintomas en pacientes con
esquizofrenia(30-32). Este incremento en la transmision dopaminérgica tiene una relacién directa con
el receptor D> de dopamina, lo cual se ha podido corroborar mediante estudios de neuroimagen donde
se observa que es necesario bloquear este receptor, mediante antagonistas o agonistas-parciales para

producir un efecto antipsicético(19, 33).

A pesar de que la hipétesis dopaminérgica ha sido un modelo 1til para comprender y estudiar el estado
de psicosis, ésta no explica el deterioro en términos de cognicién y funcionalidad, visto desde los
primeros afios de la enfermedad. Se sabe que los antagonistas de glutamato (como la ketamina o la
feniliciclidina) inducen sintomas psicéticos y negativos-cognoscitivos mas parecidos a la esquizofrenia
que aquellos inducidos por agonistas dopaminérgicos de manera aislada(34). Se ha propuesto que este
deterioro puede ser parcialmente explicado por la toxicidad neuronal cortical secundaria al incremento
en la exposicion al glutamato(35), que a su vez podria reflejar un incremento compensatorio en la
actividad glutamatérgica cortical debido al hipo funcionamiento del receptor de N-metil-D-aspartato

(NMDA)(36).

1.4 Dopamina-glutamato: antagonistas al receptor de glutamato NMDA incrementan la

dopamina e inducen sintomas psicéticos y negativos-cognoscitivos.

La interaccion entre los sistemas dopaminérgicos y glutamatérgicos ha sido ampliamente
documentada(37-41). El efecto del glutamato sobre la liberacion de dopamina ha ocasionado
resultados contradictorios, poniendo en evidencia una funcién dual, excitadora e inhibidora, sobre la
liberacién dopaminérgica(42). Se han encontrado niveles menores de glutamato en el liquido
cefalorraquideo de pacientes con esquizofrenia(43, 44); de la misma manera, se han encontrado niveles
menores de glutamato y aspartato en el tejido cortical de estos pacientes(45). Por otro lado, en la
corteza del cingulo en los pacientes con esquizofrenia se ha encontrado un incremento de los axones
glutamatérgicos(45), probablemente como compensacion a una disfunciéon en la dindmica de la
liberaciéon del glutamato. Esta disfunciéon en la liberacién se pone en evidencia mediante una
disminucién en la liberaciéon glutamatérgica en los sinaptosomas obtenidos de la corteza de tales

pacientes(406).

Se sugiere que la desregulacion dopaminérgica podria ser una via final comuin y secundaria a una
alteracion en la neurotransmision glutamatérgica(36, 47, 48). Se piensa que la neurotransmision
dopaminérgica ocurre a través de una liberaciéon toénica y fasica. Los niveles tonicos median la

inhibicién de la liberacién fasica de dopamina, lo que a su vez, se piensa esta asociado con eventos



conductuales significativos(49, 50). Se propone que la liberacién ténica de dopamina esta regulada por
aferencias glutamatérgicas, como las provenientes de la corteza prefrontal, la amigdala y el
hipocampo(49). En este modelo, se esperarfa que una interrupcién anormal de las aferencias
glutamatérgicas indujera una disminucién en la liberacién ténica de dopamina con una desinhibicion
subsecuente de la liberacién fasica de la misma, provocando que el sistema respondiera de manera
anormal a estimulos insignificantes(51). En la actualidad, ha sido posible cuantificar 7z vivo, mediante
Tomografia por emisién de Fotén Unico (SPECT - Single Photon Emission Computed Tomography)
y Tomografia por Emisiéon de Positrones (PET - Positron Emission Tomography), la interaccion del
sistema glutamatérgico sobre el dopaminérgico(52-55), concluyendo que los antagonistas no
competitivos del receptor NMDA, como la ketamina, incrementan la liberaciéon de dopamina inducida
por anfetaminas(56), disminuyen la unién al receptor Ds en la corteza posterior del cingulo(55) y el
estriado(53, 57, 58), ademas de inducir o empeorar algunos de los sintomas psicéticos (alucinaciones
y delirios) y negativos (aplanamiento afectivo, alogia, abulia, aislamiento social) observados en la

esquizofrenia(52, 53, 55).

1.5 Acido y-amino-butirico (GABA)—glutamato: disminuciéon de GABA asociada a incremento

del glutamato y posible neurotoxicidad en esquizofrenia.

Diferentes lineas de investigacion, incluyendo estudios postmortem(59-63), estudios genéticos(64) y
de neuroimagen(65, 66), sugieren que la disfuncién del sistema y-amino-butirico (GABA) contribuye
de manera importante en la fisiopatologia de la esquizofrenia. Estas alteraciones incluyen: 1) niveles
reducidos del mensajero del 4acido ribonucleico (ARN) para la descarboxilasa-67 de acido glutamico,
enzima encargada de la sintesis de GABA(67, 68); 2) disminucion en la densidad axonal GABAérgica
(neuronas en candelabro)(69); 3) disminucién de la expresion genética del transportador de membrana

1 para GABA(70); y 4) incremento de la densidad de los receptores GABA-A(61).

Desde el punto de vista neuroquimico, se sabe que el papel de las interneuronas GABAérgicas sobre
la modulacién de las neuronas piramidales corticales-glutamatérgicas, es vital para el procesamiento e
integracién de la informacion y se especula que es precisamente esta hipofuncién de los receptores a
glutamato NMDA ubicados en las interneuronas lo que genera un estado anormal de excitacién o
desinhibicién de las neuronas glutamatérgicas corticales(306, 48, 71). Sin embargo, el estudio de la via
GABAérgica, i vivo, en pacientes con esquizofrenia es muy escaso, debido a la falta de técnicas no
invasivas, seguras y reproducibles que lo permitan. En este sentido, la neuroimagen se ha posicionado

como una herramienta tutil y confiable. Particularmente, la espectroscopia por resonancia magnética



de protén (ERM'H) es una técnica que permite la medicion de varios metabolitos en zonas especificas
del cerebro en funcionamiento. De manera reciente, se han desarrollado secuencias especificas para la

medicion confiable de GABA en diferentes regiones cerebrales(72, 73).
1.6 Tratamiento de la esquizofrenia y respuesta clinica

El tratamiento farmacoldgico de la esquizofrenia (trastornos psicéticos) se basa en antagonistas o
agonistas parciales de los receptores de dopamina(7, 74). Desde su introduccion, los antipsicoticos se
han vuelto los farmacos de primera eleccion para el tratamiento de los trastornos psicoticos(75). En
la practica clinica, el 84% de los pacientes con un primer episodio de psicosis responden de forma
satisfactoria al tratamiento después de 4 semanas(76), siendo este el tiempo necesario para una prueba
adecuada con un antipsicético(77, 78); esto debido a la necesidad de titulacién de la dosis y al tiempo
requerido para ver la maxima respuesta(79, 80). Por ejemplo, el antipsicotico risperidona requiere 28
dfas para obtener una respuesta de los sintomas psicoticos en el 70% de los pacientes con un primer

episodio de psicosis y sélo el 30% responden para el dia 14(81).
1.6.1 Tratamiento con antagonistas y agonistas parciales de la dopamina

Todos los antipsicéticos funcionan bloqueando (antagonistas) o disminuyendo (agonistas parciales) el
efecto de la dopamina en los receptores tipo D,(17, 18, 82). Esto puede sugerir que los cambios en
glutamato y GABA, después del tratamiento con un antipsicotico, se relacionan al nivel de

antagonismo sobre los receptores D, a dopamina.

Observaciones incidentales del efecto antipsicotico de la clorpromazina(83), llevaron al
descubrimiento de su accion antidopaminérgica(14); con base a ellas es que posteriormente se inicié
la creacion de farmacos disefiados con la intencién especifica de ejercer un efecto anti dopaminérgico.
De manera general, puede decirse que los antipsicéticos funcionan inhibiendo de manera competitiva
(con diferentes afinidades) la actividad de la adenilato ciclasa, estimulada por la unién de dopamina a
los receptores conocidos como D»(84). Posterior al descubrimiento de la clorpromazina surgieron
farmacos analogos a esta fenotiazina, ademas de un grupo estructuralmente distinto (butirofenonas)
donde se incluye a farmacos como el haloperidol y que actualmente se denominan antipsicéticos de
primera generacién o antipsicéticos tipicos. Este grupo de farmacos ain se usa en una gran cantidad
de pacientes, logrando disminucién de los sintomas positivos de la psicosis, pero pobre mejoria en los
sintomas negativos y cognoscitivos de la enfermedad, ademas de presentar mayor incidencia de efectos

adversos(7).



Los antipsicoticos de segunda generacion o atipicos, son llamados asi por tener un efecto terapéutico
similar a los de primera generacion, pero una menor incidencia de sintomas extrapiramidales, un
menor aumento de la prolactina y mostrar cierto beneficio en los sintomas negativos y cognoscitivos
de los pacientes a largo plazo(85). El mecanismo por el cual tiene menores efectos colaterales es aun
incierto, pero todos requieren actuar como antagonistas en el receptor D, de dopamina(86). La
mayoria de los antipsicoticos de segunda generaciéon también actian sobre algun receptor de
serotonina(87-89); sin embargo, la pura accién sobre serotonina no tiene efecto antipsicético. Un
medicamento en este grupo es la risperidona con una alta afinidad por los receptores D2 y 5SHT2, En
general, hoy se acepta que el tratamiento con antipsicéticos de segunda generacion es preferible debido

al menor riesgo de presentar efectos adversos indeseables.

De manera mas reciente, han surgido los antipsicéticos de tercera generacion, también conocidos
como ‘agonistas parciales’ del receptor D». El farmaco prototipo de este grupo es el aripiprazol. Este
antipsicotico tiene una alta afinidad a los receptores D» y presenta un mecanismo de accién diferente
al del resto de los antipsicoticos(33). El aripiprazol no es un antagonista ‘completo’, tiene una modesta
actividad agonista intrinseca sobre el receptor D2(90) y se ha etiquetado como el primer ‘estabilizador
de dopamina’(91-93). En situaciones en las que existe una alta concentracion de dopamina (por
ejemplo, en la psicosis), el aripiprazol bloquea la accién intrinseca de la dopamina, pero aun induciendo

un discreto efecto como agonista del receptor D.

Los antipsicoticos de primera y segunda generacion, como la risperidona, presentan caracteristicas
farmacodinamicas distintas de las observadas en los agonistas patciales como el aripiprazol, por lo que
el tratamiento con uno u otro grupo de fairmacos puede generar respuestas clinicas diferenciadas en
pacientes con psicosis. Para fines de este protocolo se utilizara la risperidona, cuyo efecto de accion

es el mas comun en la mayoria de los farmacos utilizados actualmente para el tratamiento de la psicosis.
1.7 Espectroscopia por resonancia magnética de proton (ERM'H)

Avances recientes en la técnica de espectroscopia por resonancia magnética de protén (ERM'H) han
hecho posible la evaluacién 7z vivo de GABA, haciendo factible su cuantificacion, de forma no invasiva

en humanos, y en una regién cerebral determinada(94-96).



Como todas las formas de espectroscopia; la espectroscopia por resonancia magnética se fundamenta
en la transiciéon de las moléculas, desde un estado de reposo a uno de excitacion y a la medicion de la
energfa liberada por la particula al volver al estado de reposo. En el caso de la espectroscopia por

resonancia magnética, la particula es el dipolo magnético dentro del ntcleo de la molécula de interés.

Cuando se colocan los dipolos magnéticos dentro de un campo magnético intenso, estos asumen
estados de alta y baja energfa; la transicion entre uno y otro estado puede ser inducida tras la aplicacion
de energfa en forma de radiofrecuencia(97). Mas atn, cada nuicleo requiere de una frecuencia especifica
para inducir la transicidon; en este caso se utiliza un estimulo de radio frecuencia especifico para
protones (‘H). En resonancia magnética, el término ‘eco’ hace referencia a la emisién de energia en
forma de una sefial electromagnética de resonancia. El ‘tiempo eco’ (TE) representa el tiempo en
milisegundos, entre la aplicacién de un pulso electromagnético a 90° y el pico de la sefial eco; este

tiempo es modificable de acuerdo a la molécula que desee estudiarse.
1.8 Trabajo previo en nuestro laboratorio con ERM'H en esquizoftenia

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado, mediante ERM'H, que el glutamato se encuentra elevado
en el estriado de asociacion (o caudado dorsal precomisural) en sujetos en primer episodio psicotico
y en alto riesgo clinico de desarrollar la enfermedad (sujetos con sintomas pre psicoticos o
prodrémicos)(98). Ademas, describimos por primera vez que los sujetos en alto riesgo clinico para
desarrollar psicosis, que posteriormente desarrollaron un episodio psicotico, presentaban mayores
niveles de glutamato (tamafio de efecto=1.4) en el estriado de asociaciéon en comparacioén con aquellos
sujetos en alto riesgo que no desarrollaron psicosis después de dos afos de seguimiento(99). En ambos

estudios se utilizo el cerebelo como region de control, no encontrandose diferencias entre los grupos.

El estriado de asociacién o estriado cognoscitivo(100) consiste en la seccidén dorsal y precomisural del
nicleo caudado y también se le conoce como neoestriado en el humano(101). Esta es una estructura
rica en aferencias y receptores D, a dopamina que es utilizada para cuantificar el efecto 7z vivo de los
antipsicoticos(102, 103). Ademas, esta region del estriado es la que establece el mayor nimero de
conexiones con la corteza prefrontal(104). Esto es de gran interés para el estudio de la esquizofrenia,
ya que la corteza prefrontal se encuentra implicada en los déficits cognoscitivos que presentan los
pacientes y con los sintomas negativos de la enfermedad. Por otro lado, la corteza del cerebelo es
ampliamente utilizada como regién de referencia por su minima (o despreciable) cantidad de

receptores a dopamina y la ausencia de aferencias dopaminérgicas(105-107). Al igual que el caudado

10



dorsal, la corteza del cerebelo es rica en células glutamatérgicas(101) y en aferencias corticales,
incluyendo de la corteza prefrontal(104). De esta forma, una de las diferencias entre el caudado dorsal
y el cerebelo son las aferencias dopaminérgicas presentes sélo en el caudado dorsal, por lo cual es
posible proponer que los cambios observados en el glutamato del caudado dorsal se podrian relacionar

con el tono dopaminérgico.

Nuestros resultados previos(98, 99) establecen de forma clara que el glutamato se encuentra
incrementado en el estriado de asociacién durante la psicosis y podria predecir la apariciéon de psicosis

en sujetos en riesgo (familiares de pacientes con esquizofrenia o sujetos con sintomas pre psicoticos).

Previo a la publicacién de este trabajo, no existian estudios longitudinales de ERM'H que midieran
GABA en el estriado de asociacién y en corteza prefrontal medial, de sujetos con un trastorno
psicotico. En este trabajo se llevo a cabo la mediciéon de GABA en pacientes durante su primer
episodio agudo de esquizofrenia, antes y después de recibir tratamiento antipsicotico. Este estudio nos
permite un mejor entendimiento de la interaccion entre glutamato y GABA con los sintomas
(psicéticos y negativos-cognoscitivos), la evolucion y la respuesta a tratamiento en pacientes durante
su primer episodio de esquizofrenia. Nuestro grupo tiene ya experiencia en la medicion, cuantificacion
y analisis de glutamato con ERM'H(98, 99) (Figura 1). Ademas, de forma reciente, estandarizamos la

medicién y el analisis de GABA en nuestro laboratorio (Figura 2).
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Las mediciones de glutamato y GABA se realizaron por medio de ERM'H, antes de recibir tratamiento
farmacologico y posterior a ello. Los pacientes fueron tratados con el antagonista del receptor D2 a
dopamina, risperidona. Esto sugiere que los cambios en glutamato y GABA, después del tratamiento,

se relacionan al nivel de antagonismo sobre dopamina.

El objetivo principal del presente estudio fue evaluar los efectos de la medicacién antipsicotica sobre
los niveles de GABA, en la corteza prefrontal y el cuerpo estriado, por medio de espectroscopia de
protén con resonancia magnética (1H MRS), utilizando un disefio de estudio que minimiza la
variabilidad dentro de los sujetos. Los grupos estudiados fueron pacientes con un primer episodio de
psicosis, que nunca hubieran recibido tratamiento antipsicotico; y las mediciones se realizaron antes y

después de 4 semanas de tratamiento. Los datos fueron comparados un grupo de sujetos de control.

2. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existiran diferencias entre los niveles de acido gama-aminobutirico, cuantificados por ERM;H en el
nucleo caudado y la corteza prefrontal medial de pacientes en un primer episodio de psicosis, antes y
después de recibir tratamiento antipsicotico efectivo, con una antagonista D2 de dopamina, por cuatro

semanas y en comparacioén con grupo de sujetos sanos?

3. OBJETIVOS Y METAS
3.1 Objetivo primario

Caractetizar, mediante espectroscopia por resonancia magnética de protéon (ERM'H), las alteraciones
en el acido gama-amino butirico, en el estriado de asociacion y la corteza prefrontal medial de sujetos
que cursan un primer episodio de psicosis, antes y después de recibir tratamiento antipsicotico

efectivo.

3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar las diferencias entre los niveles de GABA y glutamato-glutamina (Glx) en sujetos
que cursan un primer episodio de psicosis antes de recibir tratamiento en contraste con sujetos

Sanos.
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e Caracterizar si diferentes niveles de GABA y Glx previo a tratamiento, se asocian con la
respuesta farmacoldgica al tratamiento antipsicotico con un antagonista al receptor D» de

dopamina (risperidona).

e Caracterizar el cambio de GABA y GlIx asociado al tratamiento antipsicotico con un

antagonista al receptor D, de dopamina (risperidona).

3.3 Metas cientificas

Los avances y resultados preliminares de este estudio, fueron presentados en los siguientes foros:

1. Le6n-Ortiz P, de la Fuente-Sandoval C, Mao X, Reyes-Madrigal I, Rodriguez-Mayoral O,
Alvarado-Alanis P, Favila R, Solis-Vivanco R, Graff-Guerrero A, Shungu D. Alteraciones en
la regulaciéon cortico-estriatal del acido gama amino butirico en fases tempranas de la

esquizofrenia. XIX Encuentro Nacional de Investigadores de la Secretarfa de Salud. Acapulco,

Guerrero, 22-25 de octubre de 2014,

2. Leo6n-Ortiz P, de la Fuente-Sandoval C, Reyes-Madrigal F, Mao X, Rodriguez-Mayoral O,
Jung-Cook H, Solis-Vivanco R, Graff-Guerrero A, Shungu DC. 1TH MRS measurement of
brain GABA in antipsychotic-naive first-episode psychosis patients before and after 4 weeks
of antipsychotic treatment. XVth International Congress on Schizophrenia Research,
Colorado Springs, Colorado, EUA; 28 de marzo al 1 de abril de 2015. Resumen en
Schizophrenia Bulletin, 41 (Suppl. 1): S52, 2015.

e Se generd una base de datos longitudinal normativa de GABA y glutamato en controles.

e Se gener6 una base de datos longitudinal de pacientes y controles de variables

neuropsicoldgicas.

e Publicacion de 1 articulo en revistas internacionales indizadas.
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4. HIPOTESIS

Los niveles de GABA cuantificados por ERM1H, en el nicleo caudado y la corteza prefrontal medial
de pacientes en un primer episodio de psicosis se encontraran elevados al menos en un 10% en
comparacion a sujetos sanos pareados. Asi mismo los niveles de GABA disminuiran de manera
estadisticamente significativa, tras recibir tratamiento antipsicético efectivo con un antagonista D2 de

dopamina, por 4 semanas.

5. JUSTIFICACION

La esquizofrenia tiene una prevalencia del 1% en la poblacion general, afectando a un aproximado de
70 millones de personas en el mundo, de las cuales una gran parte se encuentran en paises en vias de
desarrollo como México. De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud mas del 50% de los
pacientes con esta patologia no reciben tratamiento, generando costos indirectos debido a pérdida de
productividad y la morbi-mortalidad prematura de los pacientes y cuidadores. En México se estima
que existen un millén de personas que padecen esquizofrenia y aproximadamente un 20% de ellos se
encuentran severamente discapacitados (108), algunos incluso a pesar de estar recibiendo tratamientos
antipsicoticos efectivos; en gran medida por la persistencia de los sintomas negativos y cognitivos, que
son predictores clave del nivel de funcionalidad que puede alcanzar un paciente afectado (109-112).
Se ha sugerido que una gran cantidad de sistemas y neurotransmisores estan involucrados en la
fisiopatologia de la esquizofrenia; todos los medicamentos que existen en la actualidad para su
tratamiento se centran en la acciéon antidopaminérgica. El antipsicotico mas eficaz que existe
actualmente es la clozapina, desarrollado en 1961; hasta el momento han fallado todos los intentos de
desarrollar un compuesto igualmente efectivo, libre de los efectos adversos ortostaticos y
hematologicos. No solo los compuestos dirigidos hacia los receptores D2 de dopamina han fallado en
mejorar los sintomas nucleares de la esquizofrenia en muchos pacientes, también los farmacos
dirigidos a receptores serotoninérgicos, por ejemplo alos 5-HT2A, han demostrado la misma o incluso
menor eficacia, comparados con antipsicoticos tipicos como el haloperidol (113-115).

Los estudios encaminados a comprender las vias bioquimicas y sus interacciones, son de vital
importancia para el entendimiento de la etiologfa y el curso de esta enfermedad; mas aun, a mas de

medio siglo del descubrimiento del primer antipsicotico, es necesaria la busqueda de nuevos blancos
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terapéuticos y en general la intensificacion de la investigacion sobre nuevas vias fisiopatologicas. La
neurotransmisiéon glutamatérgica y GABAérgica, ha emergido como uno de los blancos mas
prominentes en este contexto (116, 117), debido en parte a la evidencia biologica que apoya la
participacion del glutamato y el acido gama amino butirico en la etiologfa de la esquizofrenia. La
hipétesis glutamatérgica de la esquizofrenia deriva principalmente de la evidencia de que la
hipofuncién del receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA) de glutamato inducida por drogas, es capaz
de producir sintomas psicoticos similares a los vistos en la esquizofrenia (34, 36). Se piensa que la
disfuncion del receptor NMDA es particularmente importante en las células GABAérgicas, pues esta
bien establecido que la actividad de las neuronas piramidales hipocampales y neocorticales se
encuentra bajo el control regulatorio de las interneuronas productoras de GABA; sin esta inhibicion
GABAérgica, perdida o dafiada por la falta de activacion a través de receptores NMDA disfuncionales,
las sefiales excitatorias que llegan a las neuronas piramidales podrian causar una reacciéon en cadena
que genera una activaciéon cada vez mayor, generando una falta de coordinacion de los sistemas
corticales que regulan el comportamiento (118). De esta forma utilizar la cuantificacién en los niveles
de GABA y su respuesta al tratamiento antipsicotico convencional puede aportar al conocimiento de

las vias neuroquimicas asociadas a la psicosis en esquizofrenia.

6. METODOLOGIA CIENTIFICA

6.1 Disefio

Se realizé un estudio de casos y controles en sujetos que presentaron un primer episodio de psicosis
(PEP) sugestivo de esquizofrenia. Se incluyeron 28 individuos con un primer episodio de psicosis
virgenes a tratamiento antipsicético, de ambos sexos, mayores de 15 y con una escolaridad minima de
primaria. Estos sujetos fueron captados de la clinica de primer episodio psicético a cargo del
Laboratorio de Psiquiatria Experimental y de los departamentos de urgencias y neuropsiquiatria del
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez (INNN). Los datos

obtenidos se compararon con un grupo de 18 sujetos sanos pareado por edad y sexo.

6.2 Muestra clinica

Todos los sujetos del grupo de PEP cumplieron con los criterios clinicos para un trastorno psicotico

no afectivo (trastorno psicotico breve, esquizofreniforme o esquizofrenia) de acuerdo a los criterios
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de la Asociaciéon Psiquiatrica Americana(l), DSM IV-TR y corroborado con una entrevista
estructurada para la evaluacion clinica en psiquiatria — SCID-I(119). Todos los pacientes estuvieron
internados en la Unidad Emil Kraepelin, de neuropsiquiatria del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugfa. Se excluyeron aquellos sujetos que, de acuerdo a la evaluacién clinica, o a examenes de
gabinete o laboratorio, presentaron evidencia de enfermedad médica que condicionara la presencia de
los sintomas psicoticos; aquellos que hubieran recibido tratamiento farmacoldgico especifico para el
manejo de estos sintomas, que presentaran abuso y/o dependencia a sustancias en los 3 meses previos
al estudio (a excepcién de nicotina y cafeina), que utilizaran farmacos que pudieran condicionar
cuadros psicoticos (p. €j. esteroides, hormonas tiroideas, levodopa etc.) o que tuvieran implantes
metalicos y/o marcapaso que imposibilitaran un estudio de imagen por espectroscopia por resonancia

magnética de proton (ERM'H).

Los pacientes con PEP fueron evaluados mediante ERM'H durante las primeras 24-48 horas a su
ingreso y antes de recibir tratamiento antipsicotico. Asi mismo, se aplicaron las escalas: de Impresion
Clinica Global (CGI), la Escala de Sintomas Positivos y Negativos de la Esquizofrenia (PANSS) (120-
122). Posterior a estas evaluaciones, se inicid tratamiento con risperidona, de manera gradual, hasta
llegar a 3mg/dfa durante los primeros 3 dias. Esta dosis se mantuvo hasta el dia 14, los pacientes que
mostraron “gran mejoria” (reflejada por una calificacion >3 en la CGI o una disminucion =25% de la
escala de PANSS con respecto al basal) al dia 14, continuaron con la dosis mencionada hasta el final
del estudio. A los pacientes que presentaron “poca’” o “ninguna” mejoria (reflejada por una calificacion
<2 en la CGI) se les aumentd la dosis de risperidona a 4mg/difa el dia 14, o de ser necesatio a 5mg/dia
de risperidona al dia 21. Los pacientes fueron entonces reevaluados mediante ERM'H al dia 28,
momento en que les dio el alta hospitalaria. Antes de los estudios longitudinales de ERM'H se
midieron los niveles séricos de la medicacion antipsicética, de acuerdo a métodos validados en el

INNN(123), con la finalidad de corroborar el correcto apego al tratamiento.

El grupo control también fue evaluado por ERM'H en dos ocasiones, los dias 1 y 28 del estudio, con
la finalidad de establecer la variabilidad normal de las mediciones de metabolitos, a través de este

método.

16



Mg Rt

PEP =28

,,

Controles = 18 Controles = 18

Figura 3. Disefio general del estudio

6.2.1 Criterios de Inclusion de los Pacientes:

CAE S

Cumplir con criterios de psicosis de acuerdo a los criterios de la asociacién psiquitrica
americana (124) y corroborado con una entrevista clinica estructurada, SCID-I (125)

Edad de 15 a 35 afios

Ambos sexos

No haber tomado nunca medicamentos antipsicoticos

Al momento de inclusién los pacientes tuvieron una puntuacion =4 (moderadamente
enfermo) en la escala de Impresion Clinica Global (CGI)

Presencia de sintomas psicoticos agudos, cuantificados por la escala de sintomas positivos y
negativos para la esquizofrenia, PANSS (126), con un puntaje en la subescala positiva de al
menos 16 puntos, con dos reactivos calificados con al menos 4 puntos.

Tener un nivel de comprension suficiente para aceptar y consentir los procedimientos
realizados como parte del estudio.

Firmar de manera personal y voluntaria el consentimiento informado, siendo capaces de

entender la naturaleza del estudio.
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6.2.2 Criterios de Exclusion de los Pacientes:

Ser personal del sitio de investigacion o familiares de primer grado de estos.

Estar participando actualmente, o en los dltimos 6 meses en algun ensayo clinico controlado
que incluya algin producto farmacéutico de investigacion.

Contar con algun otro diagnoéstico psiquidtrico bien definido, en el Eje I (124)

Criterios diagnosticos por DSM-IV (124) de abuso o dependencia a sustancias en los 6 meses
previos al estudio (excluyendo nicotina y cafeina).

Pacientes que requirieran tratamiento farmacolégico concomitante, ademas de antipsicoticos.
Exceptuando el uso de benzodiacepinas (clonazepam).

Antecedente de enfermedad médica o neuroldgica establecida con estudios de laboratorio o
gabinete.

Antecedente de alguna condicién de dolor crénico previo y dolor agudo actual.

Tener implantes metilicos y/o marcapaso que imposibiliten un estudio de ERM'H.

6.2.3 Criterios de eliminacion de los pacientes:

A

Evento adverso severo o alteraciones en estudios de laboratorio clinicamente significativas.
Pacientes que no respondan al tratamiento farmacolégico utilizado (hasta 6 mg de risperidona).
Pacientes que suspendan el tratamiento farmacoldgico antes de 4 semanas.

Pacientes que soliciten ser retirados del protocolo de investigacion

Pacientes que durante el estudio muestres incapacidad para cooperar en el estudio de ERM'H
o en cualquiera de los procedimientos, esto incluye pacientes que a juicio del investigador
presentaran conductas agresivas.

Pacientes que mostraran algin tipo de respuesta alérgica al tratamiento farmacolégico.

6.2.4 Criterios de Inclusiéon de los Controles:

1. Edad de 15 a 35 anos

2. Ambos sexos

3. Firma de carta de consentimiento informado para su participacion en el estudio.
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6.2.5 Criterios de Exclusion de los Controles:

1. Cualquier diagnéstico en el EJE I y/o II de acuerdo al DSM-1V.

2. Antecedentes de familiares de primer grado con el diagnéstico de algun trastorno psicotico
segun criterios DSM-IV.

3. Criterios diagnosticos por DSM-IV (124) de abuso o dependencia a sustancias en los 6 meses
previos al estudio (excluyendo nicotina y cafeina).

4. Antecedente de enfermedad médica o neuroldgica establecida con estudios de laboratorio o
gabinete.

5. Tener implantes metalicos y/o marcapaso que imposibiliten un estudio de ERM'H.

6. Incapacidad para cooperar en el estudio de ERM'H.
6.3 Evaluacion clinica

Ya que la sintomatologia en la psicosis puede ser subjetiva, es complicado evaluar la severidad y
caracteristicas de la enfermedad. A través de los afios y desde la descripcion de Eugen Bleuler de las
cuatro A’s de la esquizofrenia; se han intentado disefiar distintas encuestas para la evaluacion de los
pacientes. Estas herramientas son de suma importancia ya que de la evaluacion del paciente depende
el tratamiento que se instaurara y el impacto en cada uno de los sintomas. Comunmente estos métodos
de evaluacién estan dirigidos a la presencia o ausencia de los sintomas (sintomas positivos y negativos)
e instrumentos como la PANSS (Positive and Negative Syndrome Scale) han probado ser esenciales

para la evaluacion de la severidad de los sintomas.

De manera especifica la Escala del Sindrome Positivo y Negativo (PANSS) es una escala que permite
evaluar los cambios en respuesta al tratamiento. Aunque diferentes investigadores han dado evidencia
de que los sintomas psicéticos comprenden multiples dimensiones; éstas varfan de un estudio a otro.
Miller (Miller 1996) desarrollé una entrevista semi estructurada que evalda las alucinaciones en
pacientes bajo tratamiento en 12 dimensiones valorando aspectos como frecuencia, duracion,
alteraciones del comportamiento, conviccién y que tan predecibles pueden ser los sintomas psicoticos.
En otro estudio (Carter, Mackinnon et al. 1995) se elaboré una entrevista para valorar la experiencia
alucinatoria auditiva de 365 items, evaluando frecuencia, duracién, forma, procesos cognitivos y
cuestiones psicosociales relacionadas. Existen otras escalas como el Inventario de Maudsley para la
Evaluaciéon de las Ideas Delirantes, donde se examinan ocho dimensiones de la experiencia delirante
como la conviccidn, la preocupacion y la sistematizacion; o la escala de Jones & Watson (1997) que

fue diseniada para evaluar ideas religiosas, paranoides o anoréxicas.
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6.3.1 PANSS

LLa Escala para el Sindrome Positivo y negativo de la Esquizofrenia, desarrollada por Kay y col (1987),
es una escala que mide la severidad de los distintos sintomas presentes en la esquizofrenia, y permite
evaluar los cambios en respuesta al tratamiento. Incluye 30 variables agrupadas en 3 subescalas: de
sintomas positivos, de sintomas negativos y de psicopatologia general. Tales variables son las
siguientes; delirios, alucinaciones, desorganizaciéon conceptual, excitacion, hostilidad, suspicacia,
grandiosidad, afecto aplanado, falta de espontaneidad, retirada emocional, empatia limitada, retirada
social apatica, dificultades en el pensamiento abstracto, pensamiento estereotipado, preocupacion,
ansiedad, tension, depresion, sentimientos de culpa, retraso motor, manierismos, falta de atencion,
evitacion social activa, falta de juicio, alteracion de la voluntad, falta de cooperacién, contenido inusual
de pensamiento, desorientacion, deficiente control de impulsos, preocupacién somatica. Cada variable
se califica de acuerdo a la severidad desde 1 igual a ausente, hasta 7, extremadamente severo. El punto
de corte es 60.

La validacion en México fue realizada en 150 pacientes Las diferencias entre las calificaciones positivas
y negativas forman una escala compuesta que expresa el grado de predominancia de un sindrome
sobre el otro (Fresan, De la Fuente-Sandoval et al. 2005).

La PANSS tiene criterios operacionales estrictos para conducir una entrevista clinica, definiciones
especificas para cada uno de las 30 variables, criterios de calificacion mas detallados para cada nivel de
psicopatologfa.

El coeficiente alfa de Cronbach indic6 una consistencia interna elevada de las subescalas: 0.73, 0.83 y
0.79 para las sub escalas positiva, negativa y general respectivamente.

Los indices de confiabilidad en la prueba contraprueba aplicada a pacientes que no remitieron su
sintomatologfa durante un intervalo de 3 a 6 meses, fue de 0.80, 0.68, 0.60 0 para las subescalas
positivas, negativa y de psicopatologia general respectivamente. Estudios recientes han encontrado la
confiabilidad inter observador del PANSS de 0.83 2 0.87. Tiene una correlacion elevada Con el método

de Andreasen para la valoracién de sintomas positivos (r= 0.77) y sintomas negativos.
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6.4 Espectroscopia por Resonancia Magnética de Proton (ERM'H)

Los estudios de ERM'H se llevaron a cabo en el resonador magnético de alto campo 3T (Signa Excite
HDxt, General Electric Co, Milwaukee, Wis) y con una antena en arreglo de fase y un receptor de
cabeza de 8 canales de alta resolucion (Invivo, Orlando, Flo.). Los sujetos fueron centrados a lo largo
de la linea canto meatal e inmovilizados por medio de una cinta en la frente para prevenir movimiento
durante la adquisicion.

Para la adquisicion de los espectros de GABA, se utilizé una secuencia de espectroscopia de punto
resuelto (PRESS) utilizando el método de diferencia ] editado, aplicando un pulso de inversion
selectivo a frecuencia, que evita la excitacion del pico C-3 de GABA localizado en 1.9 ppm en
adquisiciones alternadas (MEGAPRESS; TE=68 ms, TR=1500 ms, con 256 excitaciones intercaladas
con el pulso encendido de un total de 512 excitaciones).

Los espectros para la adquisicién de Glutamato se obtuvieron, usando una secuencia PRESS estandar
(TE=35 ms, TR=2000 ms, ancho espectral=5000 Hz, 4096 puntos de datos utilizados, 128 promedios
suprimidos a agua y 16 promedios no suprimidos a agua). Todos los espectros fueron adquiridos en
elementos de volumen (voxeles) centrados en el nicleo caudado dorsal derecho y la corteza prefrontal
medial

Los voxeles para la adquisicién | editada, fueron de 18 ml (2x3x3 cm) y para la adquisicion PRESS
fueron de 8 ml (2x2x2 cm). Los espectros fueron homogeneizados patra obtenetr un ancho espectral
maximo (FWHM) =12 Hz (medido en la sefial no suprimida de agua en el voxel); los espectros con
un FWHM mayor fueron excluidos para en analisis. Los voxeles fueron definidos sobre una imagen
volumétrica adquirida con secuencia T1 en proyeccion axial (SPGR, TE=5.7 ms, TR=13.4 ms,
TI=450 ms, angulo de flip=20°, FOV=25.6 cm, matriz de 256x2506, grosor del corte=1.2 mm) y
otientada sobre una horizontal de la comisura anterior (CA) a la posterior (CP). El voxel del caudado
dorsal o estriado de asociacion(100) se localizé 3 mm dorsal a la CA y el voxel de la corteza prefrontal
medial se localiz6 por delante de la rodilla del cuerpo calloso, evitando las fibras de la sustancia blanca.
Las imagenes de SPGR fueron reformateadas en vistas coronal y sagital para asegurar la colocacion
6ptima de los voxeles.

Para los estudios longitudinales de ERM'H, en sujetos sanos, se utilizaran los mismos parimetros.
Ademas, se guardaron las imagenes de la colocacion original de los voxeles en las vistas axial, sagital y
coronal, para ser utilizadas como referencia grafica, utilizando los patrones locales de los giros y los

surcos especificos de cada sujeto(127, 128).

21



6.5 Justificacion del tamafno de Muestra

La meta inicial fue de 20 pacientes y de 20 controles sanos con todos los procedimientos del estudio,
considerando una desercion aproximada del 30% de la muestra, de acuerdo a experiencia previa en
estudios clinicos longitudinales. Con un total de reclutamiento (inclusién) de 26 participantes por
grupo. Consideramos que este numero de pacientes y controles era un nimero suficiente de acuerdo
a publicaciones previas de ERM'H en controles sanos con EMTt (129). Considerando, por otro lado,
nuestros resultados preliminares en los cuales la diferencia media para glutamato entre pacientes y
controles fue del 12% en el caudado dorsal y el coeficiente de variacion (test-retest) es de ~10%, en
estudios similares de ERM'H (130). Ocho sujetos nos darin un 99% de confianza (p=0.01) para
detectar cambios con un poder del 80% estimado con la siguiente ecuacién para muestras pareadas

(http:/ /www.tufts.edu/~gdallal /sizenotes.htm): N_[(Z(a,z) +Zp)Z*ACVZJ en donde N es el tamafio de
(Bl 2y racy

muestra; Z(*/>) es el valor ctitico, en nuestro caso es 2.57; Z p es el percentil de la distribucién normal

del poder esperado (0.84 para un poder de 80%); ACV es el porcentaje de variacion test-retest; E, es el

porcentaje de la diferencia esperada (12%).

2 % 2
Por lo tanto, N=20 = 19.65 cuando: N = ((2-56+ 0-5;1) 0.17 j

6.6 Analisis estadistico

Los resultados se presentan en medias y desviaciones estandar. LLas comparaciones de las variables
sociodemograficas entre ambos grupos se realizaron con la prueba de Chi-cuadrada (x%) para las
variables categoricas y la prueba 7 de Student para las variables continuas. Para el analisis del espectro
de MEGAPRESS, se utiliz6 el dominio de frecuencia de cada resonancia ajustado a una funcion linear
de Gauss-Lorentz, utilizando el algoritmo no linear de Marquardt para cuadrados minimos, el cual se
encuentra escrito en el programa IDL8 (Exelis Visual Information Solutions, Boulder, CO). Los
niveles de GABA son expresados en razones relativas a la sefial no suprimida de agua, de cada voxel,
método que ha dado una alta confiabilidad test-retest(131). Mediante el analisis del espectro PRESS
se obtuvieron los espectros suprimidos a agua de glutamato y GABA. Estos fueron analizados
mediante el Modelo de Combinaciéon Lineal incluido en el programa LCModel, versién 6.2.1T

(LCModel Inc, Oakville, ON), el cual utiliza el método de analisis de cuadrados minimos para estimar
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las concentraciones de los metabolitos(132). Se utiliz6 para el analisis, un set base o estandar de
metabolitos (t-alanina, aspartato, creatina, fosfocreatina, GABA, glucosa, glutamina, glutamato,
glicero-fosfocolina, fosfocolina, glutation, L-lactato, mioinositol, N-acetil-aspartato, acido N-acetil-
aspartil-glutamato, S¢ylo-inositol, taurina, grupo creatina metileno, guanidinoacetato, lipidos (Lip), y
macromoléculas (MM): Lip13a, Lip13b, Lip09, MMO09, Lip20, MM20, MM12, MM14 y MM17)

incluido en el programa.

Los resultados de la medicion de metabolitos, de los sujetos estudiados que presentaron un indice de
Cramer-Rao mayor a 20% fueron excluidos. LLas imagenes volumétricas del SPGR fueron segmentadas
posteriormente en materia gris, blanca y liquido cefalorraquideo (LLCR), utilizando el programa
Statistical Parametric Mapping 8(133) (SPMS8, Wellcome Department of Cognitive Neurology,
London) y que funciona sobre la base del programa MATLAB, version R2011a (MathWorks, Natick,
Mass). Después, el tamafio y localizaciéon de cada area fueron extraidos de los encabezados del archivo
de espectroscopia para calcular el porcentaje de materia gris, blanca y LCR contenidos en el voxel, lo
que permitio la correccion de la fracciéon de LCR en todos los valores de espectroscopia(128, 134).
Los niveles de GABA, el metabolito de interés, se trasformaron logaritmicamente y se analizaron
mediante un analisis de varianza de medidas repetidas, con 1 factor intragrupo (grupo diagnostico) y
2 factores intergrupales (regiones y tiempo). Se aplicé la correccion de Greenhouse-Geisser. Para las
comparaciones dentro de los grupos, se usaron Pruebas t de muestras independientes; Para el resto de
las medidas de calidad espectral, metabolitos y composicion tisular, se usaron pruebas t de muestras
pareadas. Para el analisis de varianza de medidas repetidas, la significacién estadistica fue fijada en p
<. 05.

Se utiliz6 la correlacion de Pearson para examinar la asociacion entre las puntuaciones de la escala
clinica y los niveles de GABA para cada regién. Para el andlisis de las subescalas de la PANSS
(psicopatologia general, positivo y negativo) en el grupo de la FEP, el umbral estadistico se establecio
en p <.016 (p < 0.5/3) para controlar por comparaciones multiples. Por ultimo, se exploraron las
relaciones entre GABA y Glx entre condiciones (medicion inicial y en 4 semanas) y regiones (MPFC
y dorsal caudado). El umbral estadistico de estas correlaciones exploratorios fue fijado en p <.012 (p

<.05/4).

6.7 Aspectos éticos y de bioseguridad

Este proyecto conté con la aprobacién del comité de ética, investigacion y resonancia del INNN,
nimero 62/07. Los pacientes que no desearon participar en el estudio no tuvieron repercusiones en

la atencién que reciben en este instituto. Todos los procedimientos estuvieron de acuerdo con lo
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estipulado en: el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud. “Titulo
segundo, capitulo I, articulo 17: fracciéon II: Investigacion con riesgo minimo”, los consensos de la
Declaracion de Helsinki y el Consejo para las Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas

(CIOMS), Guias Eticas Internacionales.

6.7.1 Consentimiento informado

El investigador principal se asegurd de que los sujetos entendieran los riesgos potenciales y los beneficios
posibles de participar en el estudio. El investigador fue el responsable de responder las preguntas que los
participantes tuvieran durante su participacion y compartié, en forma oportuna, aspectos relevantes que
pudieran haber afectado la voluntad del sujeto para seguir participando en los procedimientos del
protocolo.

El consentimiento informado se utiliz6 para explicar los riesgos potenciales y los beneficios de participar.
La explicaciéon se llevé a cabo en forma simple y en términos que los participantes comprendieran. El
consentimiento también document6 que el sujeto estuviera satisfecho con su grado de comprension
acerca de los procedimientos, y documenté su deseo explicito e individual de participar en el estudio.

El investigador principal también fue responsable de incluir la firma del participante y dos testigos, en el

documento, antes de realizar cualquier intervencion que formara parte del protocolo.

7. RESULTADOS

7.1 Caracteristicas clinicas y demograficas

El nivel educativo fue mayor en el grupo control, en comparacion con el grupo de PEP (t (44) = 2.68,
p =. 01). El grupo de PEP tuvo una duracién media (DE), de psicosis no tratada de 51.89 (71.01)
semanas (rango, 1-312 semanas). E1 PEP y el grupo control fueron similares en edad, sexo, lateralidad
y uso de cannabis y tabaco. La media (DE) en la puntuacién total de la PANSS, para el grupo de PEP
fue de 104.39 (14,9) al inicio y 66.64 (17.0) después de 4 semanas de tratamiento con antipsicoticos (t
(27) = 11.72, p < 001; disminucién de la media [DE], 36% [14%]). La dosis media (DE) diaria de
risperidona, utilizada durante el estudio fue de 2.89 (1.62) mg (tabla 1). Después de 4 semanas de

tratamiento, 23 pacientes presentaron adecuada respuesta clinica y 5 no lo hicieron.
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Tabla 1.
PEP Controles Sanos

23.00 £ 6.08 23.56 £ 3.79
(rango 14-43) (rango 19-34)

Educacion (£SD) afios 14.22 + 4.05 11.39 + 2.34*

Edad (£DS) afios

Género (masc/fem) 20/8 9/9
Lateralidad (der./izq.) 28/0 18/0
Tabaco (Usado alguna vez) 7/28 1/18

Cannabis (Usado alguna vez) 1/28 0/18
Duracion de psicosis no tratada [S¥B:SrsN0J|

(£DS) semanas (rango 1-312) N/A
P,ANSS " 26.86 + 5.06 N/A
Sintomas Positivos
PANSS

+
Sintomas Negativos R B/
PANSS

+

7.2 Estabilidad de las mediciones; resultados en sujetos control

A todos los sujetos control se les realizaron 2 estudios de ERM1H, con la finalidad de valorar la
estabilidad de las mediciones en el tiempo.

Con los estudios realizados a los sujetos sanos se obtuvieron los coeficientes de correlacion intraclase
(ICC). En el caudado se asociacion, para Glx, este fue de 0.85 (p<.001) y en corteza prefrontal medial
de 0.63 (p=.02). Para el NAA, el ICC en caudado fue de 0.87 (p<.001) y en corteza prefrontal medial
de 0.83 (p<.001). De igual forma se obtuvieron los coeficientes de variaciéon (CV) de las mediciones
de los metabolitos en cada zona. El CV para la medicién de Glx en el caudado fue de 7.2% y el de

NAA de 7.8%. En la corteza prefrontal medial el CV para Glx fue de 16.7% y para NAA de 13.6%.

7.3 Niveles de GABA

El andlisis incluyendo la muestra completa, revel6 mayores niveles de GABA en la MPFC, en
comparacion con el caudado dorsal, en ambos grupos (FF (1,38) = 10.14, p =. 003). El factor tiempo
revel6 reducciones significativas de GABA, entre la medicién basal y las mediciones después de 4
semanas (F (1,38) = 7.03, p =. 012). La interaccién grupo x tiempo, fue significativa, y (F (1,38) =

7.60, p =. 009) reveld que los niveles de GABA se redujeron solamente en el grupo de pacientes
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(pacientes en PEP: diferencia de medias =. 12, p < 0001; Controles: diferencia de medias =-.002, p =.
95). Las comparaciones post hoc, revelaron que los niveles de GABA en el MPFC y en el caudado
dorsal, fueron mayores en los pacientes, comparados con los controles en la medicién basal (t (41) =
3.12,p =.003; t (42) = 2.27, p =. 029, respectivamente). Después de 4 semanas de tratamiento, hubo
una disminucién de los niveles de GABA en el grupo en PEP en el MPFC (t (24) = 2.45,p =. 02) y
se observo una tendencia a la disminucion en el caudado dorsal (t (26) = 1. 88, p =. 07).

Los niveles de GABA de pacientes en PEP no difirié de los controles después de 4 semanas de
tratamiento, en la MPFC (t (43) = 0.18, p =. 86) ni en el caudado dorsal (t (44) = 0.21, p =. 83) (Figura
1). Los niveles de GABA entre respondedores y no respondedores fueron explorados, ya que 5
pacientes no demostrados respuesta clinica después de 4 semanas de tratamiento (puntuacion de la
PANSS Total disminucién < 25% después de 4 semanas). Los niveles basales GABA fueron
significativamente superiores en el MPFC de los no respondedores (U = 20, p =. 03), mientras que
no se encontraron diferencias en el caudado dorsal, al inicio del estudio (U = 43, p =. 48). No se
encontraron diferencias entre grupos, en ninguna region, después de 4 semanas (MPFC: U = 38, p =.

29; caudado dorsal: U = 52, p =. 77, respectivamente).

Figura 1.
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7.4 Otros metabolitos

En las mediciones basales. los pacientes en PEP tuvieron niveles mas altos de Glx en el MPFC (t (41)
= 2,89, p =. 0006) y en el caudado dorsal (t (42) = 2.63, p =. 012), comparados con los controles.
Después de 4 semanas de tratamiento con antipsicoticos, no se observaron diferencias en los niveles
de Glx, en ninguna de las dos regiones, al compararlos con los sujetos sanos (MPFC, t42 =. 96, p =.
92; Caudado dorsal, t (44) =. 94, p =. 35). Se observé una tendencia a la elevacion, en los niveles de
tCre, en la MPFC (t (41) = 2.03, p =. 05) y en el caudado dorsal (t41 = 1.74, p =. 09), para el grupo
en PEP, en comparaciéon con controles, en las mediaciones basales, pero no después de 4 semanas de
tratamiento, ni en la MPFC (t (43) = 1.5, p =. 13) o el caudado dorsal (t (44) = 1,37, p =. 17). No se
observaron diferencias en los niveles de NAA o tCho entre el grupo en PEP y controles, en ninguna

region y bajo ninguna condicion (tabla 2).

Tabla 2. Medias (£SD) para cada metabolito, Composicion tisular y calidad de la espectroscopia en
las dos regiones de interés, en pacientes en primer episodio de psicosis y sujetos sanos.

Media (DE)
Basal A las 4 semanas

Primer episodio
de psicosis

Primer episodio

Grupo control L
de psicosis

Grupo control

Metabolitos de la corteza prefrontal medial

GABA/W  3.00 (0.55) x 10°* 2.56 (0.37) x 10° 2.67 (0.53) x 10°  2.64 (0.41) x 10°
Glx/W 2.44 (0.46) x 10°*  2.08 (0.34) x 10° 2.06 (0.40) x 10°  2.07 (0.28) x 10°
NAA/W 2.23(0.23)x 102 | 2.22 (0.24) x 10? 2.20 (0.17)x 102 2.22 (0.20) x 102
tCho/W 1.49 (0.21) x 107 1.44 (0.25) x 102 1.42 (0.20) x 107 1.37 (0.20) x 10?
tCre/W 1.67 (0.19) x 102 | 1.54 (0.20) x 10 1.58 (0.16) x 102 | 1.51 (0.16) x 10?
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Agua

FWHM

SNR

GABA/W

Glx/W

NAA/W

tCho/W

tCre/W

Agua

FWHM

SNR

1.58 (0.14) x 10™

1.68 (0.27) x 10

1.69 (0.31) x 10°
12

11.63 (1.97)

Calidad del Espectro
11.63 (3.14) 11.72 (2.75)
18.77 (1.29) 19.75 (1.70)

18.73 (1.22)

Metabolitos del Caudado Dorsal

2.57 (0.65) x 107

2.00 (0.38) x 10°

1.86 (0.20) x 10
1.30 (0.14) x 10?

1.44 (0.22) x 10?

1.72 (0.12) x 10™

Calidad del espectro
7.25 (1.77) 6.53 (1.55)
19.17 (2.51) 18.01 (2.03)

2.23 (0.33) x 10°
1.76 (0.22) x 10°
1.88 (0.12) x 10?
1.34 (0.20) x 10?
1.33 (0.18) x 10?

1.84 (0.39) x 10
12

2.30 (0.43) x 10°

1.83 (0.40) x 10°

1.87 (0.21) x 10”

1.28 (0.18) x 10

1.44 (0.25) x 10?

1.83 (0.45) x 10

12

7.43 (2.06)

19.52 (3.01)

COMPOSICION DEL VOXEL, % VOLUMEN

1.72 (0.32) x 10”

12.27 (3.13)

19.67 (1.71)

2.28 (0.36) x 10°
1.74 (0.25) x 10°
1.83 (0.15) x 102
1.29 (0.20) x 10?
1.35 (0.16) x 10?

1.96 (0.60) x 10
12

6.74 (1.84)

18.30 (2.66)
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Voxel corteza prefrontal medial

Sustancia gris 0.50 (0.04) 0.50 (0.03) 0.51 (0.04) 0.50 (0.03)
Sustancia
blanca 0.28 (0.05) 0.29 (0.05) 0.28 (0.04) 0.29 (0.05)
Liquido
0.21 (0.03) 0.20 (0.02) 0.20 (0.04) 0.21 (0.03)
Cerebroespinal

Voxel del Caudado Dotrsal

Sustancia gris 0.35 (0.02) 0.35 (0.03) 0.35 (0.03) 0.35 (0.03)
Sustancia
blanca 0.45 (0.05) 0.45 (0.04) 0.45 (0.05) 0.44 (0.05)
Liquido
0.19 (0.05) 0.20 (0.05) 0.19 (0.06) 0.20 (0.05)
Cerebroespinal

SD, desviacién standard; GABA, acido y-aminobutirico; Glx, Glutamato + glutamina; NAA, N-acetil-
aspartato; tCho, colina total; tCr, creatina total; W, sefial de agua; FWHM, ancho de banda; SNR, radio
sefial-ruido del pico de NAA.

* p<0.05

7.5 Composicion tisular del voxel y calidad de la espectroscopia

Las proporciones de materia gris, materia blanca o liquido cefalorraquideo en la MPFC y el caudado,
no difirieron entre los grupos. Ademas, no se encontraron diferencias de grupo en cada voxel, en los
tejidos de referencia: en la sefial de agua no suprimida, en la FWHM, ni en los valores de relacion

sefial-ruido, en condiciones basales ni en 4 semanas. Estos resultados se resumen en la tabla 2.

7.6 Relacion con medidas clinicas

Se encontraron tendencias de correlacion entre los niveles basales de GABA en la MPFC y la subescala
de Psicopatologia General de la PANSS (£(26)-.400 =, p =. 04), y entre los niveles basales de GABA
en el caudado dorsal, y las subescalas de Psicopatologia General y la Subescala Negativa (r (27) =. 454,
p =. 02; r (27) =. 407, p =. 03, respectivamente). No se obtuvo significancia estadistica, en las

correlaciones exploratorias entre cambios en los niveles de GABA, en las dos regiones y los cambios
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en las mediciones clinicas (Puntuacién Total de PANSS y subescalas positivas, negativas y

psicopatologia General).

7.7 Neurotransmisores en la region estudiada

Se encontraron correlaciones positivas en todos los participantes, entre GABA y Glx tanto en la
MPFEC (r (43) =. 431, p =. 004) y el caudado dorsal (r (44) =. 556, p < 001), en las mediciones basales.
En los pacientes en PEP, se encontré una fuerte correlacion entre los niveles de GABA y Glx, en las
mediciones basales, tanto en la MPFC (r (26) =. 518, p =. 007) (Figura 3a) como en el caudado dorsal
(r (27) =. 606, p < 001) (Figura 3b); Estas correlaciones no se encontraron en el grupo control, en
ninguna de las dos regiones (MPFC r (17).294 =, p =. 25) (Figura 3a), (caudado dorsal r (17) =-.033,
p =. 89) (Figura 3b). En todos los participantes, los niveles de GABA y Glx en la MPFC a las 4
semanas, demostraron una correlacion positiva (r (45) =. 368, p =. 02); las correlaciones, sin embargo,
se desvanecieron después de correccion para comparaciones mdultiples. No hubo correlaciones

significativas entre GABA y GIx en el caudado dorsal a las 4 semanas (r (45).249 =, p =. 10).

8. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Este estudio, tiene varias limitaciones, en primer lugar, la espectroscopia por resonancia magnética,
no permite diferencias entre los niveles de GABA, que pueden estar presentes en espacios y estructuras
especificos como la hendidura sinaptica, el GABA vesicular o participando en diversas vias
metabdlicas, en el espacio intracelular. Dos, no se llevaron a cabo mediciones séricas de los niveles de
antipsicotico, para conformar el apego al tratamiento, por lo que, no es posible afirmar que la falta de
respuesta en algunos pacientes, no se debi6 a falta de apego al tratamiento. Tres, en este estudio, no
se incluyeron evaluaciones cognitivas, por lo que no se logra evaluar la participacion de GABA en
funciones cognitivas. Cuarto, las técnicas de adquisicion de la espectroscopia usadas en este estudio,
requieren el uso de elementos de volumen (voxel) relativamente grandes, para la medicién confiable
de los niveles de metabolitos estudiados; aunque no se encontraron diferencias significativas en la
composicion de los tejidos dentro de cada voxel, la heterogeneidad de los mismos, particularmente en
el voxel del nicleo caudado (con altas proporciones de sustancia blanca y liquido cefalorraquideo),
puede confundir la interpretacién de los resultados. Finalmente, los niveles de GABA reportados, no
fueron corregidos por los niveles de macromoléculas, cuya sefial o frecuencia de resonancia en la

espectroscopia, confluye con la de GABA, siendo un potencial elemento confusor.
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9. CONCLUSIONES

En los resultados del actual estudio se documental elevaciones en las mediciones basales de los niveles
de GABA en la corteza prefrontal medial y el caudado dorsal, de pacientes en un primer episodio
psicotico, que nunca han recibido tratamiento antipsicotico. Se demuestra también que los niveles de
GABA, disminuyen o se normalizan, después de 4 semanas de tratamiento farmacolégico efectivo, en
ambas regiones. Este hallazgo apoya nuestras observaciones previas y de lograr replicar los hallazgos
en cohortes de estudio mas amplias; estos hallazgos podrian colocar a las mediciones de GABA, por
espectroscopia por resonancia magnética, como un biomarcador no invasivo de respuesta terapéutica.
No solo para farmacos antagonistas o agonistas parciales de receptores D2 a dopamina, sino también

para nuevos tratamientos moduladores de GABA o glutamato.
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