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1. ANTECEDENTES

Generalidades

Fue en abril de 1908 cuando Eugen Bleuler, mientras se encontraba en una convencion en el
hospital Charité de Berlin, utilizd por primera vez el término esquizofrenia o grupo de
esquizofrenias, para hacer referencia al grupo de sintomas clinicos que Kraepelin llamaba
como demencia precox, sin embargo, Bleuler aunque apoyaba la descripcion clinica de
Kraepelin, diferian en cuanto al pronostico, ya que decia que no necesariamente debian tener

un mal desenlace (Hoff, 2012).

Actualmente de acuerdo a la OMS, la esquizofrenia es un trastorno mental grave, que se
caracteriza por una distorsion del pensamiento, de la percepcion, las emociones, el lenguaje,
la conciencia de si mismo y la conducta. Segun la American Psychiatric Association, en su
Manual diagnoéstico y estadistico de trastornos mentales, en su 5° version, la esquizofrenia se
define como la presencia de dos o mas de los siguientes sintomas: 1) delirios, 2)
alucinaciones, 3) discurso desorganizado, 4) comportamiento muy desorganizado o
catatonico, 5) sintomas negativos; durante un periodo de un mes, donde desde el inicio del
padecimiento el nivel del funcionamiento en &ambitos como el trabajo, relaciones
interpersonales o el cuidado personal, se encuentra por debajo del nivel alcanzado

previamente.

Tiene una prevalencia de 1% de forma global, afecta a mas de 21 millones de personas en
todo el mundo. Es mas frecuente en hombres (12 millones vs 9 millones), quienes ademas
generalmente la desarrollan a una edad mds temprana. Se asocia a una discapacidad
considerable y puede afectar al desempefio educativo y laboral. Por otra parte, las personas

con la enfermedad tienen entre 2 y 2,5 veces mas probabilidades de morir a una edad
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temprana que la poblacion general; esto se debe a enfermedades cardiovasculares,

metabdlicas e infecciosas (OMS, septiembre 2015).

En México, se estima que existen mas de 500 mil pacientes con esquizofrenia. Los
requerimientos de estos pacientes son diversos: hospitalizacion en la fase aguda, uso de
medicamentos antipsicoticos de por vida, rehabilitacidon psicosocial, acciones de reinsercion

a su entorno y tratamiento familiar complementario.

Tratamiento

Debido a la cronicidad de los sintomas y las multiples recaidas, la intervencion debe contener
un enfoque multimodal, tanto con fArmacos como con terapia psicosocial con el objetivo de
reducir tanto la frecuencia y gravedad de los episodios, como mejorar la calidad de vida de
los pacientes, llevandolos a un grado de funcionalidad suficiente que les permita ser

independientes (Tandon R. et al, 2010).

La introduccion del primer antipsicotico hace mas de medio siglo, permitié a los pacientes
salir de los hospitales psiquitricos y mejorar su calidad de vida, convirtiéndose en el pilar
del tratamiento; desde entonces se han desarrollados méas de 60 antipsicéticos, clasificandolos
como farmacos de primera y segunda generacion, con la caracteristica comun de bloquear el
receptor de dopamina D2 como mecanismo de accion; de acuerdo a la afinidad por el receptor

es como se define la potencia de cada uno (Kapur S, et al., 2001).

A continuacion, se muestra una tabla con todas las familias de antipsicoticos (ver, tabla 1):

Tabla 1. Diferentes familias de antipsicoticos de primera y segunda generacion.




Primera generacion o tipicos

Segunda generacion o atipicos

penfluridol.

1. Fenotiazinas 1. Benzo (diaze o tiaze) pinas:
clozapina, olanzapina, quetiapina.
- Alifaticas: clorpromazina,
levomepromazina,
triflupromazina.
- Piperidinas: pipotiazina,
mesoridazina.
- Piperazinas: flufenazina,
perfenazina, trifluoperazina.
2. Butirofenonas: haloperidol, 2.Indolonas: aripiprazol,
benperidol. risperidona, paliperidona,
ilioperidona, ziprasidona,
sertindol.
3. Tioxantenos: zuclopentixol, 3. Benzamidas: amisulprida.
clopentixol, flupentixol.
4. Dihidroindolonas: molindona.
5. Dibenzoxazepinas: loxapina.
6. Difenilbutilpiperidinas: pimozida,




7. Benzamidas: sulpiride.

(Modificado de Tandon R. et al, 2010).

Efectividad entre los antipsicoticos.

En lo que respecta a control de sintomas positivos o desorganizacion del pensamiento
comparados contra placebo, todos muestran superioridad de respuesta, pero no existen
diferencias entre farmacos de primera y de segunda generacion. La respuesta al antipsicotico
en las primeras dos a cuatro semanas es un factor predictivo para el tratamiento a largo plazo.
Sin embargo, los antipsicdticos de primera generacion no cuentan con buena respuesta para
reducir los sintomas negativos y cognitivos, que contribuyen en gran parte la poca
funcionalidad de los pacientes, ademds, muchos de estos sintomas pueden aumentar como
producto de los efectos extrapiramidales secundarios a los medicamentos (Tandon R. et al,

2010).

En 1960, se desarrollo el primer antipsicotico de segunda generacion o atipico, la clozapina,
debido a los efectos adversos, en particular a la agranulocitosis secundaria, fue restringido su
uso, sin embargo, al disminuir las ideas suicidas, los sintomas extrapiramidales y mejorar el
control de los sintomas positivos en aquellos pacientes refractarios a tratamiento, desde ese
momento se empezd a buscar un farmaco similar a este sin los potenciales efectos adversos
antes descritos. Asi, se crearon el resto de los antipsicoticos de segunda generacion, con la
idea de que eran mas eficaces y con menores efectos adversos. Pese a la teoria antes descrita,
recientemente se ha encontrado en multiples estudios que los antipsicoticos de segunda

generacion no son mejores en el control de los sintomas positivos, ni restablecen las



funciones cognitivas alteradas en esta poblacion. (Lieberman et al., 2005; Swartz et al.,

2007).

Impacto del tratamiento farmacoldgico.

A pesar de los efectos adversos de estos fArmacos, sobre todo los motores, el principal motivo
de continuar dichos medicamentes es que, al tener un control de los sintomas positivos, en
muchos de casos les permite ingresar al campo laboral al prevenir recaidas de episodios

psicoticos e intentos suicidas (Tandon R. et al, 2010).

De acuerdo a las Guias de Practica Clinica NICE 2014, dado que no existe diferencia,
hablando de eficacia sobre los sintomas positivos, entre los antipsicoticos de primera
generacion sobre los de segunda, se recomienda al clinico escoger el farmaco de acuerdo a
las caracteristicas del paciente siempre monitorizando las dosis del firmaco; pero no retrasar

el uso de clozapina en aquellos que no han respondido a dos ensayos terapéuticos.

Teorias sobre la fisiopatogenia de la Esquizofrenia

Aun cuando no ha sido esclarecida la causa que provoca este padecimiento, no existe la duda
de que hay una compleja interaccion entra factores genéticos y el medio ambiente. Es dificil
utilizar modelos animales ya que al parecer es una enfermedad que Uinicamente se presenta
en humanos. Sin embargo, como se ha demostrado en estudios de gemelos monocigotos
adoptados, el incremento del riesgo no tiene que ver con el hecho de que el padre adoptivo
presente la enfermedad, sino con la existencia de la enfermedad en los padres biologicos y la
concordancia entre estos gemelos es del 40-50%, a diferencia de los dicigotos que es del 10-

15% (Kringlen E, 2000).



Una de las hipotesis mas aceptadas es la dompaminérgica, desde el descubrimiento de los
antipsicoticos y su efecto en el control de algunos de los sintomas de la enfermedad ésta ha
sido la més aceptada. La mayor parte de estos medicamentos bloquean al receptor D2,
proponiendo un exceso en los niveles de dopamina en la via mesolimbica como la causa de
los sintomas psicoticos; con el advenimiento de los antipsicoticos de segunda generacion y
la introduccion de la clozapina que en realidad es un antagonista débil de dicho receptor se
propuso que la disminuciéon de dopamina en la corteza prefrontal seria la causante de los
sintomas cognitivos (Goldman-Rakic PS, et al. 2004). Pese a ello, muchos de los pacientes
no responden al tratamiento, a pesar de llevar de forma adecuada y con dosis terapéuticas, lo
que llevo6 a la busqueda de otras explicaciones como la teoria del glutamato y la hipofuncion

del receptor NMDA, la teoria serotoninérgica y gabaérgica (Lahti AC, et al. 2001).

Otra de las propuestas, han sido relacionada a infecciones, incrementando el riesgo de
padecer el trastorno en aquellos nacidos en invierno derivado de la exposicidon materna a
influenza, también se ha encontrado aumento de anticuerpos a sarampion o de herpes simplex
tipo 2 en las madres de pacientes que posteriormente desarrollaron psicosis (Brown As, et al.
2010). Estas teorias conducen a estudiar el rol del sistema inmune en la fisiopatogenia de la
entidad. Se ha encontrado, una exacerbacién de la activacion del sistema inmune con
incremento de citocinas pro-inflamatorias que alteran la barrera hematoencefalica, por la
activacion constante de la microglia. Ademas, una mayor asociacidbn con ciertas
enfermedades autoinmunes como: tirotoxicosis, enfermedad celiaca y anemia hemolitica

adquirida (Eaton WW, et al. 2006).



El Sistema inmunologico en Esquizofrenia.

Generalidades.

El Sistema inmune estd conformado por una serie de 6rganos, tejidos y células por todo el
cuerpo. Sise toma en cuenta las funciones que realizan, entonces se pueden clasificar dichos
organos en primarios y secundarios. En los primeros, tienen lugar la generacion de las células
que conforman al sistema inmune (linfopoyesis). Mientras que los segundos, se encargan de
hospedar las células capacitadas funcionalmente para interactuar con microorganismos o
antigenos, atrapados por estos organos, en un entorno adecuado para que las mismas

interactiien con dichos agentes extrafios al organismo y los eliminen.

De acuerdo al tipo de respuesta, podemos clasificarlo en: innato y adquirido. El primero esta
relacionado a toda respuesta inmunolédgica, trabaja mediante patrones de reconocimiento
asociados a receptores en los microorganismos y estd presente desde el nacimiento,
permaneciendo estable durante toda la vida del individuo. Estd conformado por neutréfilos,
monocitos, macrofagos, células epiteliales, mastocitos plaquetas, adipocitos, linfocitos de
respuesta innata que responden a interleucinas y natural killers (Medzhitov R, 2013). En
cambio, el segundo brazo del sistema inmunoldgico esta en constante cambio a lo largo de la
vida de acuerdo a la exposicion de patdégenos, estd conformado por los linfocitos T y B, que
adquieren receptores durante la maduracion para respuestas especificas, denominadas
respuestas celulares a antigenos especificas, éstas se activan ante la presencia de los antigenos

ya sea externos como las alergias o internos como las enfermedades autoinmunes.

La inflamacion en el SNC tiene un papel dual: neuroproteccion o neurotoxicidad (Hohlfeld

et al., 2007). Existen varias descripciones de la asociacion entre la inflamacion cronica del
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SNC y la esquizofrenia (Anderson et al., 2013). Esta inflamacion, es mediada por citocinas
proinflamatorias, microglia, astrocitos y células de respuesta inmunoldgica invasoras, como
monocitos, macréfagos y linfocitos T o linfocitos B, una respuesta exacerbada puede generar

dafio adicional (Muller, 2014).

Existen numerosas descripciones de una asociacion entre cambios del sistema inmunologico
y esquizofrenia (Ribeiro-Santos et al., 2014). El aumento de marcadores proinflamatorios
como citocinas han sido descritos en sangre y liquido cefalorraquideo (LCF) de pacientes
con esquizofrenia. Estudios genéticos, han demostrado una fuerte asociacion de este
padecimiento y alteraciones en el cromosoma 6p22.1, una region relacionada con el complejo
mayor de histocompatibilidad y otras funciones inmunoldgicas. También, se han demostrado
alteraciones en neurotransmision serotoninérgica, dopaminérgica, noradrenérgica y
glutamatérgica con un bajo nivel de neuroinflamaciéon, que podria estar directamente
involucrado en la generacion de los sintomas de la enfermedad. Ademas, la pérdida del
volumen del sistema nervioso central y la activacion de la microglia ha sido demostrada en
la esquizofrenia por estudios de radioimagen, donde se sustenta la suposicion de la existencia

de cierto nivel de neuroinflamacion (Muller, 2014).

La microglia es el principal reservorio de citocinas proinflamatorias, como interleucina-6
(IL-6), factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) e interferon-gamma (INF-y) y puede actuar
como célula presentadora de antigeno en el SNC, comprende aproximadamente entre el 10%
y 15% de las células del SNC (Muller, 2014), es la principal linea de defensa después de
algun dafio o enfermedad convirtiéndose en el principal componente de la neuroinflamacion.
Su activacion, puede contribuir directamente a la degeneracion neuronal por la produccion

de las citocinas antes dichas y especies reactivas de oxigeno (ROS). Estas células pueden ser
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activadas por patrones moleculares asociados a dafio (DAMP’s), asi como patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMP’s). La respuesta inmunoldgica inicial de la
microglia, se da por un primer estimulo que provoca la liberacion de citocinas y otros
mediadores inflamatorios y de activacion, sin embargo, una reexposicion al mismo estimulo
esta asociado a una respuesta igual o mayor, aunque el estimulo sea mas débil. (Monji et al.,

2013).

La activacion microglial o aumento de densidad celular de microglia, ha sido sugerida en
poblaciones de individuos con esquizofrenia, obtenida en estudios post-mortem, (Steiner et
al., 2008). Las imagenes con tomografia computarizada por emision de positrones (PET) han
demostrado que existe microglia activa en pacientes con esquizofrenia dentro de los primeros
cinco afos de inicio de la enfermedad o en estado de psicosis agudos (Van Berckel et al.,
2008). La activacion prolongada de la microglia, puede llevar a apoptosis neuronal y dafio
cerebral (Block et al., 2005). Lo que sugiere, que este trastorno mantiene durante los afios

iniciales un estadio neurodegenerativo.

Receptores dopaminérgicos y el transportador de dopamina, en linfocitos de sangre

periférica.

Aunque la etiologia y la fisiopatologia de la esquizofrenia no han sido descritas por completo,
una de las teorias mas aceptadas es la dopaminérgica, que propone un aumento en la actividad

del neurotransmisor como causante del trastorno.

Los receptores de dopamina se dividen en dos grupos; los pertenecientes a la familia D1 (D1

y D5) y la familia D2 (D2, D3 y D4). La familia de los D2, se ha relacionado a la hipdtesis
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dopaminérgica (Ilani et al., 2001). Los estudios en cerebros postmortem de pacientes con
esquizofrenia, donde se ha intentado medir la expresion de los receptores dopaminérgicos
por medio de radioligandos o cuantificacion de RNAm, han demostrado pérdida de D3 en la
corteza parietal y motora, disminucion de D3 y D4 en la corteza orbitofrontal y un aumento
de D4 en nucleo estriado, pero la densidad de D2 permanece sin cambios en esas regiones.

(Schmauss et al., 1993; Meador-Woodruff et al., 1997).

- Estudios con radioligandos

Los primeros estudios que compararon pacientes con esquizofrenia con controles sanos, por
medio de antagonistas dopaminérgicos como ligandos, en linfocitos de sangre periférica se
realizaron en la década de 1980, demostrando que hay una mayor unioén del ligando a los
linfocitos en los pacientes con el padecimiento que en los controles (Bondy et al., 1984 y
1985). Sin embargo, mucho se discutié sobre si estos sitios a los que se unia el ligando eran

especificos para dopamina.

- Estudios con RNAmM

Estudios mas recientes, se han llevado a cabo en células mononucleares de sangre periférica.
En 2001, se realizé uno de los primeros estudios midiendo la expresion de RNAm en
linfocitos de sangre periférica de 14 sujetos con diagnostico de esquizofrenia, tres de los
cuales no tienen tratamiento farmacologico, comparados con 11 controles sanos; encontrando
un aumento de 2-7 veces mas de los niveles de D3, pero no de D4 en linfocitos. No se observo

expresion de otros receptores, ni cambios de los resultados por la presencia del tratamiento
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farmacoldgico, debido a que los tres pacientes sin tratamiento farmacoldgico mostraron un
patron de expresion del receptor igual a aquellos que si recibieron tratamiento (Ilani et al.,

2001).

Alrededor de esas fechas, se llevo a cabo otro estudio en Corea que incluia 87 pacientes con
esquizofrenia. En esta poblacion se incluian pacientes con mas de 3 afios de tratamiento, sin
medicamento por mas de 3 meses y pacientes virgenes que fueron comparados con 31
controles sanos pareado por edad y sexo. Realizaron mediciones de RNAm para D3 y D5 en
linfocitos de sangre periférica; de acuerdo a sus resultados, hay un aumento de la expresion
de D3 en pacientes virgenes y sin tratamiento, comparados con los controles y con
tratamiento farmacologico. No se observaron diferencias estadisticamente significativas de
D5 en pacientes sin tratamiento comparados con los controles. Adicionalmente, los pacientes
virgenes y sin tratamiento, fueron separados de acuerdo al nivel expresion del receptor D3,
aquellos que tenian mas de dos desviaciones estandar correlacionaban con un mayor puntaje
en el BPRS (Brief Psychiatric Rating Scale) inicial. A las 8 semanas del inicio de tratamiento
antipsicotico en aquellos que no tenian, se observo una disminucion en la densidad del

receptor, pero siempre por arriba de los controles (Kwak, YT et al., 2001).

Estos hallazgos, fomentaron la teoria de que el cambio de los receptores dopaminérgicos
cerebrales también se veia reflejado en linfocitos de sangre periférica. Sin embargo, el uso
de células mononucleares de sangre periférica para el analisis de la expresion de los
receptores cuenta con una limitacion importante, ya que la poblacion celular se divide de
forma inicial en linfocitos y monocitos; secundariamente los linfocitos se subdividen en B,

T y natural killer, que son funcionalmente diferentes y no se puede asumir que la expresion
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de los receptores sera igual en diferentes lineas celulares, por lo tanto, se han empezado a

estudiar poblaciones especificas.

En 2005, el Instituto de Biotecnologia Thurgau en Suiza, analizd la expresion de RNAm
receptores dopaminérgicos, por medio de PCR-TR, en 12 voluntarios sanos en las siguientes
poblaciones celulares: neutrofilos, monocitos, células B, natural killers CD4+-T y CD8+-T.
Se encontr6 que D1 y D2 no se expresaron, en ninguna de las poblaciones celulares
estudiadas. Por otra parte, D3 y D4 si se observaron en leucocitos, el primero especificamente
en natural killers, T-CD4+ y T-CD8+; el segundo en T-CD4+. Posteriormente, se parearon
los controles con diez pacientes con esquizofrenia en control por medio de firmacos
(antipsicoético sin importa cual fuera), observando una mayor expresion de ambos receptores

en T-CD4+ en los pacientes con esquizofrenia (Boneberg et al., 2006).

- El transportador de dopamina.

Por otra parte, el transportador de dopamina (DAT), que es una glucoproteina de 80 kD,
perteneciente a la familia de transportadores dependientes de Na*/Cl-, aunque esta presente
en corteza frontal, estriado e hipotdlamo, las areas de concentracion son las vias
mesolimbicas y mesocortical (Little KY, et al.1995), también ha sido estudiado como un
probable marcador temprano del trastorno. Primero se demostrd que en controles sanos se
encuentran patrones similares de expresion en tejido cerebral y en linfocitos periféricos
(Amenta F, et al. 2001; Mill J, et al. 2002). En 2010, se propuso al DAT como un marcador
de efectos adversos a los antipsicoticos y se empezo a estudiar a D2, con la idea de que es
¢éste el receptor blanco de la mayor parte de los antipsicoticos. En China, se estudiaron 52

pacientes, tanto resistentes a tratamiento, como primeros episodios o pacientes que tenian por
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lo menos un mes de haber suspendido el medicamento; estos grupos fueron comparados
contra 30 sujetos sanos. Los niveles de RNAm de DAT, fueron significativamente mas altos
en pacientes que en los controles y esta relacion se mantuvo entre los primeros episodios y
en pacientes sin tratamiento en comparacion con los pacientes resistentes a tratamiento. Pero,
no se encontrd diferencia en la expresion de D2, entre la duracion en afios de la enfermedad,

con los niveles de RNAm de DAT (Liu, L, et al. 2010)

- Estudio de receptores serotoninérgicos en sangre periférica.

Serotonina es un neurotransmisor ampliamente distribuido en el sistema nervioso central, en
los ultimos afos se ha aceptado la teoria de una disfuncidon en este neurotransmisor agregado
a dopamina, motivo por el cual es una de los blancos terapéuticos en los antipsicoticos de

segunda generacion.

Debido a las similitudes tanto morfolégicas como bioquimicas entre los sinaptosomas del
receptor 5S-HT de las plaquetas con los del sistema nervioso, las primeras han sido utilizadas
como un reflejo del segundo (Pletscher, 1988). En 1994, se clond la secuencia de nucléotidos
del DNACc para el receptor 5-HT2a de las plaquetas en humanos, encontrando una secuencia
idéntica a la reportada para la corteza frontal, excepto por el nucléotido 120 (Cook et al.,
1994). De forma similar, se demostrd que el sitio de recaptacion de serotonina en las
plaquetas era semejante al transportador cerebral (Lesch et al., 1993). Esto llevo a la
propuesta de que los receptores serotoninérgicos en plaquetas pueden ser un reflejo de los
receptores cerebrales, y que podrian servir en el estudio de los padecimientos

neuropsiquiatricos.
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En el 2000, en Tailandia se llevd a cabo un estudio con 31 pacientes con esquizoftrenia,
separados por el grupo de antipsicOtico que estaban recibiendo, 6 sin tratamiento y 20
controles. Por medio del ligando [*H]speridone, se encontrd mayor captacion del mismo en
plaquetas de pacientes sin tratamiento, que aquellos en tratamiento farmacologico y que los
controles. Se demostré una mayor densidad de receptores 5-HT2a en el primer grupo, la cual
disminuia a las cuatro semanas del inicio del farmaco (Govitrapong, P et al., 2000). Estos
mismos autores, en 2002 realizaron mediciones del transportador de serotonina en plaquetas
de 42 pacientes con esquizofrenia, 6 de los cuales eran virgenes a tratamiento por medio del
radioligando [*H]imipramina, observando los mismos resultados que con el receptor de

serotonina (Govitrapong, P et al., 2002).

Sin embargo, las Uinicas investigaciones realizadas en linfocitos de sangre periférica muestran
resultados negativos. En Brasil, en 2012, se compararon 40 pacientes hospitalizados con
esquizofrenia contra 40 controles pareados por edad y sexo; sin encontrar diferencias en la
expresion de receptores serotoninérgicos, ni del transportador de dicho receptor en células T-
CD8 y T-CD4, mientras que los resultados de los niveles de receptores dopaminérgicos

fueron similares a los antes descritos (Brito-Melo, GE. et al., 2012).

Por lo tanto, podemos concluir que no contamos con suficiente evidencia de la correlacion
de la expresion de receptores serotoninérgicos en linfocitos periféricos y en sistema nervioso

central, en comparacion de lo reportado para los receptores dopaminérgicos.
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2. JUSTIFICACION

La Esquizofrenia es un trastorno mental grave. Es considerada por la OMS como una de las
10 enfermedades mas incapacitantes, que inicia en la etapa mas productiva de los pacientes
(15-25 afos de edad), predisponiéndolos a bajo desempefio educativo, laboral y social,
ademas, su curso es cronico recurrente presentando normalmente recaidas que requieren en
ocasiones mas de una hospitalizacion al afio. Una vez internados, los pacientes con
Esquizofrenia requieren de estancias mas largas para estabilizarse que cualquier enfermo con
otro diagnostico, generando altos costos econdmicos y sociales, haciendo de este

padecimiento de relevancia en salud publica.

Hasta el dia de hoy, no se tiene clara la etiologia, para realizar el diagnostico definitivo se
requiere la observacion clinica, que el paciente presente sintomas por un periodo minimo de
6 meses, pero no se cuenta con marcadores bioldgicos precisos para identificar la
enfermedad, ni un forma rapida y asertiva de realizar el diagndstico para asegurar el mejor
tratamiento de los pacientes en etapas tempranas resulta primordial, avanzar en estudios de

esta indole.

El proposito de la investigacion en estas areas, es encontrar marcadores biologicos que
permitan identificar a los pacientes de alto riesgo o en etapas tempranas de la enfermedad,
para evitar, no solo con la intencion de ampliar nuestros conocimientos en estas areas sino
de poder brindar un mejor abordaje diagnodstico y terapéutico a los pacientes con este
padecimiento, optimizando su prondstico y funcionalidad en la sociedad, previniendo el
deterioro funcional de los mismo que se ha observado en la evolucion cronica del

padecimiento.
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Existen estudios que permiten asociar el sistema inmunoldgico, al sistema nervioso central
por medio de la expresion de receptores dopaminérgicos y serotoninérgicos en linfocitos de
sangre periférica como marcadores biologicos del padecimiento, observando un incremento
en los mismos en pacientes con esquizofrenia virgenes a tratamiento y en aquellos que han
suspendido el mismo por periodos prolongados, asi como una disminucion posterior al inicio
del tratamiento. Siendo estos resultados prometedores, no han sido replicados en poblacion
latinoamericana, por lo cual se considera fundamental realizar estudios similares con
muestras de pacientes mexicanos que permitan conocer la expresion de dichos marcadores y

proponerlos como posibles estrategias diagnosticas en un futuro cercano.

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Existe un aumento en la expresion de RNA mensajero de los receptores dopaminérgicos
D3, D5, del transportador DAT, en linfocitos de sangre periférica en pacientes con
esquizofrenia virgenes y sin tratamiento farmacologico por mds de 4 semanas en

comparacion con la poblacion general previamente descrita?

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar la expresion de receptores dopaminérgicos en pacientes con esquizofrenia, virgenes

a tratamiento y en aquellos sin tratamiento farmacoldgico por al menos 4 semanas.
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4.2 Objetivos Especificos

1. Determinar si existe una diferencia entre la expresion genética de los pacientes
virgenes a tratamiento con los que ya han tomado algiin medicamento previamente.

2. Evaluar si existe influencia del tiempo de diagnostico sin tratamiento con el nivel de
expresion de los receptores y del transportador.

3. Evaluar si hay una distincion entre los niveles de expresion de RNA, de acuerdo a los

puntajes del PANSS.

5. HIPOTESIS

Existird un aumento en los niveles de expresion de RNA mensajero de los receptores D3, D5
y del transportador DAT, en células mononucleares de sangre periférica en pacientes con
esquizofrenia virgenes y sin tratamiento antipsicotico, en comparacion con lo descrito en la

literatura en poblacion general.

6. PARTICIPANTES

6.1 Poblacion clinica

La meta inicial era reclutar 12 pacientes, sin embargo, se logré juntar una muestra de 15

sujetos con diagnostico de esquizofrenia de acuerdo al DSM-5, atendidos en el INPRF en los
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servicios de Atencion Psiquiatrica Continua (APC), consulta externa general y Clinica de

Esquizofrenia y trastornos del espectro, virgenes a tratamiento o que contaban con un periodo

de al menos 4 semanas previas sin tratamiento.

6.1.1

6.1.2

Criterios de inclusion:

Pacientes de sexo femenino y masculino de 18 a 55 afios de edad.

Con diagnéstico de esquizofrenia de acuerdo al DSM-5.

Pacientes que a la fecha de inclusion al estudio no hubieran estado bajo tratamiento
farmacoldgico en las ultimas 4 semanas.

Pacientes con consumo de café menor a dos tazas al dia y consumo de alcohol menor

a 3 copas por semana.
Pacientes que aceptaron participar en el estudio y firmaron el consentimiento

informado.

Criterios de exclusion:

Pacientes que rechazaron la colaboracion en el estudio y no firmaron el
consentimiento informado.

Pacientes con alteracion en el estado de conciencia.

Pacientes con otra comorbilidad psiquiatrica.

Pacientes con diagnostico clinico de discapacidad intelectual.

Embarazo.

Que cursaran con cualquier proceso infeccioso, activo o cronico.
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e Pacientes que presentaran cualquier tipo de hipersensibildad, enfermedades
autoinmunes o enfermedades hemato-oncologicas.

e Pacientes con tratamiento inmunomodulador por cualquier causa.

6.1.3 Criterios de eliminacion:
e Pacientes cuya muestra sanguinea fue insuficiente para realizar las determinaciones
del protocolo.
e Pacientes que decidieron suspender su participacion en el estudio en cualquier

momento del proceso.

7. MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio

Es un estudio transversal, descriptivo y observacional. Los procedimientos clinicos y

experimentales de este protocolo siguieron el siguiente diagrama de trabajo:
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Captacidn de pacientes
Servicios de Atencion Psiquidtrica Continua (APC), preconsulta, consulta
externa general y clinica de esquizofrenia

Criterios de inclusidn (ver en la
seccion indicada).

Firma del consentimiento informado Aplicacion de escalas:
(ver mas adelante). PANSS y Fagestrom

{ver anexos Il y 1}

Toma de muestra (sangre periférica)

Separacion de PBMC y
obtencidn de RNA

Cuantificacion de integridad
de RNA

Sintesiz de cDNA
Cuantificacidan de expresidn de genes
mediante RT-qPCR

| Analisis estadistico de resultados |

| Entrega de infaerme final |

Consideraciones éticas

El estudio se realizo con base en los postulados de Nuremberg, Helsinki, Belmont y conforme
a la ley General de Salud. Todos los participantes recibieron una explicacion detallada de los
objetivos y metas del estudio. Los datos recabados se protegieron con base en lo establecido
por la ley federal de proteccion de datos personales; cada uno de los participantes firmé una
carta de consentimiento informado que cumple con los criterios de ética y de
confidencialidad. Se asignaron claves numéricas para la identificacion de las muestras, asi se
evitd el uso de datos personales. Aprobado por el Comité de Etica Institucional el 19 de

agosto de 2016.
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Procedimientos:

Evaluacion clinica

Todos los pacientes que participaron en el protocolo fueron evaluados por al llegar a nuestra
institucion, los que aceptaron participar, firmaron el consentimiento informado. Un médico
especialista en psiquiatria los evalu6 de manera clinica y con las siguientes escalas
clinimétricas: La escala para el sintomas positivos y negativos de la esquizofrenia (Positive
and Negative Sydrome Scale, PANSS) y el Test de FagerstrOm de dependencia a nicotina

(FagerstrOm Test Nicotine Dependence, FTND). Ver anexos IIL, IV y V.

Obtencion de la muestra

La obtencion de la muestra de sangre periférica se realizé por puncion venosa humeral, en el
antebrazo por el personal capacitado del laboratorio clinico de Instituto Nacional de
Psiquiatria “Ramon de la Fuente Muiiiz”. Se colectaron 25 mL de sangre venosa en un tubo
con EDTA (Venoject® no Cat. VT-030STK), dos tubos con heparina de sodio (BD
Vacutainer® no. Cat. 367878) y un tubo con activador de coagulo y gel separador (BD
Vacutainer® no. Cat. 367988). La muestra en los tubos con heparina de sodio se utiliz6 para
realizar andlisis de poblaciones celulares por citometria de flujo y obtencion de células
mononucleares de sangre periférica para el posterior aislamiento de RNA. La muestra en el
ultimo tubo descrito se usé para la obtencion de alicuotas de suero del cual se obtendra la

cuantificacion de neurotransmisores.
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Obtencion de suero
Para la obtencion de suero se empled la muestra del tubo con activador de coagulo y gel
separador. El tubo se centrifugd a 1125 x g a 4°C por 15 minutos. El suero se dividié en tubos

de 100 pL y se congelaran a -80°C para su posterior uso.

Separacion de células mononucleares.

El volumen de muestra obtenido en tubos con heparina de sodio se diluyo 1:1 (v/v) con
solucion salina isotdnica (SSI) y se homogeniz6 de manera lenta. La suspension obtenida se
colocé en tubos de polipropeno sobre Ficol-Histopaque (Sigma-Aldrich; St Luis, USA no.
Cat. 10771) con una pipeta de transferencia, cuidando de no mezclar las fases. La proporcion
del gradiente corresponde a un volumen de Ficol por cada dos volumenes de la suspension
sanguinea. Los tubos se centrifugaron a 461 x g por 30 minutos a 4°C. En condiciones de
esterilidad se extrajo la capa correspondiente al concentrado de células mononucleares y se
transfirid a un nuevo tubo. Para retirar el exceso de Ficol y plasma, se realizaron lavados con
SSI y se centrifugaron a 461 x g por 10 minutos eliminando el sobrenadante por decantacion.
Posterior a los lavados se re-suspendieron las células y se adicionaron 1 mL de reactivo
TRIzol® (Invitrogen Life Technologies no. Cat. 15596-018). Las muestras se almacenaron
a -80°C para preservacion e integridad del material genético hasta su uso para la extraccion

de RNA.

Aislamiento e integridad de RNA.
Se aislo el acido ribonucleico RNA a partir de las células mononucleares re-suspendidos en
1 mL de TRIzol®; la muestra se mezcld 15 segundos con vortex y se incubd 5 minutos a

temperatura ambiente. Después se adiciond 220 pL de cloroformo, se incubd por 5 minutos
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en bafio de hielo y se centrifugd a 9,300 x g por 15 minutos a 4 °C para separar la fase acuosa.
Se precipité el RNA mediante la adicion de 520 pL de isopropanol, se incubd por 20 minutos
en bafio de hielo y se centrifug6 a 9,300 x g por 15 minutos. El material genético se lavd con
1 mL de alcohol al 80%. La muestra se dejo secar durante 20 minutos a temperatura ambiente
y se re-suspendid en 25 puL de agua libre de RNAsas y DNAsas (agua Gibco). La
concentracion y la calidad del RNA obtenido se determind mediante la lectura a 260 nm/280
nm en un espectrofotometro Nanodrop® (Fissher U.S.A.). Las muestras se almacenaron a -
80°C hasta su uso para la sintesis de cDNA.

La integridad del RNA se evalu6 mediante una electroforesis en geles de agarosa al 2%
cargando 1ug de RNA re-suspendido en agua Gibco y 1uL de GelRedTM (Biotium, CA,
USA), utilizando TBE 1X como buffer de corrida y tomando como referencia de integridad

GADPH vy la subunidad ribosomal 18s.

Obtencion de cDNA por retrotranscrpcion

Las muestras de RNA fueron tratadas con DNasa 1 (Invitrogen Life Technologies; CA, USA)
para eliminar la contaminacion con DNA gendmico. La sintesis de cDNA (DNA
complementario) se realizé a partir de 1 ug de RNA total en un volumen de reaccion de 25
uL el cual contenia: 5 uLL de Buffer 5x para Retro-Transcriptasa (Promega; WI, USA), 15
mM de MgCl2, 1.25 pl de la mezcla ANTP 10 mM (Promega; WI, USA), 1U M-MLV
transcriptasa reversa (Promega; WI, USA) y 1 pL de 10 mM OligodT (GE, UK). La mezcla
de reaccion se incubd durante 60 minutos a 42°C en un termociclador (Gradient

Thermocycler; Eppendorf, Germany) con un ciclo final de 90°C por 5 minutos.
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Determinacion de la expresion génica por RT-gPCR (Real Time Polimerase-quantitative-
Chain Reaction).

La determinacién cuantitativa de expresion génica se realizd6 mediante (RT-qPCR). Las
reacciones de amplificacion se determinaron mediante un sistema de PCR en tiempo real.
Previamente a la determinacion de los genes se calibraron cada uno de los genes para obtener
una curva con valor de 12 > 0.99 en diluciones ascendentes (1x10%, 1x107, 1x10%, 1x10°,
1x10%, 1x103, 1x10?). Cada mezcla de reaccion consistié en un volumen final de 5 uL que
estuvo constituido por 2.5 uL. de Buffer TagMan Universal PCR Master Mix, 0.25 pL de

Sonda TagMan®, 1.75 pL de agua Gibco y 0.5 pL de cDNA como templado.

El programa de amplificacion para todos los genes fue: 1 ciclo de 95°C por 10 minutos,
posteriormente 20 ciclos a 95°C durante 15 segundos y por tltimo un ciclo de 60°C por 1
minuto. Se realizd un nuevo periodo de las mismas caracteristicas con 30 ciclos. Se utilizé
como referencia y/o normalizacion al gen B-actina. La determinacion de cada una de las

muestras se realizé por duplicado.

A continuacion, se muestran las sondas para cada uno de los genes:

Simbolo del gen Sonda No. De catalogo
B-Actina (house-keeping o | Hs01060665 gl 4331182
normalizador)

DRD2 Hs00241436 _ml 4331182
DRD3 Hs00364455 ml 4331182
DRD5 Hs00361234 sl 4331182
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SLC6A3 (DAT) Hs00997374 ml 4331182

Analisis estadistico

Estadistica descriptiva: caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacion.
Mediana o media como medida de tendencia central en las variables continuas y
desviacion estandar y los rangos intercuartiles para determinarla dispersion,
dependiendo de la distribucion de las variables.

Las wvariables dicotomicas o categéricas se informaran como proporciones.
Comparacion de variables entre los grupos: se realizé por medio de ANOVA de una
via para datos paramétricos y no paramétricos (Kruskal-Wallis). Para los datos
paramétricos, se ajustd el valor de p por medio del Test de Tukey; y para los no
paramétricos a través del Test de Dunn. Todo el analisis y las graficas se llevo a cabo

por medio de GraphPad Prism 7.03.

Definicion de grupos:

Controles: sujetos sanos pareados por edad y sexo con los participantes del estudio
que no tuvieran antecedente de consumo de sustancias.

Virgenes: pacientes con diagnostico de esquizofrenia de acuerdo a los criterios
diagnosticos del DSM-5 que no habian recibido psicofarmacos previamente.
Lavados: pacientes con diagndstico de esquizofrenia de acuerdo a los criterios
diagnosticos del DSM-5 que habian recibido tratamiento antipsicético previo, pero

que lo habian suspendido por al menos 4 semanas previo al ingreso al estudio.
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Resultados

+ Datos demograficos

En total se reclutaron 15 pacientes con diagndstico de esquizofrenia, que cumplieron los
criterios de inclusion para el estudio, los cuales acudieron a atencion en el Instituto Nacional

de Psiquiatria “Ramon de la Fuente Muiiz”, entre marzo de 2016 y febrero de 2017.

El sexo masculino predomind en los casos estudiados (53.3%), con una edad promedio de 35
(£ 12.40) anos. E146.6% contaban con un IMC normal, s6lo una paciente tenia diagnostico

previo de Diabetes Mellitus tipo 2, en control.

En cuanto a las caracteristicas basales de la enfermedad, en los sujetos estudiados se obtuvo
lo siguiente: en promedio cada paciente tenia al menos 46.20 (£ 11.4) meses con el
diagnostico, del total 5 eran virgenes a tratamiento y no habian tenido contacto con algin
psiquiatra previo. De los pacientes lavados, en promedio contaban con 43.87 (+ 61.2)
semanas sin tratamiento; 7 (46.7%) habian recibido como tratamiento previo con un
antipsicotico de segunda generacion, que habian suspendido por decision propia. Ninguno
cumplia criterios de resistencia a tratamiento, ni con otro diagnodstico psiquidtrico que

implicara consumo de algun psicofarmaco.

De la muestra total, ninguno consumia sustancias, incluyendo alcohol, en el ultimo afio
previo al ingreso del protocolo. En cuanto al consumo de nicotina, 4 pacientes fumaban

(26.7%), con rango de puntuacion en el Fagérstrom de 0-8, indicando dependencia leve.

29



En la tabla 1 se muestra el resumen de las caracteristicas de la poblacion.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de los pacientes reclutados

Caracteristicas

Edad (afios)
Mujeres n (%)
Hombres n (%)
IMC:
Normal n (%)
Sobrepeso n (%)

Obesidad n (%)

Exposicion previa a antipsicéticos:

Virgenes n (%)
Lavados n (%)
PANSS (puntos)
Positivo
Negativo
Cognitivo
Excitabilidad
General

Consumo de nicotina n (%)

N (% o rango)

35 (21-55)
7 (46.7%)

8 (53.3%)

7 (46.7%)
4 (26.7%)

4 (26.7%)

5(33.3%)

10 (66.7%)

32.60 (16-44)
23.27 (9-41)
21.27 (14-28)
10.20 (4-15)
11.27 (6-16)

4 (26.7%)
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4 Resultados de la expresién de receptores v transportador de dopamina

Una vez obtenido los datos de la expresion de RNA para los receptores y el trasportador de
dopamina, se realizaron pruebas para conocer la distribucion de los mismos (Shapiro Wilk).
Para el receptor DRD3 y DAT (trasportador de dopamina), se obtuvo una distribucién normal
de los datos para cada uno de los grupos. En cuanto a la determinacién de la expresion de
DRDS5 los sujetos controles tenian una distribucion normal, mientras que los pacientes
virgenes y lavados no tenian un comportamiento gaussiano. Los datos para cada grupo se

muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Test De Normalidad De Shapiro-Wilk

Control Virgenes Lavados

(Valor de p) (Valor de p) (Valor de p)
DRD3 0.7326 0.5983 0.5768
DRDS5S 0.1876 0.0236 0.0144
DAT 0.6755 0.1856 0.2853

Para DRD3 y DAT, se analizaron diferencias entre grupos por medio de ANOVA de una via
para datos paramétricos. La expresion de DRD3 se encontr6 disminuida en pacientes virgenes
y lavados comparados con el grupo control, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa (p=0.0023), mientras que no se encontr6 diferencia entre los diferentes grupos
en la expresion de DAT (p=0.684), de igual modo no existi¢ diferencia

tanto en DRD3 como DAT al comparar sujetos virgenes vs lavados. En cuanto el analisis
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de DRDS5 no se encontro6 diferencia significativa entres los tres grupos (tabla 3).

Tabla 3. Datos estadisticos por grupos

Grupo

DRD3?

Control

Virgenes

Lavados

DATP

Control

Virgenes

Lavados

DRD5¢

Control

Virgenes

Lavados

Medias

(DE)*

1.054 (0.09128)
0.919 (0.03191)

0.9643 (0.03989)

1.107 (0.087)
1.151 (0.06776)

1.122 (0.07706)

0.927 (0.06692)
0.846 (0.09841)

0.865 (0.0622)

8.21,
21 gl

p = 0.0023*

0.3881,
17 gld,

p=0.6842

NA
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Receptor de dopamina D3

Trasportador de dopamina

Receptor de dopamina D5

Grados de libertad

Desviacion estandar

Tabla 4. Comparacion por grupos, de los niveles de expresiéon de RNA/

actina.

Control p=0.0034* p=0.0201*
Control p= 0.6595 p=0.9282

Control p=10.1780 p=0.4597

Lavados
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Grifica 1. Cuantificacion de los niveles de expresion de RNA del receptor DRD3, de forma individual y la

comparacion por grupos.
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Grifica 2. Cuantificacion de los niveles expresion de RNA del receptor DAT de forma individual y la

comparacion por grupos.
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Grifica 3. Cuantificacion de los niveles expresion de RNA del receptor DRDS, de forma individual y la

comparacion por grupos.
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Discusion

Existe un gran interés, para identificar biomarcadores que permitan establecer de manera
temprana el diagnostico de esquizofrenia y vigilar la respuesta al tratamiento. Actualmente,
uno de los campos prometedores es sobre los receptores dopaminérgicas en células
mononucleares de sangre periférica. Sin embargo, los estudios en humanos estan hechos en
su mayoria con radioligandos para receptores de dopamina, por lo que los resultados no son
del todo especificos. Como una nueva estrategia, surgio la cuantificaciéon de RNA receptores

de dopamina en células de sangre periférica.

La caracterizacion de la expresion de los receptores células en sangre periférica, se ha
realizado y los resultados encontrados muestran que existe expresion aislada de DRDS de la
familia D1, mientras que de la familia D2, se logr6 identificar los diferentes subitpos (D2,
D3 y D4), (Boneberg et al., 2006).

Con respecto a DRDS, tiene una secuencia de nucledtidos muy similar a D1, se encuentra
localizada principalmente en hipocampo y tadlamo, por lo que se ha relacionado a la presencia
de sintomas cognitivos y negativos, aunque hasta el momento no es clara su influencia en la
enfermedad. En nuestro estudio encontramos que no existen diferencias entre la poblacion
sana y los pacientes con esquizofrenia en la expresion de DRDS, los hallazgos fueron

similares reportes previos (Kwak, YT et al., 2001 y Boneberg et al., 2006).

En cuanto a la expresion de DAT, encontramos Uinicamente dos estudios previos que han
trabajado sobre esta variable. Uno de ellos, utilizé radioligandos y el otro PCR (Liu L, et al.

2010; Marazziti D, et al. 2010). En ambos, se describe aumento en la expresion del
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transportador, lo que contrasta con nuestros grupos experimentales, a diferencia de este
antecedente, no se encontr6 diferencia en la expresion de DAT en poblacion sana, en
comparacion con poblacion portadores del padecimiento. Esto, se puede deber a dos factores:
primero, el tamafio de nuestra muestra, la cual es mas pequefia que lo reportado y segundo,
la técnica que se empled en nuestro estudio, que fue PCR cuantitativa. La ultima cuenta con
la ventaja sobre la convencional, de ser mas sensible ya que tiene menos probabilidad de
contaminacion y los datos son tomados de la fase exponencial de la amplificacion,

reduciendo asi los falsos positivos (KAPA Library Quantification Technical Guide, 2014).

En nuestros resultados, encontramos una marcada disminucion de la amplificacion DRD3,
sobre todo de pacientes virgenes a tratamiento, que persiste en los lavados, aunque en menor
grado. De acuerdo a lo reportado en los estudios previos realizados en humanos (Kwak, YT
et al., 2001 y Boneberg et al., 2006), existe una mayor expresion del mismo, especialmente
en pacientes virgenes a tratamiento. Aunque esto, podemos inferir que esto se debe al
incremento general de dopamina de forma prolongada, ya que la mayoria de nuestros
pacientes tienen una patologia de larga evolucion, lo que provoca un efecto de down
regulation en los receptores periféricos, a diferencia de los centrales. Los altos niveles de
dopamina, modificaran a largo plazo la expresion de dichos receptores como medio
compensatorio, mismo que se regularia posterior al inicio del tratamiento. Se observoé en los
pacientes cronicos que recibieron tratamiento farmacologico, en los que persiste la
disminucion de la expresion del RNA, pero que es menor que en los virgenes. Una
explicacion, es el posible impacto a nivel genético a largo plazo del tratamiento
farmacoldgico. Aunque no tenemos claro en qué momento del tratamiento o cuénto tiempo

se requiere para generar esta modificacion, ya que la mayor parte de nuestros pacientes
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abandonaron el tratamiento al afio de haber recibido el mismo. En estudio previos, han
encontrado que a las 8 semanas hay una regularizacion en los niveles de amplificacion en
todos los pacientes, ya sean virgenes o lavados (Kwak, YT et al., 2001). Otra posibilidad,
que hemos de tomar en cuenta para la diferencia en los resultados, es el método de
procesamiento de las muestras, la mayor parte de los ensayos pasados se realizaron por medio
de radioligandos o PCR en tiempo real, somos el primer grupo en llevar a cabo PCR
cuantitativa, que mejora la confiabilidad de los resultados ya que como se describio
previamente, debido al procedimiento de la técnica es menor la probabilidad de
contaminacion y permite cuantificar en tiempo real mientras se realiza la fase exponencial

por medio de la fluorescencia tinicamente los segmentos de DNA deseados.

A pesar de la relacion ya descrita de los sintomas positivos de esquizofrenia y los niveles de
dopamina, no encontramos correlacion entre la expresion de los receptores y la valoracion
clinica estandarizada (PANSS), ni con el tiempo transcurrido con la enfermedad.

Las limitaciones de nuestro estudio, en primer lugar, es el tamafio de muestra, ya que
contamos con una n pequefa, derivado de los problemas de reclutamiento, todos nuestros
pacientes se encontraban en un episodio agudo lo que dificultaba que aceptaran participar en
el proyecto, lo que dificultdé obtener un muestra mayor y por ende, en los niveles de
amplificacion del transportador de dopamina, a diferencia de los otros estudios con tamafo
de muestra mayores. Ademas, de la diferencia entre los controles y los sujetos de estudio, ya
que, aunque fueron pareados por edad y sexo, no contamos con los antecedentes étnicos
exactos de cada uno lo que puede influir en la expresion basal del RNA. Y por tltimo, el
hecho de que no separamos las células en subpoblaciones, Ginicamente se tomaron células

mononucleares, pero por motivos econdémicos y de tiempo, no se realizd especificamente en
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poblaciones linfocitarias o neutrofilos, que a largo plazo ayudaria a establecer un marcador
con mayor confiabilidad, para tomarlo con un biomarcador especifico para la enfermedad.
En cuanto a las fortalezas, este estudio, es el primer ensayo realizado en poblacién mexicana
con esquizofrenia que busca definir la utilidad de la cuantificacion de receptores
dopaminérgicos en sangre periférica, para diagnostico y seguimiento de esta patologia.
Nuestro estudio permitira continuar el seguimiento de los pacientes y ampliar la muestra
estudiada para fortalecer nuestros resultados. Ademads a partir, de éste se pueden realizar
nuevos proyectos para comprobar la modificacion de la expresion de los niveles de receptores
con el tratamiento a lo largo del tiempo y si existe alguna diferencia con los pacientes que
son resistentes a tratamiento.

Conclusion

Existe una diferencia en los niveles de expresion de RNA, que nos habla de una disminucioén
del procesamiento especificamente de los receptores dopaminérgicos tipo D3, sugiriendo un
aumento a nivel sistémico de los valores séricos de dopamina concordando con el episodio
agudo donde destacan los sintomas positivos de la enfermedad por medio del PANSS. Es
necesario continuar estudiando este fendmeno, en nuestra poblacion con mayor nimero de
muestra y la respuesta al tratamiento, para lograr establecer a largo plazo la posibilidad de

un biomarcador en este padecimiento.

8. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

1  trimestre 2 trimestre 3 trimestre 4 trimestre 1 trimestre 2 trimestre

2016 2016 2016 2016 2017 2017

Entrega correccién de protocolo X

39



Comité de Etica en Investigacion.

Captura de pacientes

Entrega de primer avance

Tratamiento/Toma de muestrasy aplicacion de

escalas

Seguimiento clinico de pacientes ya ingresados

al estudio

Entrega de segundo avance

Entrega de tercer avance

Andlisis de resultados

Entrega de cuarto avance

Entrega de tesis terminada

Entrega de tesis impresa
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Carta de consentimiento informado para participantes

Cuantificacion de la expresién de receptores dopaminérgicos, en células mononucleares

de sangre periférica, en pacientes con Esquizofrenia sin tratamiento.

Codigo para el estudio:

Se le invita a participar en un estudio de investigacion del Instituto Nacional de Psiquiatria
“Ramon de la Fuente Muiiiz”, su participacion es voluntaria. Lea con cuidado la siguiente

informacion, todas sus preguntas seran contestadas, no dude en preguntar.

Justificacion del estudio:

La esquizofrenia es una enfermedad degenerativa y cronica cuyo origen no estd claro; pero
existen multiples estudios que demuestran el aumento de los niveles de ciertas sustancias
cerebrales; llamadas neurotransmisores (serotonina y dopamina), como un potencial
desencadenante de la enfermedad. Sin embargo, no es posible medir dichos
neurotransmisores de forma habitual, por su localizacion en el sistema nervioso. Se han hecho
investigaciones en pruebas en sangre, como una equivalencia de la expresion cerebral de

estas sustancias; no obstante, no hay un estudio en nuestra poblacion que permita comprobar
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esta informacion y al mismo tiempo conocer como es que la evolucion de la enfermedad, asi
como el tratamiento afectan dicha manifestacion, o si las alteraciones observadas pueden ser

asociadas al tratamiento.

Objetivo del estudio:

Evaluar la expresion de los receptores de dopamina en células mononucleares de sangre
periférica, en pacientes con esquizofrenia que no han recibido tratamiento o que lo han
suspendido por al menos 4 semanas.

Comparar la expresion de receptores de dopamina en células mononucleares de sangre
periférica entre sujetes sano y sujetos con esquizofrenia que con o sin exposicion previa a

tratamiento farmacolédgico

Procedimiento del estudio:

Su participacion es voluntaria, si usted acepta participar en este estudio, sera entrevistado y
evaluado por un médico psiquiatra. Primero se le realizaran una serie de preguntas con el fin
de obtener informacion respecto a su edad, género, estado civil, escolaridad y religion, que
seran registradas en una hoja de datos, posteriormente se realizaran tres cuestionarios para
conocer el estado de la enfermedad en el momento, evaluar su apego al tratamiento y la
cantidad de cigarros que fuma (en caso de que usted fume), esto no tomara mas de 1 hora.
Ademas, se extraerd una muestra de sangre mediante un piquete en la parte interior del brazo;
la cantidad de sangre que se sacard es de aproximadamente 25 mL, que es menor en
comparacion, la cantidad de sangre que se toma en una donacion de sangre para la Cruz Roja
es de 450mL. A partir de esta muestra se obtendran células sanguineas para cuantificar los

niveles de dopamina y serotonina antes explicados.
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El riesgo por la extraccion de sangre es minimo, se trata de un dolor leve o la aparicion de
un moreton, sin embargo, la sangre sera extraida por un técnico experimentado para tratar de
evitarlos. Todos los materiales que se utilicen seran nuevos, estériles y seran abiertos en su
presencia. En caso de que este procedimiento llegara a provocar una lesion recibird la
atencion meédica necesaria por parte de los médicos e investigadores involucrados en el
estudio; los cuales seran responsables de los gastos originados Uinicamente por las lesiones
secundarias o los procedimientos que se lleven a cabo durante la investigacion. En caso de
que no acepte que su muestra sea empleada en futuros estudios, esta serd destruida una vez
que se terminen los analisis de esta investigacion.

Consignas a seguir:

1. Se solicitard su cooperacién como participante para contestar la entrevista.

2. Las entrevistas y las escalas serdn sin costo econémico alguno.

3. En caso de cambiar de opinion o decidir, por cualquier motivo, no colaborar en el
estudio, puede retirarse de €l en cualquier momento en que usted lo decida, le
solicitamos nos lo informe. Esto no afectara la calidad del trato en el hospital o en su
futuro tratamiento.

4. Se solicitard su cooperacion como participante para obtener una muestra de sangre.

Beneficios:
1. Su participacion en el estudio le permitird conocer a usted y a su médico tratante, si
asi lo desea usted, los resultados de las escalas aplicadas y de los estudios de

laboratorio, como parte de la evaluacion de la respuesta al tratamiento.
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Estaria usted de acuerdo en que la informacion obtenida sea compartida con su médico

tratante, por si su médico tiene alguna recomendacion con base en el tratamiento.

Si [ No []

(Estaria usted de acuerdo en que consultemos su expediente clinico para recabar los datos de

su analisis de biometria hematica (BH) realizada el dia de toma de la muestra para este estudio

para calcular porcentajes de células sanguineas?

St L] No [

Nombre y firma del Participante:

Confidencialidad:

Los datos obtenidos durante el estudio son completamente confidenciales. No se utilizara el
nombre de ningln participante. Se le asignard un c6digo numeérico para la identificacion de
las muestras con el proposito de salvaguardar su anonimato. Su nombre no aparecera en
ningun reporte o publicacion. La informacion que usted le brinde al investigador en ningun

momento serd comunicada a otra persona ajena a este estudio.

CONSENTIMIENTO INFORMADO
He leido la carta de consentimiento informado y entiendo de qué se trata el estudio. He
hablado directamente con el responsable del estudio y ha contestado todas mis preguntas en
términos que he podido entender. Puedo hacer cualquier pregunta en cualquier momento de

la investigacion.
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ACEPTO VOLUNTARIAMENTE PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO.

Entiendo que puedo suspender mi participacion en el estudio en cualquier momento sin que
esto tenga consecuencias en mi relacion con la institucion. Mi identidad no seré revelada en
ninguna referencia del estudio o sus resultados. Ademads, recibi una copia de la carta de
consentimiento.

Si requiere informacion adicional o cualquier duda al respecto del estudio, puede
comunicarse con el Dr. Raual Ivan Escamilla Orozco, jefe de la Clinica de Esquizofrenia, del
Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramén de la Fuente Muiiiz”, ubicado en la calzada
México-Xochimilco No. 101, colonia San Lorenzo Huipulco, en la delegacion Tlalpan, en el
edificio de Servicios Clinicos, médulo B de 08:00 a 14:00 horas; o también a los teléfonos
41605263. O con la Dra. Areli Lopez Alvarado, Clinica de Esquizofrenia del Instituto
Nacional de Psiquiatria “Ramoén de la Fuente Muiiz”, ubicado en la calzada México-
Xochimilco No. 101, colonia San Lorenzo Huipulco, en la delegacion Tlalpan, en el edificio

de Servicios Clinicos, modulo B de 08:00 a 17:00 horas

Nombre del participante Firma del participante Fecha

Nombre del Investigador ~ Firma del Investigador Fecha
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Nombre del Testigo 1 Firma del Testigo 1 Fecha

Nombre del Testigo 2 Firma del Testigo 2 Fecha

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

PARA EL RESGUARDO DE MESTRAS BIOLOGICAS

Nombre del proyecto: Cuantificacion de la expresion de receptores dopaminérgicos,
en células mononucleares de sangre periférica, en pacientes con Esquizofrenia sin

tratamiento.

Usted acepto participar en el presente estudio que tiene como objetivo evaluar las alteraciones
sistema de defensa del cuerpo, como un reflejo de lo que sucede en el sistema nervioso, en
los diferentes periodos que atraviesan los pacientes con la misma enfermedad que se le ha
diagnosticado a usted. Sin embargo, existe una gran cantidad de alteraciones que pueden
presentarse en esta enfermedad, que van mas alld de las posibilidades de este proyecto y que
por lo tanto por el momento no se puede evaluar. De tal manera se le invita a que su muestra
sea almacenada por 5 afios, bajo el resguardo del Dr. Lenin Pavon Romero en el Laboratorio
de Psicoinmunologia, para que en el futuro puedan ser analizados otras alteraciones del
sistema inmunolégico o de defensa que permitan tener mayor conocimiento sobre el

desarrollo de la enfermedad. Cumpliendo 5 afios su muestra serd destruida.
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Su muestra serd manejada por medio de codigos numéricos que hacen imposible su
identificacion. La numeracion de su numero de identificacion solo sera registrada en
formatos de investigacion bajo resguardo del Dr. Lenin Pavon Romero. Si los datos de
investigacion son presentados su identidad nunca serd revelada.

Siusted no desea que su muestra permanezca almacenada, ésta se destruira inmediatamente
después de concluir los analisis del presente estudio, sin que se vea afectada la atencion

médica que recibe de esta institucion.

Si tiene alguna pregunta sobre el estudio, por favor comuniquese con el investigador
principal, el Dr. Raal Ivan Escamilla Orozco al nimero telefonico 41605263 o con el Dr.
Lenin Pavon Romero al nimero telefonico 41605082 u 83, en horarios regulares de trabajo.
Estoy de acuerdo que las muestras de la toma de sangre sean almacenadas en el Laboratorio

de Psicoinmunologia para futuros estudios relacionados a los objetivos de este proyecto:

SI NO

Nombre y firma del participante: Fecha:
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ANEXO1

(Criterios diagnosticos)

A. La aparicion concomitante de dos o mas de los siguientes sintomas, cada uno de ellos
presente por un lapso de tiempo significativo durante un periodo de un mes (o0 menos
si ha sido tratado con ¢éxito). Al menos uno de ellos debe ser uno de los primeros tres
mencionados.

e Ideas delirantes.

e Alucinaciones.

e Lenguaje desorganizado (por ejemplo, descarrilamiento infrecuente o
incoherencia).

e Comportamiento catatonico o gravemente desorganizado.

e Sintomas negativos, por ejemplo, aplanamiento afectivo, alogia o abulia.

B. Durante una parte significativa del tiempo desde el inicio de la alteracion, una o mas
areas importantes de actividad, estan claramente por debajo del nivel previo al inicio
del trastorno (o, cuando el inicio es en la infancia o adolescencia, fracaso en el
rendimiento interpersonal, académico o laboral).

C. Persisten signos continuos de la alteracion durante al menos 6 meses. Este periodo
debe incluir al menos 1 mes de sintomas que cumplan el Criterio A (o menos si se ha
tratado con éxito) y puede incluir los periodos de sintomas prodromicos y residuales.

D. El trastorno esquizoafectivo y el trastorno del estado de &nimo con sintomas

psicoticos se han descartado.
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E. El trastorno no es debido a los efectos fisioldgicos directos de alguna sustancia
(ejemplo, una droga de abuso, un medicamento) o de una enfermedad médica.

F. Si hay historia de trastorno autista u otro trastorno generalizado del desarrollo, el
diagndstico adicional sélo se realizard si las ideas delirantes o las alucinaciones

también se mantienen durante al menos 1 mes (o menos si se han tratado con €xito).
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ANEXO I

ESCALA DE SINTOMAS POSITIVOS Y NEGATIVOS PARA LA ESQUIZOFRENIA

PANSS

Nombre del paciente: Fecha:

Instrucciones: Marque con un circulo la evaluacién apropiada para cada item de la entrevista clinica que se

especifica a continuacion. Consulte el manual de evaluacién para las definiciones de los items, la descripcion

de los puntos concretos y el procedimiento para la puntuacion.

1 = ausente; 2 = minimo; 3 = leve; 4 = moderado; 5 = moderadamente severo; 6 = severo; 7 = extremo.

1) SUBESCALA POSITIVA

P1 Delirios 1 2 3 4 5 6 7
P3  Conducta alucinatoria 1 2 3 4 5 6 7
P5 Grandiosidad 1 2 3 4 5 6 7
P6 Suspicacia/persecucion 1 2 3 4 5 6 7
N7  Pensamiento estereotipado 1 2 3 4 5 6 7
G1 Preocupacion Somatica 1 2 3 4 5 6 7
G9 Contenidos de pensamientos inusuales 1 2 3 4 5 6 7
G12 Falta de juicio y discernimiento 1 2 3 4 5 6 7

2) SUBESCALA NEGATIVA

N1 Afecto adormecido o embotado 1 2 3 4 5 6 7
N2 Retirada emocional 1 2 3 4 5 6 7
N3 Empatia limitada 1 2 3 4 5 6 7
N4 Retirada social apatica/pasiva 1 2 3 4 5 6 7
N6 Dificultad para la conversacion fluida 1 2 3 4 5 6 7
G7 Retraso motor 1 2 3 4 5 6 7
G16 Evitacion social activa 1 2 3 4 5 6 7

3) SUBESCALA COGNITIVA
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P2

N5

G5

G11

G13

G15

G10

Desorganizacion conceptual
Dificultad para pensar en abstracto
Manerismo y actitud postural
Atencion deficiente

Alteracion de la voluntad
Preocupacion

Desorientacion

4) SUBESCALA DE EXCITABILIDAD

P4

P7

G8

G14

Excitacion
Hostilidad
Falta de cooperacion

Deficiente control de los impulsos

5) SUBESCALA DE ANSIEDAD/DEPRESION

G2

G3

G4

G6

Ansiedad
Sentimiento de culpabilidad
Tension

Depresion

ESCALA

Positiva

Negativa

Cognitiva

Excitabilidad

Ansiedad/Depresion

TOTAL

TOTAL

1 2
1 2
1 2
1 2
1 2
1 2
1 2
1 2
1 2
1 2
1 2
1 2
1 2
1 2
1 2
PERCENTIL
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ANEXO IV

TEST DE FAGERSTROM DE DEPENDENCIA A NICOTINA

Nombre del paciente: Fecha:
Pregunta Respuesta Puntaje

5 min 3

1 | ¢Cuanto tarda en fumar su primer cigarrillo 6-30 min 2

después de despertarse? 31-60 min 1

Mas de 60 min 0

2 | ¢Encuentra dificil abstenerse de fumar en Si 1

sitios No 0

donde esta prohibido?
El primero de la 1
3 ¢A qué cigarrillo odiaria mas renunciar? mafiana 0
Cualquier otro

<10 0

4 ¢, Cuantos cigarrillos fuma al dia? 11-20 1

21-30 2

>31 3
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5 ¢ Fuma mas frecuentemente durante las

Si

primeras horas después de despertarse No
que
durante el resto del dia?
6 | ¢Fuma cuando esta tan enfermo que pasa Si
en la No

cama la mayor parte del dia?

PUNTAJE:

0 - 2 Dependencia MUY BAJA

3 - 4 Dependencia BAJA.

5 Dependencia MODERADA.
6 - 7 Dependencia ALTA.

8 - 10 Dependencia MUY ALTA.

Puntaje total
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