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Resumen

Segun la OMS los trastornos psicoticos (TP) afectan a mas de 21 millones de
personas en el mundo, se dice que el origen de estos trastornos es multifactorial.
En diversos estudios se ha demostrado asociaciones entre el estrés oxidativo y los
TP y se ha propuesto que la presencia de variantes alélicas de riesgo en genes que
codifican para enzimas involucradas en el sistema antioxidante favorecen el

desarrollo de los TP.

Se sabe que el Glutation (GSH) es de los antioxidantes enddégenos mas
importantes. La enzima glutamato cistein ligasa es la primer enzima limitante en la
sintesis de GSH, en estudios anteriores se ha observado que la subunidad catalitica
de esta enzima, codificada por el gen GCLC llega a presentar variantes en el gen,
que pueden tener diversas consecuencias funcionales. Este estudio se realizd con
la finalidad de determinar si existe una correlacion entre las variantes del gen GCLC
con niveles de GSH plasmaticos asi como identificar genotipos de riesgo. Para esto
se midieron los niveles de GSH plasmaticos, la actividad enzimatica de la Glutation
peroxidasa (GPx) y se genotiparon variantes implicadas en el metabolismo de GSH
en 75 muestras de pacientes diagnosticados con TP en tratamiento con clozapina
(CLZ). Como controles se utilizaron muestras de personas sin diagnodstico de TP;

ni antecedentes de ellos en su familia.

Los niveles de GSH obtenidos en pacientes fueron de 4.2 uM y de 5.7 uM en
controles mostrando una diferencia estadisticamente significativa. Por otro lado se
encontré un aumento en la actividad enzimatica de (GPx) en pacientes con respecto
a los controles (189.4+ 98.2 uM/ml, 151.81 44.5 uM/ml) respectivamente.

Las variantes de numero de repetidos en tandem de GCLC, fue genotipada
mediante analisis de fragmentos por PCR fluorescente fue realizada una prueba de
ANOVA y se encontré que el genotipo 7/8 repetidos presenté una disminucion en
los niveles de GSH.

En relacion a la variante GCLC _ rs761142 no mostro diferencias estadisticamente

significativas entre los niveles plasmaticos de GSH y los genotipos, sin embargo se



observé que el genotipo CC tenia una mayor incidencia en pacientes que
presentaron reacciones adversas a medicamento (RAM) en este caso a CLZ. A
diferencia de la variante GCLC_ rs17883901 la cual no mostré diferencias

significativas en niveles de GSH ni en RAM.

Después de analizar los resultados obtenidos se logré entender de una mejor
manera la desregulaciéon redox que se da en los TP, aunque seria importante
complementar la informacién estudiando otras enzimas como lo son GGT, CAT,

GSSG, por mencionar algunas.

De igual manera podria considerarse utilizar el GSH como un biomarcador para el
diagnostico y tratamiento de los TP. Asi mismo las variantes de GCLC podrian ser

utiles para determinar el origen del déficit de GSH e individuos en riesgo.



1.0 Marco Teoérico

1.1 Trastornos psicéticos

Los trastornos se consideran alteraciones en el funcionamiento de un organismo
o alguna parte de él. El termino psicosis hace referencia a un trastorno mental, el
cual se caracteriza por delirios, alucinaciones, pensamiento y comportamiento

motor desorganizado donde se incluye la catatonia (APA, 2014).

Los delirios son definidos como una falsa idea, originada de una interpretacion
errébnea de la situacion, en cambio las alucinaciones se consideran una falsa
percepcion de los objetos o acontecimientos y son de naturaleza sensorial. El
pensamiento desorganizado provoca que el sujeto cambie de un tema a otro sin
explicacion. En el caso del movimiento motor se pueden evidenciar problemas para
llevar a cabo cualquier tipo de comportamiento dirigido a un objetivo, la catatonia
se refiere a anormalidades motoras que se presentan en asociacién con
alteraciones en la conciencia, el pensamiento y el afecto, tiene como sintomas
comunes el mutismo, negativismo extremo, adopcién de posturas extrafias y

perturbacion del lenguaje (Crespo & Pérez, 2005).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) existe una gran variedad de
trastornos psicoticos (TP), en la clasificacion de los trastornos psicéticos primarios
se encuentran la esquizofrenia, trastorno esquizoafectivo, trastorno de ideas
delirantes, depresidn y el trastorno bipolar ya que estos dos ultimos también llegan
a presentar sintomas psicoticos (Orturio, 2011). Los TP primarios son asociados a
causas organicas, mientras que los trastornos psicéticos secundarios se producen

a partir del efecto de sustancias toxicas, alcohol y farmacos, principalmente.



1.2 Esquizofrenia

La esquizofrenia es un trastorno mental que afecta a mas de 21 millones de
personas en el mundo (OMS, 2019). Su sintomatologia suele variar entre cada
paciente, es una enfermedad muy compleja ya que tiene un origen multifactorial
donde destacan factores ambientales y genéticos, involucrando variantes de riesgo
y de proteccion en cientos de genes (Aguilar-Valles, 2011).

Los sintomas de la esquizofrenia son clasificados como positivos, negativos y
cognitivos. Los sintomas positivos involucran exceso de experiencias sensoriales o
de comportamiento e incluyen las alucinaciones, delirios y comportamientos atipicos
(Gejman et al., 2010). Sintomas negativos: disminucion de comportamientos de
afectividad, pérdida de interés y falta de motivacion. Por ultimo, en estos pacientes,
se presenta un deterioro de los sintomas cognitivos, que van desde tareas simples
como procesamiento de informacion sensorial hasta tareas mentales mas
complejas (Aguilar-Valles, 2011). El manual de diagndstico y estadistica de los
trastornos mentales (DSM-5) establece que para diagnosticar la esquizofrenia, los
sintomas positivos y negativos deben estar presentes por lo menos un mes, pero si
las ideas delirantes son extrafias o consisten en una voz que relata los
pensamientos o comportamientos del sujeto, o si dos voces conversan entre ellas,
el diagnostico es inmediato (APA, 2014).

1.2.1 Etiologia de la esquizofrenia

Como se menciond anteriormente la esquizofrenia tiene un origen multifactorial,
entre los factores ambientales que incrementan el riesgo para padecer el trastorno
se encuentra la exposicion materna prenatal a ciertas condiciones infecciosas,
como el virus de la influenza, toxoplasmosis, virus del herpes simple tipo 2 (Stephen
et al., 2001), infecciones virales que afectan al sistema nervioso central e
infecciones por citomegalovirus (Dalman, 2008) desnutricion durante el embarazo,

consumo de tabaco, entre otras.



Respecto a los factores genéticos, se ha calculado que la heredabilidad de esta
enfermedad es del 80%, esto, resultado de la combinacion entre varios genes, cada
uno con distinto nivel de efecto que actuan junto a procesos epigenéticos durante el
desarrollo del sistema nervioso (Harrison & Owen, 2003) por lo que es considerada

una enfermedad genéticamente heterogénea.

Actualmente los genes que tienen mayor importancia en la esquizofrenia son
DTNBP1, NRG1, DAAO, G72, los cuales tienen un papel considerable en el
desarrollo y correcto funcionamiento del sistema nervioso (Pacheco & Raventos,
2004).

1.2.2 Fisiopatologia de la esquizofrenia

Los factores ambientales y genéticos no se encuentran de manera aislada,
muchos de estos factores se suman entre si y en algunos casos, los efectos que
muestran son sinérgicos sobre el riesgo a padecer la enfermedad. Desde hace
algun tiempo ya, los estudios en modelos animales han indicado que al menos
alguno de estos factores y sus interacciones tienen efectos sobre el sistema

dopaminérgico (Oliver et al., 2009).

La evidencia acumulada ha demostrado que la fisiologia central de la
esquizofrenia puede implicar disfuncion en diferentes sistemas de
neurotransmision: dopaminérgico, glutamatérgico, serotoninérgico y gabaérgico, lo
que conduce a un funcionamiento anormal de las interneuronas que se manifiesta
como disfuncion cognitiva, conductual y social a través del funcionamiento alterado

de una amplia gama de macro- y microcircuitos.



La hipotesis dopaminérgica menciona que los sintomas negativos de la
enfermedad se deben a una hipoactividad de la via mesocortical, mientras que los
sintomas positivos se relacionan con una hiperactividad dopaminérgica
mesolimbica, consecuencia de la desregulacion del mecanismo compensatorio de

retroalimentacion.

Uno de los neurotransmisores con accion excitadora con mayor presencia en el
cerebro es el glutamato, el cual esta mediado por los receptores ionotropicos NMDA,
ligados a canales ionicos, sus vias tienen unidn a la corteza, sistema limbico y
regiones del talamo (Yang & Tsai, 2017). La hipofuncion de estos receptores ha sido
asociada con la neurotoxicidad, asi como con génesis de los TP (Gimenez, 2012).
E xiste evidencia clinica de que al administrar co-agonistas de estos receptores a
pacientes con esquizofrenia, estos mejoran en sus sintomas positivos, negativos y

cognitivos.

La hipotesis dopaminérgica esta relacionada con la glutamatérgica, ya que la
liberacion del glutamato se regula por receptores presinapticos tipo D2 de las vias
corticoestriatales y corticolimbicas, por lo que las interacciones entre las vias
dopaminergica y glutamatérgica causa la elevacién de los niveles de glutamato.
Actualmente, se ha relacionado que la hipofuncion de la actividad de los receptores
NMDA puede ser la causa responsable de una situacion hiperdopaminérgica, ya
que se ha observado que el flujo de dopamina aumenta tras el tratamiento con
agentes antagonistas NMDA (Giménez,- 2012).

En condiciones normales, la serotonina inhibe la liberacion de dopamina a través
de la hiperpolarizacion de los somas dopaminérgicos en la sustancia nigra con lo
que bloquea la liberacién dopaminérgica en el estriado y la corteza (Graff-Guerrero,
2001).

La hipdtesis serotorinérgica menciona que al activarse los receptores 5SHT2A o al
haber una hiperfuncién de la serotonina, se libera glutamato y éste se proyecta al
area tegmental ventral y se activa. Esto a su vez, puede activar la via dopaminérgica
mesolimbica como parte de una reaccion en cadena que conduce a la psicosis

causando alucinaciones auditivas y delirios paranoides (Stahl, 2018).



Figura 1. Esquema de un corte sagital de cerebro de rata en el que se indican las principales
vias de neurotransmisién involucradas en la psicosis. Lineas rojas, glutamatérgicas; azules,
dopaminérgicas; amarillas, gabaérgicas. ATV, area ventral tegmental; SN, substancia nigra; HT,
hipotdlamo; NAc, nucleo acumbens; Cpu, caudado putamen; CPF, corteza prefrontal; Hp,
hipocampo. Recuperada de: Gimenez, 2012.

1.2 Trastorno bipolar

Este trastorno puede ser cronico, ocasional o con intervalos irregulares,
generalmente ocasiona cambios extremos y fluctuantes en el estado de animo,
niveles de energia, de actividad y de concentracion. La mayoria de las ocasiones,
el trastorno bipolar se presenta en los ultimos anos de la adolescencia o al iniciar la
edad adulta (NIMH, 2018).

1.3.1 Sintomas del trastorno bipolar (TB)

Por lo regular los sintomas del TB, se dividen en episodios maniacos y episodios
depresivos o hipomaniacos, también existen los episodios mixtos, donde se
presentan ambos tipos de episodios. Regularmente estos episodios llegan a durar

una o dos semanas, aunque pueden durar mas tiempo.



En el DSM-5 se divide al trastorno bipolar en dos tipos: TBI y TBIl, estos se
diferencian por la gravedad de los episodios maniacos, en el caso del TBI son de
una intensidad mayor, al mismo tiempo se puede presentar episodios
hipomaniacos. En el caso del TBIl, unicamente se presentan episodios
hipomaniacos (APA, 2014)

1.4 Trastorno esquizoafectivo (TEA)

El trastorno esquizoafectivo (TEA) se ha considerado como una variante de la
esquizofrenia y como un subtipo del trastorno bipolar, incluye alucinaciones o
delirios y sintomas del trastorno del estado de animo como depresién o0 mania
(Miller, 2019).

1.5 Psicosis interictal

La epilepsia se ha asociado con alteraciones de la conducta, del pensamiento y
del humor. En diversos estudios, se ha notado una mayor prevalencia de trastornos
psiquiatricos en pacientes con epilepsia en comparacién con la poblacién general,
principalmente en pacientes con epilepsia del I6bulo temporal (Krauskopf, 2013). La
presencia de episodios psicoticos en estos pacientes no es homogénea, por lo que
es dificil establecer una explicacion fisiopatolégica unica. En la practica clinica se

mencionan las psicosis postictales, periictales e interictales.

La psicosis interictal, se presenta como un estado psicético cronico y aparece en
los intervalos de tiempo comprendidos entre dos crisis epilépticas (Rosello, 2018).



1.6 Tratamiento antipsicético

La presencia de los TP incluye alucinaciones, descontrol de conducta y
alteraciones en el pensamiento. En un principio, la finalidad del tratamiento
antipsicotico, era maximizar el restablecimiento funcional mediante la disminucion
de los sintomas positivos, es por eso que el primer grupo de antipsicoticos se
desarroll6 a partir de la hipdtesis de la hiperactividad de la dopamina. Estos
farmacos son conocidos como de primera generacion o tipicos y su mecanismo se
basa en el antagonismo del receptor D2 a nivel limbico, aunque también tiene
efectos a nivel estriatal, lo que produce disfuncion extrapiramidal. Los antipsicoéticos
tipicos no son tan eficaces en el tratamiento de los sintomas negativos. Ademas de
que producen una gran cantidad de efectos secundarios como sedacion, efectos
anticolinérgicos, hipotension ortostatica y las de mayor importancia, son los efectos
extrapiramidales, incluyendo reacciones distonicas, parkinsonismo, acatisia y
discinesia tardia (Flores-Rojas, 2019). Entre los antipsicoticos tipicos mas comunes
se encuentra el haloperidol, la clorpromazina, la flufenazina, la tioproperazina, la

sulpirida, entre otros.

Los antipsicoéticos atipicos o de segunda generacion se diferencian del grupo
anterior por no presentar efectos extrapiramidales, al parecer son mas eficaces en
el tratamiento de los sintomas negativos y generalmente se emplean en pacientes
resistentes a los antipsicéticos tipicos. Estas diferencias se deben a que existe un
menor efecto dopaminérgico por los antipsicéticos de segunda generacion.
(Ceruelo, Garcia 2007).Su mecanismo de accion también consiste en el
antagonismo de los receptores D2, pero estos también son antagonistas de los

receptores de serotonina 5-HT, (Goodman & Gilman, 2011).



A pesar de que los antipsicéticos atipicos presentan menores o casi nulos
efectos extrapiramidales, estos causan otro tipo de efectos adversos como: efectos
cardiovasculares, hiperprolactinemia y aumento de peso, que a su vez se relaciona
con otras enfermedades como diabetes mellitus, hipertension, enfermedades

coronarias, dislipidemias, entre otras (Garcia-Anaya, Apiquian, Fresan 2001).

Algunos antipsicoticos atipicos son: clozapina, risperidona, olanzapina, quetiapina,
ziprasidona, sertindol y aripiprazol; la diferencia entre ellos, se basa en su afinidad

por los receptores.

Es importante recordar que el antipsicoético, la dosis y la via de administracion
van a depender del estado patologico, las interacciones farmacologicas con
medicamentos concomitantes y la sensibilidad del paciente a los efectos adversos.
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1.6.1 Clozapina

Este farmaco fue sintetizado en 1958, es una dibenzodiacepina triciclica. Su
mecanismo de accién se basa en el antagonismo de los receptores D2 en la via
mesolimbica y los receptores 5-HT2A en la corteza frontal. Se ha observado que el
antagonismo D2 alivia los sintomas positivos mientras que el antagonismo 5-HT2A

alivia los sintomas negativos (Arinhieri, 2018).

La CLZ se absorbe después de una administracion oral, sufre metabolismo de
primer paso, por lo que solo del 25 al 50% alcanza la circulacion sistémica, las
concentraciones plasmaticas de este farmaco varian ya que son dependientes de
factores como el tabaquismo, absorcion gastrica, edad, género y metabolismo
hepatico (Jamm et al.,1993). Se metaboliza a través de las enzimas microsomales
hepaticas CYP1A2 y CYP3A4 (Fig. 3); tiene dos principales metabolitos: N-6xido de
clozapina y N-desmetil-clozapina (norclozapina) que es farmacoldégicamente activo
(Garcia et al.,2017).Tiene una vida media de 4 - 12 horas y la ruta de eliminacién

de este farmaco es principalmente por orina (50%), el resto se elimina por hece.

A pesar de que la CLZ tiene una gran eficacia, este farmaco no es utilizado como
primera opcion, ya que se han presentado reacciones adversas como
agranulocitosis y granulocitopenia, que pueden llegar a ser letales (Saito et al.
2016), otras reacciones adversas asociadas al uso de la CLZ, son: ganancia de
peso, enfermedades cardiovasculares, eosinofilia, convulsiones, miocarditis,
hipotensidn ortostatica, taquicardia, obstruccion intestinal, nauseas, pancreatitis,
enuresis, entre otros. Por esta razén la CLZ se utiliza como tratamiento en pacientes
que no han respondido a dos antipsicoticos diferentes previos, ademas de esto los
pacientes requieren de un monitoreo estrecho de su cuenta de neutrdfilos y en caso

de ser necesario, suspender el tratamiento.
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Figura 3. Transporte, metabolismo y sefalizacion de CLZ. Glu=Glutamato; Cis=Cisteina;
Gly=Glicina; GCL=Cisteina-glutamato-ligasa; GluCis=gamma-glutamil cisteina; GS= Glutation
sintetasa; GSH=Glutation; CG= conjugados de clozapina; GST= Glutation S-transferasa;
FMO=Monooxigenasa que contiene flavina; CYP= citocromo p450; ABC=subfamilia de cassettes de
uniéon a ATP; UGT= Uridiin-difosfato-glucuronosiltransferasa; dmCLZ= N-desmetilclozapina ;
CLZ=Clozapina; COMT= Catecol-O-metiltransferasa; DOPAC= Acido 3.4-dihidroxifenilacético;
HVA= acido homovanilico; DA= Dopamina; 3MT= 3-Metoxitiramina; FAAH= acido graso amida
hidrolasa: AA=acido araquidonico: MEA= etanol amida; DRD= Receptor de dopamina; HTR=
receptor de serotonina; HRH= receptor de histamina; BHE= barrera hemato-encefalica. Manuscrito
en preparacion, (Motilla-Frias,2019).
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1.7 Estrés oxidativo

Los radicales libres son moléculas inestables y altamente reactivas que tienen
un electrén libre, suelen combinarse inespecificamente y tienen un tiempo de vida
corta. Se forman principalmente por la unién de un electron a una molécula mas
estable (Avello, 2005).

Los radicales libres forman parte de las llamadas especies reactivas de oxigeno
(ERO); las cuales son moléculas derivadas del O, como el H,O,, ion OH, los
superoxidos, entre otros. Estos se producen cuando el O, se reduce con dos
electrones, y esto ocurre por dos vias: de forma enddégena, a consecuencia del
metabolismo principalmente del oxigeno, o de forma exdgena, por contaminantes
ambientales, radiaciones, consumo o uso de téxicos como alcohol, tabaco y drogas,
o por una alimentacion inadecuada (Carrillo, 2015). Las ERO tienen diferentes
funciones fisioldgicas, son necesarias para la produccién de energia, sintesis de
compuestos, fagocitosis, transduccién de sefales, sin embargo, al mismo tiempo

pueden llegar a ser toxicos y desencadenar apoptosis o necrosis (Carrillo, 2015).

Por otro lado, los antioxidantes son sustancias que tienen la capacidad de
contrarrestar la accién oxidante de los radicales libres, mediante la liberacidon de
electrones. En el organismo, existen antioxidantes enddgenos y exdgenos que se
encargan de limitar la produccion y la actividad de ERO. Los antioxidantes
enddégenos mas importantes son: enzimas super-Oxido dismutasas, SOD,
encargadas de transformar el radical superoxido en peroxido de hidrégeno; enzima
catalasa, CAT, la cual descompone el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno; y
por ultimo la enzima glutation peroxidasa (Gpx) que oxida el glutation y el perdxido
de hidrégeno (Pupo, 2017).Como antioxidantes exdgenos se encuentran: las
vitaminas A, C y E; los polifenoles, la melatonina, carotenoides y metales como el

zinc, el cobre y el selenio.

Cuando hay una disminucién de los niveles de las defensas antioxidantes
celulares o un aumento de la velocidad de produccion de las ERO, se rompe el
equilibrio, se genera el estrés oxidativo, que dafia acidos nucleicos, lipidos y
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proteinas. El estrés oxidativo se encuentra presente en estados patolégicos donde
hay alteracién de funcionalidad celular, lo que contribuye al desarrollo de
enfermedades degenerativas como cancer, ateroesclerosis, cardiomiopatias y

enfermedades neuroldgicas (Avello, 2006).

1.7.1 El estrés oxidativo y los trastornos psicéticos

El sistema nervioso central (SNC) consume grandes cantidades de oxigeno para
llevar a cabo los procesos fisioldgicos, esto conduce a una elevada produccion de
radicales libres. Existen distintos factores que hacen que el SNC sea susceptible a
un aumento de radicales libres como lo es: la alta composicion de acidos grasos
poliinsaturados, el déficit de mecanismos antioxidantes y la selectividad de la
barrera hematoencefalica que reduce la difusién de algunos antioxidantes como la
vitamina E (Serra, 2016).

En diversos estudios se han demostrado asociaciones entre el estrés oxidativo
y los TP, y se ha propuesto que la presencia de variantes alélicas de riesgo en genes
que codifican para enzimas involucradas en el sistema antioxidante favorece el
desarrollo de los TP. Por ejemplo, existen estudios donde se demuestra la
asociacion de variantes genéticas de riesgo de la enzima glutation cisteina ligasa
(GCL) y de las glutation-S-transferasas, estas proteinas estan involucradas en la

sintesis del glutation.

Tanto la regulacién a la baja de los componentes de la via de sintesis
antioxidante como el aumentos en los niveles de ROS se han observado

relacionados en pacientes con TP (Mass, 2017).
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1.8 Glutation

El glutation es un tripéptido de bajo peso molecular, formados por glutamato,
glicina y cisteina, es el principal antioxidante enddégeno implicado en reacciones
redox, este tripéptido puede presentarse en dos formas: oxidada o también llamada
disulfuro de glutation (GSSG) y su forma reducida, nombrada glutation (GSH) que
se llega a presentar hasta en un 90% del glutation total en células y tejidos sanos.
La relacién GSH/GSSG a menudo es utilizado como indicador del estado oxidativo
de la célula y de la toxicidad celular, se dice que cuanto mayor es la cantidad de

GSH, menor es la toxicidad celular (Martinez-Espinoza 2019).

En la mayoria de las células el glutation se sintetiza de novo a través de dos
reacciones dependientes de ATP, en la primera reaccion se condensa el grupo
carboxilo del glutamato con el grupo amino de la cisteina; esta reaccion es
catalizada por la enzima glutamato cisteina ligasa (GCL) en donde se forma gamma-
glutamilcisteina. En una segunda reaccion se adiciona la glicina mediante la

intervencidn de la enzima glutation sintetasa (Lu, 2013).

La principal reserva de GSH en células eucariotas se encuentra en el citosol en
un porcentaje del 80 al 85%, mitocondrial de un 10-15% y un pequefo porcentaje

mas, se ubica en el reticulo endoplasmico.

El GSH se caracteriza por tener un grupo sulfhidrilo (-SH) en el aminoacido
cisteina; este grupo tiene como caracteristica que puede oxidarse y reducirse de
manera reversible, lo que permite mantener el equilibrio redox (Ortega-Herrero
2015). La actividad antioxidante de este tripéptido se da mediante dos mecanismos:
enzimatico y no enzimatico, en el primero la enzima glutation peroxidasa cataliza la
reaccion de oxidacion de GSH a GSSG utilizando para ello peroxido de hidrogeno
que evita los efectos degradantes de los perdxidos. En el mecanismo no enzimatico,
el GSH neutraliza moléculas formando aductos con radicales OH y el NO. Una vez
que el glutation neutraliza las moléculas oxidantes se obtiene (GSSG), el cual es

incapaz de reaccionar con ROS, por lo que se necesita la funcion de la enzima
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glutation reductasa (GR), la cual es la encargada de recibir electrones provenientes

del NADPH y cederlos al GSSG para obtener de nuevo la forma reducida (GSH).
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Figura 4 Sintesis y metabolismo del glutatiéon. Como primer paso de la sintesis el glutamato

(Glu) se combina con cisteina (Cys) para formar y-glutamilcisteina por la glutamato-cisteina ligasa

(GCL). A continuacién, la GSH sintetasa (GS) combina este dipéptido con glicina (Gly) para producir

GSH. El GSH se utiliza como cofactor para reducir el peréxido de hidrogeno por accién de la enzima

glutatiéon peroxidasa (GPx), produciendo el disulfuro de glutation (GSSG). Entonces, GSSG se

reduce a GSH por la glutation reductasa (GR) usando NADPH. Estos pasos forman un ciclo redox.

Las enzimas glutation S-Transferasas (GST) desintoxican de los perdxidos y productos de

peroxidacion lipidica que contienen grupo carbonilo usando GSH. Después de que el GSH es

liberado de la célula, la ectoenzima GGT degrada el glutation. Tomada de: Tsugawa et. al, 2019
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1.8.1 Glutation en el Cerebro

A comparacion de otros 6rganos, el cerebro tiene mayor susceptibilidad al dano
oxidativo, ya que cuenta con la presencia de abundantes acidos grasos insaturados,
que son blanco de la peroxidacion lipidica. Este 6rgano tiene una baja o moderada
actividad de enzimas antioxidantes como la SOD vy la catalasa, y la presencia de
grandes concentraciones de hierro que favorecen la formacion de ROS, ademas de

que el cerebro consume una gran cantidad de oxigeno (Fuentes Lugo, 2019).

En el cerebro, los astrocitos aportan a las neuronas los precursores necesarios
para la sintesis de GSH. Se ha observado que el GSH es previamente sintetizado
en los astrocitos y liberado de éstos, después de eso es hidrolizado por una
ectoenzima conocida como y-glutamiltranspeptidasa (yGT), localizada en la
membrana plasmatica de los astrocitos. En esta reaccion se produce el dipéptido
cistein-glicina (CysGly) y y-Glu. El CysGly es disociado por una ectopeptidasa
localizada en las neuronas generando cisteina y glicina que son capturados de
manera independiente por las neuronas y utilizados para volver a sintetizar GSH
(Garcia, Massieu 2004). La glutamina liberada de los astrocitos es usada por las
neuronas como un precursor del glutamato necesario como neurotransmisor y para
la sintesis de GSH (Diaz-Hung 2015).

1.8.2 GCLC

La Glutamato-Cisteina Ligasa, es la primera enzima limitante de la sintesis de
glutation. Tiene dos subunidades: moduladora (GCLM) y catalitica (GCLC) (Gysin
et al. 2007). Diversos estudios han mostrado que las variantes de un solo nucleétido

(SNV) en el gen GCLC, pueden tener diversas consecuencias funcionales (Checa
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et al., 2007). Se ha visto que pacientes con la variante intrénica rs761142 : chr6-
53527310-A-C, se asocian con hipersensibilidad inducida por farmacos como el
sulfametoxasol (Wang et al., 2012) también se encuentra la variante rs17883901
chr6-53545239-G-A que se ha encontrado involucrada en fallas del metabolismo del
glutation en enfermedades como diabetes, esteatohepatitis e infarto al miocardio
(Vieira et al., 2011).

Por otro lado, se ha demostrado que existe una asociacion entre la esquizofrenia
y una variante de repetidos trinucledtidos GAG (TNR) en la subunidad catalitica,
donde el numero de repetidos afecta los niveles de GSH (Xin et al., 2016). Se dice
que los genotipos 7/8 ,8/8, 8/9 y 9/9 son mas frecuentes en pacientes que en
controles, por lo que son considerados “genotipos de alto riesgo” en cambio los
genotipos 7/7 y 7/9 se presentan con mayor frecuencia en individuos sanos, por lo

que se consideran “genotipos de bajo riesgo” (Gysin et al., 2011)
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2.0 Objetivos

2.1 Objetivo General
Determinar si existe una correlacién entre las variantes del gen GCLC y los
niveles de glutation plasmatico para identificar genotipos de riesgo en

trastornos psicoticos primarios bajo tratamiento con clozapina

2.2 Objetivos particulares
Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de las variantes rs761142: y
rs17883901 de GCLC en pacientes controles mediante PCR en tiempo real

Determinar los niveles de GSH plasmatico mediante espectrofotometria de

fluorescencia
Determinar los niveles de Gpx mediante espectrofometria UV

Correlacionar los niveles plasmaticos de GSH con los genotipos de GCLC en

pacientes y controles

Realizar analisis multivariado de los niveles plasmaticos de GSH y Gpx con los
genotipos de GCLC y las caracteristicas clinicas de los pacientes con TP bajo
tratamiento de CLZ

3.0 Hipétesis

Se sabe que los niveles de glutatién en plasma son menores en pacientes con
TP que en controles y que se asocia con estrés oxidativo. Algunas variantes del
gen GCLC podrian explicar los niveles bajos de GSH en pacientes con TP, esto, a
su vez, podria estar relacionado con una mayor incidencia de reacciones adversas
debidas a la CLZ.
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4.0 Metodologia

4.1 Sujetos y métodos

Siguiendo los requerimientos éticos internacionales, el protocolo de investigacién
#104/17 fue aprobado por los Comités de Investigacion y de Bioética del INNNMVS.
Asi mismo, a todos los participantes se les explico en qué consistia el protocolo y

firmaron una carta de consentimiento informado (Anexo A).

4.2 Pacientes

Se estudiaron 75 pacientes diagnosticados con TP, tratados con CLZ. Los
pacientes que decidieron participar voluntariamente en el protocolo, se reclutaron
en la consulta externa del INNNMVS. Las valoraciones clinicas fueron realizadas
por medicos psiquiatras del INNNMVS.

4.2.1 Criterios de Inclusién

Pacientes de poblacion mestiza-mexicana (MM), mayores de edad, bajo tratamiento
con CLZ, con diagndstico clinico de ESQ, psicosis interictal, TE o TB, que aceptaron
participar voluntariamente en el estudio y hayan firmado la carta de consentimiento

informado.

4.2.3 Criterios de exclusion
Pacientes de nacionalidad extranjera, pacientes con TP que no tengan
tratamiento con CLZ o pacientes que no hayan aceptado participar y/o firmado la

carta de consentimiento informado.

4.3 Controles

Se incluyeron 40 personas MM, las cuales no presentaban ningun TP o
enfermedad neurodegenerativa, ni antecedentes de ellos en su familia. Todos los
controles firmaron una carta de consentimiento informado para el banco de DNA del
Departamento de Genética, INNNMVS (Anexo A).
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4.4 Toma de muestra biolégica

Se obtuvieron muestras de sangre periférica por puncidn venosa, las cuales se

recolectaron en tubos Vacutainer de 5ml con citrato de sodio (22mg/ml) como

anticoagulante. Para la determinacion del GSH y GPx se utilizaron tubos con EDTA.

4.5 Tratamiento de la muestra

4.5.1 Muestra Sanguinea

La muestra sanguinea fue centrifugada a 3000 rpm durante 6 minutos a una

temperatura de 4°C, la capa leucocitaria y el plasma fueron separados y

almacenados a -80°C hasta su uso.

4.5.2 Extraccion de DNA por metodologia de sales

modificada

Se siguio la técnica de (Gaaib, Nassief y AL-Assdi 2011)

En un tubo coénico de 15 ml se anadié sangre y amortiguador de lisis de
glébulos rojos (BLGR:
NH,C1[0.155mM],KHCO3[10mM]y EDTA [0.1mM,pH = 7.4]) en  una
proporcion 1:3 v/v. La mezcla se agité hasta lisar los glébulos rojos, se
centrifugé por 6 minutos a 3000rpm.

Se desechd el sobrenadante y al botén de células blancas se le agregd 1ml
de BLGR adicional, se transfirié a un tubo de 1.5ml y se centrifugé durante
2 minutos a 3000 rpm.

Se realizaron dos lavados adicionales siguiendo el procedimiento del paso

anterior para eliminar el mayor contenido posible de glébulos rojos.

Al boton limpio se le agregaron 570ul de NaCl [5mM], se agité durante 2

minutos, posteriormente se adicionaron 40yl de dodecil-sulfato de sodio
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Vi.

Vii.

Viii.

(SDS) al 10%; lo que genera la ruptura de la membrana celular, seguido de
esto se adicionaron 200ul de NaCl [7M] y esta mezcla se agité durante 10
minutos para precipitar las proteina, la mezcla fue centrifugada a 11500 rpm
durante 20 minutos a una temperatura de 4°C.

Se recolecto el sobrenadante en un tubo de 1.5 ml, a este se le agregaron
600p! de una solucién de cloroformo: alcohol isoamilico (49:1 v/v) se mezclo
por inversion y se centrifugd a 14 000 rpm durante 15 minutos a una
temperatura de 4°C, esto para realizar la extraccion organica de
componentes celulares no polares.

La fase acuosa fue transferida a un tubo de 1.5ml y se le afadié 1 ml de
etanol absoluto a 4°C, se centrifugé a 14 000rpm durante 15 min para
precipitar el DNA y separar las sales remanentes, se desechd el
sobrenadante y al boton obtenido se le agregd 1ml de etanol al 70% v/v y
se centrifugd a 14 000 durante 15min.

El sobrenadante fue descartado y la muestra fue secada por centrifugacion
al vacio, se agregaron 200 ul de agua inyectable para su rehidratacion.
Las muestras se cuantificaron mediante espectrofotometria con el equipo
Nanodrop (ThermoFhisher Scientific, Waltham,Massachusetts, Estados
Unidos).

4.5.2 Precipitacion de proteinas en plasma para cuantificacién de

glutation reducido

En un tubo ambar de 2ml se realizé una dilucién 1:1 de plasma con acido
tricoloroacético (TCA) al 10% p/v. Se mezclo con vortex y se dejo reposar en
hielo por 10 minutos.

La muestra se centrifug6 a 12 000 rpm durante 15 minutos a una temperatura
de 4°C.

El sobrenadante se transfirio a un tubo ambar de 600 pl, se mantuvo a -80°c

durante un dia y el “botédn” (pellet) de proteinas fue descartado.
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4.6 Cuantificacion de glutation reducido (GSH)

Para la cuantificacion de Glutation se prepararon los siguientes reactivos:
Amortiguador de fosfatos 0.1M +
EDTA 5mM, ortoftaldehido (OPA) 1 mg /ml y GSH 5ug/ml (solucién de
trabajo)

Se prepard una curva de GSH en tubos de 2 ml ambar como se muestra

en la Tabla 1

Tabla 1. Preparacion de curva de GSH.

TUBO GSH (solucion Amortiguador Concentracion
de trabajo pl) (pl) (pl)
Blanco 0 1000 0
1 120 880 0.975
2 240 760 1.95
3 480 520 3.9
4 960 40 7.8

En una placa protegida de la luz se agregd a cada uno de los pozos
122.7ul de amortiguador, 13.6 pl de cada uno de los puntos de la curva o
plasma sin proteinas, cada una de las muestras se realiz6 por duplicado
Se agregaron 13.6 pl de OPA, la reaccion se mezcld y la placa fue
incubada por 15 minutos a temperatura ambiente

La placa fue leida mediante fluorometria a una longitud de onda de
excitacion de 350 nm, longitud de onda de emision de 420 nm y a una
sensibilidad de 90 en el equipo FLX800 (BioTek™, Winooski, Vermont,
Estados Unidos).
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4.7 Cuantificacion de la actividad enzimatica de glutatiéon

peroxidasa (GPx) en plasma
l.

Se prepararon los siguientes reactivos: Amortiguador (Na,HPO, 0.4 M +
EDTA sédico 5mM), NaN; 0.01M, citrato trisédico 1%, Reactivo de Ellman
(DNTB 40mg en 100 ml de citrato tribasico 1%), H,0, 1.25 mM, GSH 2mM y
GSH 1mg/ml

Se prepard una curva de GSH en tubos ambar de 2 ml como se muestra en
la Tabla 2

Tabla 2. Preparacion de la curva de GPx

Tubo Concentracién | Amortiguador GSH NaN; = GSH H,0

(l/ml) (ul) (1 (W) | 2mM ()
mg/ml) (uh)
1 15 250 22.5 125 250 | 852.5
2 30 250 45 125 250 830
3 60 250 90 125 250 785
4 120 250 180 125 250 695
5 240 250 360 125 250 515
6 480 250 720 125 250 155
[ll.  Entubos ambar de 2ml se agregaron 50l de plasma sin proteinas, 250 ul de
amortiguador, 250ul de GSH [2mM], 125ul de NaN; y 812.5 yl de H,0. Estos
tubos con muestras y la curva se llevaron a un bafo de agua a 37°C con
agitacion durante 5 minutos.
IV. Al terminar el tiempo de incubacion se agregaron 250 ul de peroxido de

hidrogeno (H,0,) previamente incubado a las mismas condiciones y se

mezcld suavemente con vortex.
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VI.

VILI.

VIII.

En el caso de las muestras, se tomaron alicuotas de 250 uyl y se mezclaron
con 250 yl de amortiguador, cada muestra se realizé por duplicado. De igual
forma se tomaron 250 pl de alicuota de cada punto de la curva y se agregdé
1ml de amortiguador, cada alicuota también se realizé por duplicado.

Las muestras fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 30 min a una
temperatura de 4°C; mientras los tubos con la curva se mantuvieron en hielo.
En una placa de 96 pozos, se agregaron 50 ul/pozo de sobrenadante de cada
duplicado de la curva y 50 yl de amortiguador, en el caso de las muestras se
agregaron las mismas proporciones.

A cada pozo, se adicionaron 25 pl de reactivo de Ellman para iniciar la
reaccion, esto se incubd a temperatura ambiente por 2 minutos.

La placa fue leida mediante espectrofotometria a una longitud de onda de
412 nm en un equipo FLX800 (BioTek™, Winooski, Vermont, Estados
Unidos).

4.8 Analisis de Fragmentos para repetidos GAG del gen GCLC

mediante PCR fluorescente

Se realizé una PCR para amplificar la regién de repetidos del trinucleétido GAG del

gen GCLC que codifica para la subunidad catalitica de la enzima y-glutamin cistein-

ligasa. Los detalles de reaccion se muestran en las tablas 3 - 5:
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Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados para analisis de repetidos

GAG de GCLC
Oligonucleétido = Secuencia 5°-3° Tamaiio del Temperatura
amplicoén (pb) de fusién, Tm
(°C)
GCLC-F 16-FAM/CGG 220 62.9
CTG AGT GTC
CTC GC
GCLC-R CCA CTT GAG 63.7
AAC GTC CTT
GTGCCG G

F: hebra sentido (forward); R: hebra antisentido (reverse); pb: pares de bases.

Tabla 4. Reactivo y volumenes para PCR fluorescente de

GCLC

Reactivo Volumen
(T))
Mezcla de reaccion para 9.0
PCR

Taq Master Mix (Qiagen)
Oligonucleétido F(10 uM) 1.0
Oligonucleétido R (10 uM) 1.0
H20 libre de nucleasas 2.8
DNA (50 ng/pul) 1.2
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Tabla 5. Condiciones para PCR fluorescente de GCLC

Fase Temperatura Tiempo
(°C) (segundos)
Desnaturalizacion 94 180
35 ciclos:

Desnaturalizacion 94 30
Hibridacion 63 45
Elongacion 72 60

Elongacién final 72 600

4.8.1 Electroforesis capilar

Se realiz6 en equipos AB3500 y AB3130 (ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos). Para ello, se utilizdé 1 ul de reaccion de PCR, 0.5
Ml de estandar de tamarios LIZ 500 y 8.5 ul de formamida. Esta mezcla de reaccién
se desnaturalizé a 95°C y se llevd inmediatamente a 4°C. Las condiciones de la
electroforesis fueron: voltaje de inyeccién 1.2kV, tiempo de inyeccion 8s, voltaje de
corrida 15kV, tiempo de corrida 2000s. Los datos crudos se visualizaron con el

programa Peak scanner de ThermoFisher (https:apps.thermofisher.com)

0 1000 2000 3000 4[]00'Z 5000 6000 7000 3000

Figura 5. Andlisis de Fragmentos para repetidos GAG de GCLC. Imagen representativa de
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resultados crudos obtenidos por electroforesis capilar para la variante de repetidos GAG de GCLC;
en donde se muestra un genotipo heterocigoto 7/9 en color azul (sefialado por flecha roja), y en color
naranja se aprecia el estandar de tamarfos LIZ 500. Eje Y en unidades arbitrarias de emision de

fluorescencia.
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4.9 Genotipificacion de las variantes rs761142 y rs17883901de

GCLC por PCR en tiempo real

Para la genotipificacion de las variantes rs761142: chr6-53527310-A-C; ¢.151-
4783T>G>A y rs17883901 chr6-53545239-G-A; c.-594C>T>A (region promotora)
del gen GCLC, se realizdé PCR en tiempo real en el equipo StepOne™ de Applied
Biosystems® (Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) en la que se utilizaron los

volimenes de reaccién de la tabla 6.

Tabla 6. Reaccion de PCR en tiempo real.

Reactivo Volumen
(ul)
Mezcla para PCR Probe fast ABI Prism qPCR kit 25

(Kapa biosystems)
Par de oligonucleétidos (10 uM) y sonda de 0.125
interés (5 uM)
H,O0 libre de nucleasas 1.375
DNA (25 ng/pl) 1.0

Los resultados se analizaron con el programa StepOne™ Sofware v2.0.2®
(ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Un ejemplo

de los resultados obtenidos por esta técnica, se muestra en la figura 6.
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Figura 6. Grafica polar para discriminacion alélica de la variante rs761142: chr6-53527310-
A-C por PCR en tiempo real. En color azul se observan las muestras que presentan el genotipo
homocigoto A/A; en color verde aparecen las muestras que presentan el genotipo heterocigoto A/C;
en color rojo las muestras que presentan el genotipo homocigoto C/C, y por ultimo, en color negro

se observan los controles negativos.

5.0 Resultados

5.1 Niveles plasmaticos de glutatiéon (GSH)

Se estudiaron 75 pacientes con diagndstico de TP bajo tratamiento con CLZ con
una media de edad de 37 (SD= 12.4) y 40 controles con media de edad de 29 (SD=
7.5) anos. Los niveles de glutation plasmatico en el grupo de pacientes fueron 4.2
1+1.83uM mientras que en el grupo de los controles resulté de 5.7 + 1.44uM, con lo

que se encontré una diferencia estadisticamente significativa (Fig. 7)
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Figura 7.- Niveles plasmaticos de GSH en pacientes con TP y controles. Se muestran
diferencias significativas al aplicar la prueba t, p=0.001 (ICo5% -3.13 -0.78).

Se realizé una correlacion entre los niveles de GSH y la edad de los individuos,
los resultados no fueron estadisticamente significativos, sin embargo, como se
muestra en la Fig. 8 existe una tendencia donde a mayor edad, hay una disminucién
de los niveles plasmaticos de GSH. Del mismo modo, se compararon niveles de
GSH por género, pero tampoco se encontraron resultados estadisticamente

significativos entre niveles de GSH de hombres y mujeres (datos no mostrados).
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Figura 8.- correlacion entre los niveles plasmaticos de GSH y la edad de los pacientes.
La correlacion de Spearman fue r=-0.015. p=0.149 N=75

5.3 Resultados de la enzima glutation peroxidasa (GPx)

Al comparar los valores de las medias entre la actividad de GPx en pacientes

(189.4+ 98.2 uM/ml) y los controles (151.8+ 44.5 uM/ml), se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (Fig. 9).
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Figura 9.- Niveles plasmaticos de GPx en pacientes con TP y controles. Prueba T,

p=0.025 (ICos%=4.7- 70.4%
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5. 4 Numero de repetidos GAG en la unidad catalitica del gen

GCLC de la enzima glutamato cistein-ligasa

Tabla 7. Distribucion de niumero de repetidos GAG de GCLC

Genotipo 717 7/8 7/9 9/9 TOTAL

Pacientes 13 14 35 13 75
17% 18% 49% 16% 100%

controles 13 8 2 17 40
32% 20% 5% 43% 100%
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Figura 10.- Niveles de GSH segun el genotipo de los repetidos GAG de GCLC. De color
azul se muestran los niveles de GSH de pacientes, mientras que de color verde se observan

los niveles de GSH en controles.

Por otra parte, se realizé una prueba de ANOVA de una via, post hoc Tuckey
para evaluar las diferencias entre los genotipos de los repetidos GAG de GCLC y
niveles de glutation, en donde no se encontraron diferencias significativas entre los
genotipos de controles (datos no mostrados) Sin embargo, en los pacientes se

encontrd una relacién entre la disminucién en los niveles de GSH con el genotipo
7/8 (Tabla 8).
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Tabla 8. Comparacion entre los niveles de GSH y los genotipos de

los repetidos GAG del gen GCLC en pacientes.

Genotipo Genotipo p IC 95%
Limite Limite superior
inferior
718 008 -4.37 -0.48
77 719 07 -2028 0.96
/9 L] 177 1.96
7T A00a 0.48 437
718 719 021 0.20 333
/9 003 0.70 435
77 07 -0.96 2.28
79 718 021 -3.33 -0.20
/9 530 -0.71 223
77 L] -1.96 1.77
/9 T8 003 -4.35 -0.70
719 530 223 0.7173

Prueba de Tukey. IC, intervalo de confianza

Para evaluar la asociacion entre los genotipos de los repetidos GAG del gen GCLC
y las RAM de clozapina se realizé una prueba de Chi-cuadrada, sin embargo, no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas (datos no mostrados).
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5.5 Resultados de la variante genética del gen GCLC

Tabla 9 Frecuencias alélicas y genotipicas para la variante

rs761142 en pacientes

Genotipo n Frecuencia Frecuencia Frecuencia | n
genotipica Alélica genotipica
observada esperada

AA 5 0.07 0.34 0.11 8

AC 35 0.49 0.44 32

CC 31 0.43 0.660 0.43 31

X?=1.40; gl=1 a=0.05. Las frecuencias estuvieron en equilibrio Hardy- Weinberg

Tabla 10 Frecuencias alélicas y genotipicas para la variante

rs761142 en controles

Genotipo n Frecuencia Frecuencia Frecuencia |n
genotipica Alélica genotipica
observada esperada

AA 12 0.3 0.5 0.25 10

AC 18 0.45 0.5 20

CC 10 0.25 0.5 0.25 10

X2=0.6. gl=1 a=0.05. Las frecuencias estuvieron en equilibrio Hardy- Weinberg
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El analisis de varianza para la variante intronica rs761142: chr6-53527310-A-C no

mostro diferencias estadisticamente significativas entre los niveles plasmaticos de

glutation y los genotipos, pero al evaluar las RAM, el genotipo CC se presenté en

mayor porcentaje en pacientes con RAM totales (Tabla 11).

Tabla 11. Porcentaje de pacientes con TP que presentan RAM para

clozapina y su asociacién con la variante genética rs761142 de

GCLC
RAM rs7g1142 Total
AR AC CC
5l 0% 52.9% T5% 58%
MO 100% 47 1% 25% 42%
Total 100% 100% 100% 100%

Resultados prueba chi-cuadrada X?= 9.95; p=0.019 para genotipo CC. RAM,

reaccion adversa a clozapina.
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5.6 Resultados de la variante rs17883901 del gen GCLC
Tabla 12. Frecuencias alélicas y genotipicas para la variante
rs17883901 de pacientes

Genotipo n Frecuencia Frecuencia Frecuencia |n
genotipica Alélica genotipica
observada esperada

GG 63 0.88 0.94 0.88 63

GA 8 0.11 0.10 8

AA 0 0.0 0.05 0.0003 0

X?=0 gl=1 a=0.05. Las frecuencias estuvieron en equilibrio de Hardy- Weinberg.

Tabla 13. Frecuencia alélicas y genotipica para la variante
rs17883901 de controles

Genotipo n Frecuencia Frecuencia Frecuencia [n
genotipica Alélica genotipica
observada esperada

GG 37 0.92 0.961 0.92 37

GA 3 0.075 0.073 3
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AA 0 0 0.03 0.001 0

X2= 0. gl=1. 0=0.05. Las frecuencias estuvieron en equilibrio Hardy- Weinberg

En el caso de la variante rs17883901 no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los valores de GSH y los genotipos, ni

diferencias en las RAM.

6.0 Discusion de resultados

En las enfermedades psicéticas se ha planteado que el déficit de GSH tiene un
origen genético, ademas existe un exceso de estrés oxidativo que es causado por
factores ambientales que se dan principalmente en el neurodesarrollo, junto con la
neuroinflamacion y la hipofunciéon glutamatérgica, que en consecuencia, alteran la

conectividad neuronal (Steullet et al., 2016).

El nivel de GSH intracelular depende de distintos factores como: la capacidad
del equipo enzimatico de la célula, la disponibilidad de sustratos precursores y la
capacidad de la célula para reciclar el glutation oxidado (Kiister et al., 2011). En ese
sentido, las variantes genéticas que afecten la actividad de las enzimas
participantes pueden también alterar los niveles de glutation disponibles en la célula.
Los resultados obtenidos mostraron una disminucion estadisticamente significativa
de GSH en pacientes (p= 0.001). En relacién a esto, existen reportes previos con
hallazgos similares en esquizofrenia, trastorno bipolar; tanto en tejidos periféricos
como cerebrales en estudios post mortem, asi como en modelos animales (Nucifora
et al., 2017). Los autores atribuyen esta disminucion a la baja disponibilidad de
cisteina, ya que se ha considerado limitante para la sintesis de GSH en otras
situaciones patologicas (Kister et al., 2011). En estudios previos se ha visto que al
administrar N-acetil-cisteina (NAC) como precursor por via oral, se aumentan
rapidamente los niveles de cisteina en plasma, reponiendo asi las reservas de GSH
agotadas (Tharoor, 2018); también se ha visto que la cisteina mejora la conectividad
funcional dentro de la corteza cingulada en la psicosis temprana (Mdillier et al., 2019)
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por lo que la NAC podria funcionar como un coadyuvante para el tratamiento de los
TP (Cotton et al., 2019).

Los niveles bajos de glutation también se han asociado con una baja
neurotransmision glutamatérgica (Hardingham et al., 2016). Existe evidencia de que
la transmision glutamatérgica activa las vias bioquimicas que generan radicales
libres y/o disminuyen la defensa contra el dafo de los radicales libres (Kumar et al.,
2020). Otro neurotransmisor implicado es la dopamina, el exceso de ésta, genera
una gran cantidad de ROS, lo cual también influye en las disfunciones conductuales

qgue se observan en pacientes con esquizofrenia (Nucifora et al., 2017).

El estrés oxidativo puede anular la capacidad de las células de reducir GSSG a
GSH, lo que resulta en la acumulacion de GSSG, que puede exportarse fuera de la
célula para ser eliminado por otros mecanismos que contribuyen a una pérdida neta
de GSH intracelular (Wickramasekara et al., 2018) aunque estos mecanismos aun

no se han investigado por completo.

Con respecto a la asociaciéon entre la edad y los niveles de GSH, nuestros
resultados concuerdan con lo que se ha observado en la literatura, de que a mayor
edad se tienen menores niveles de GSH (Figura 8). En condiciones normales, se ha
visto que la alteraciéon de las enzimas antioxidantes se asocia con el incremento de
estrés oxidativo que se intensifica con el envejecimiento (Reyazuddin et al., 2014),
y que se traduce en una correlacion negativa lineal. En el caso de los TP se ha
observado que los niveles de GSH se ven disminuidos a edades mucho mas
tempranas en comparacion con controles lo que indica un aumento exponencial de
radicales libres en lugar de un incremento lineal y correlaciona con el envejecimiento

acelerado propuesto en estos (Rebrin et al., 2003)
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Otro factor relevante que modula los niveles de GSH es el estilo de vida de la
persona. Se ha visto que la poblacion urbana lleva una vida mas estresante
psicolégicamente y tienen un ambiente mas contaminado, esto genera un mayor
estrés oxidativo, en el caso de los pacientes con TP esto podria contribuir al
deterioro de la condicion (Reyazuddin et al., 2014) tomando en cuenta también que
existen pacientes que consumen tabaco y alcohol, y que ademas llevan un estilo de

vida sedentario.

Los niveles de GSH alterados y especialmente disminuidos en la esquizofrenia
pueden contribuir a una mayor actividad de las enzimas involucradas en la
degradacion de GSH, como son la GSH-transferasa (GST), y-glutamil
transpeptidasa (GGT) y GSH-peroxidasa (GPX1) (Hanzawa et al., 2011). Como se
puede apreciar en la Figura 3, se compararon los niveles de Gpx de pacientes y
controles, donde se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa
(p=0.025). La funcion de la Gpx junto con la catalasa es reducir el H,0,,
lipoperdxidos y O, , estos compuestos se dan como consecuencia del metabolismo
aerobico y sintesis de ATP; ademas, las mitocondrias del cerebro tienen una gran
demanda de oxigeno, debido a esto se generan grandes cantidades de ROS, como
se ha documentado en pacientes con TP (Gorny et al., 2020). La actividad de estas
dos enzimas presenta una correlacion negativa (Dietrich-Muszalska et al., 2014);
donde, el aumento de GPx puede deberse a un mecanismo compensatorio para
eliminar la produccion excesiva de H,0O,, aunque sin la medicion de los niveles de

CAT esta hipétesis no puede ser comprobada.

En este trabajo todos los pacientes se encontraron bajo tratamiento con CLZ. Se
sabe que el tratamiento antipsicotico se asocia con un aumento en los niveles
periféricos de Gpx (Yang et al., 2019); aunque no se conoce con exactitud el
mecanismo por el cual se da el aumento de estos niveles, pero se relaciona con el
aumento de ROS que inducen los antipsicéticos (Soto-Bernardi et al., 2008) ya que
se ha visto que pacientes bajo tratamiento con CLZ tienen un aumento en niveles

de colesterol, HDL y niveles de triacilglicéridos (Miljevic et al., 2010).
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La GPx es una metaloenzima, lo que significa que depende de la presencia de
minerales como selenio (Se), cobre (Cu), zinc (Zn) y manganeso (Mn), que actuan
como catalizadores para su sintesis (Goérny et al.,, 2020). Estudios previos han
indicado que la actividad enzimatica de Gpx es directamente proporcional a la
ingesta de selenio (Mehdi, 2013) por lo que podria pensarse que los pacientes con
TP pudieran tener deficiencias de selenio y a pesar de haber una mayor cantidad
de enzima esta pudiera no ser completamente funcional. En este trabajo, no

evaluamos la ingesta de estos compuestos en la dieta de los pacientes.

Un factor que se ha considerado determinante de los niveles de GSH, es la
actividad de GCL ya que, como se ha mencionado antes es la enzima limitante de

la velocidad de biosintesis de GSH (Nichenametla et al., 2011).

El polimorfismo de repeticion GAG en la regién 5°"UTR del gen GCLC se ha
asociado con actividad alterada de GCL y GSH (Nichenametla et al, 2011). La
repeticion de los trinucledtidos afecta la eficiencia de traduccion y la estabilidad del
ARNm. Se ha especulado que, en condiciones fisioldgicas los repetidos de GAG
forman estructuras de horquillas que impiden el acceso de la subunidad 40S del
ribosoma, lo cual afecta el proceso y disminuye el RNAm total disponible para la
traduccion (Nichenametla et al., 2011).

Los genotipos de los repetidos se han clasificado en dos grupos: “de bajo riesgo”
que incluye el genotipo 7/7 y 7/9 y grupo de “alto riesgo” genotipos 7/8, 8/8,9/8 y 9/9
(Xin et al., 2016). Al analizar los datos obtenidos se encontr6 que los pacientes con
genotipo 7/8 fueron el grupo con menores niveles de GSH (Figura 4) y este genotipo
presento un OR=19.6, con esto se puede sugerir que un mayor numero de repetidos
no es proporcional a la disminucién de GSH (Xin, et al., 2011) ademas, el alelo 8 en
este estudio si puede considerarse un alelo de riesgo para la enfermedad, en el
caso del genotipo 9/9 aunque estaba establecido como un genotipo de riesgo, en
los resultados obtenidos no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, esto puede deberse al tamafio de la muestra lo que podria explicar
también la ausencia de los genotipos 8/8 y 9/8, sin embargo un factor a considerar
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es el tipo de poblacién ya que los estudios realizados anteriormente se hicieron en

poblacion Europea.

En el caso de los controles el grupo con mayores niveles de GSH fue el de
genotipo 7/7 y en pacientes 7/9, por lo que el alelo 7 podria un factor protector (Xin
etal., 2016).

Las variantes rs761142 y rs17883901 se encontraron en equilibrio de Hardy
Weinberg, esto nos indica que las frecuencias se mantienen constantes en

diferentes generaciones en pacientes y controles (Hernandez, et al. 2014)

La frecuencia del alelo C en la variante rs17883901 se reporta como 0.0519 en
poblacién latina, sin embargo, en los resultados obtenidos tiene una frecuencia de
0.05 en pacientes y 0.03 en controles. En el caso de la variante rs761142 se reporta
una frecuencia de 0.45 en poblacién latina para el alelo C, mientras que en los
resultados obtenidos presenta una frecuencia de 0.66 para pacientes y 0.5 en

controles sin embargo, esto no fue estadisticamente significativo.

De igual forma, se compararon niveles de GSH con la variante intrénica rs761142
y no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo, esta
variante si se relacion6é con las RAM presentes en el tratamiento con CLZ, los
pacientes con el genotipo CC presentaron el mayor porcentaje de RAM (Tabla 2).
Al respecto existe evidencia que esta variante se asocia con niveles mas bajos de
RNAm, lo que conduce a una expresion reducida de GCLC, esto a su vez, tiene un
papel importante en el aumento de riesgo de desarrollar hipersensibilidad a
sulfametoxazol (Kiister et al., 2011). Se sabe que la CLZ forma aductos con el GSH
lo cual genera toxicidad (Laine et al., 2015) sin embargo diversos autores
mencionan que las reacciones adversas con mayor relevancia clinica como la
agranulocitosis, se dan por la presencia de intermediarios de CLZ como lo es el idn
nitrenio, este es el resultado de la oxidacién de CLZ por el acido hipocloroso en
presencia de H,0O, (Jegouzo et al., 1999). El i6n nitrenio se une con el grupo
sulfhidrilo de proteinas en las membranas celulares (Wicinski et al., 2018) y tiene
afinidad a las selenocisteinas, proteinas que contienen selenio, estas proteinas

cumplen un papel importante como antioxidantes extracelulares (Lammi et al., 2008)
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por lo que podria pensarse que contribuyen en el aumento de estrés oxidativo. Esto
ultimo también podria relacionarse con una disminucion de selenio y apoyar a la

hipotesis antes planteada sobre la Gpx.

Una de las alternativas estudiadas en la actualidad para tratar los efectos adversos
de la CLZ es la administracion de ascorbato de sodio (Jegouzo et al., 2019) y de
algunos otros antioxidantes, aunque las pruebas solo se han realizado in vitro, por
lo que seria de suma importancia realizar mas investigacion sobre este tema y

conocer algunos de los mecanismos que podrian ayudar a reducir las RAM.

Otra de las variantes estudiada fue la rs17883901, esta variante se asocia con una
disminucion en la funcionalidad de la region promotora de GCLC (Klister et al, 2011)
por lo que afecta los niveles de GSH, sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas de su frecuencia alélica y genotipica entre controles
y pacientes con TP. Actualmente esta variante no se ha estudiado en pacientes con
TP, ni en pacientes bajo tratamiento de CLZ, por lo que se deben realizar estudios
adicionales bien disefiados con muestras multiétnicas de mayor tamano para

confirmar estos resultados.

7.0 Conclusiones

En este estudio se confirma la disminucion de los niveles de GSH en pacientes
mexicanos con TP, al respecto, otro grupo del Instituto publicé un estudio con
resultados simillares pero con estudios de neuroimagen en pacientes mexicanos
(Reyes-Madrigal et al., 2019). Se piensa que este antioxidante, se asocia a la
predisposicién de la psicosis y puede ser un cambio fisiopatolégico comun sobre
todo en la ESQ, mas que un efecto de la medicacién, ya que la capacidad
deteriorada para sintetizar GSH en condiciones de estrés oxidativo es un factor de

vulnerabilidad.

Se piensa en la necesidad de implementar biomarcadores que puedan ayudar al

diagndstico y tratamiento de estas enfermedades, como la variante asociada a RAM
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que identificamos en este trabajo, la cual debera confirmarse en muestras de mayor

tamano.

La enzima glutation peroxidasa, es un factor que nos permite comprender de una
mejor manera las causas de la desregulacion redox, la importancia que tienen los
micronutrientes en el sistema antioxidante y dar pauta para la implementacién de
un tratamiento nutricional a la par de uno farmacologico, como se ha iniciado en

anos recientes.

La variante GAG de GCLC podria utilizarse como marcador para determinar
individuos en riesgo, ya que puede ayudar a identificar el origen del déficit de GSH,

en este caso se puede considerar el genotipo 7/8 como factor de riesgo.

En el caso de las variantes estudiadas rs761142 y rs17883901, a pesar de
encontrarse en una region intrénica, los estudios previos mencionan que estos SNV
tienen importancia al momento de la traduccién, desafortunadamente estas
variantes no cuentan con estudios realizados en poblacién mexicana, y los estudios
existentes en pacientes con TP son muy pocos, por lo que es necesario realizar mas

investigacion en este campo.

La CLZ a pesar de ser un farmaco muy eficaz, contribuye a la generacion de
estrés oxidativo y RAM, debido a la formaciéon de metabolitos intermediarios, esto
podria empeorar el estado en pacientes con mayor susceptibilidad como es el caso
de los pacientes con genotipo CC para la variante rs761142, en estos casos se
refuerza la idea de la importancia de la dieta, aqui se podrian incluir antioxidantes
como alimentos ricos en vitamina A, E y C que podrian ayudar en la disminucién de
RAM.

Sera importante el estudio adicional de las diferentes enzimas que también se ven
involucradas en los mecanismos antioxidantes como lo son: GGT, CAT, GSSG, por
mencionar algunas, para complementar la informacion obtenida en este trabajo. Asi
como completar la informacion de factores que se ha visto que aumentan el estrés
oxidativo como lo es el consumo de alcohol, tabaco, drogas, estilo de vida entre

algunos otros.
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ANEXO A
Carta de consentimiento informado

Adbos INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA
P MANUEL VELASCO SUAREZ

LIC. SANITAR A D4 AM 0813012

CONSENTIMIENTO INFORMADQ: “IMPACTO DE LA VARIARILIDAD G.E'Ju'.i::III’T'A INDIVIDUAL EN LA
FARMACOCINETICA DE CLOZAPINA ¥ SU ASOCIACION CON LA RESPUESTA CLINICA EN PACIENTES CON

TRASTORNOS PSICOTICOS”
NOMERE DEL PACIENTE FECHA HORA
REGISTRO FECHA EM LA QUE 5E REALIZARA EL PROCEDIMIENTD
NOMBRE DEL REFRESENTANTE LEGAL
Yo 2 pheng wso de mis taculiades meetales y ea micabdad de pacenie o

represenianie egsl de o

DECLARO EN FORMA LIBRE Y VOLUNTARIA LO SIGUIENTE:

{ He sido mwtado/a 3 partcipar voluntamamente2n 2| protocol deinvestigacion” “Impacto de |3 vansbilidad genética
ndmdualen la farmacocnética de clozapma ¥ sy a30cEc0n con 3 respuesta clinca en paceniss con espectn

gsguizp-afectvo”.

{ He sdo informado/a que padezco o algln familar padece (Marque una de las siguientes opciones):
ESQUIZOFREMIA _  TRASTORNO ESQUIZOAFECTIVO TRASTORNO BIPOLAR

4 He sido informadola que los transtomos psicdticos (amba menconades) son padecmientos psiquidtncos Cronicos
que puede presentarreactvidad emoconal alterada, conducta desorganizada y akaraciones cognitivas conrespuests
vamable gl fratamienio y remsion parcial. Actuialments no se conocen los mecansmos que determinan ks apancion de
estas enfermedades; sin embargo se sabeque bos factores geneticos pueden conirbur a la respuesta al tratamiento
¥y @ 32 racciones adversas asocadas a este.

4 Hezdo mformada/a que 2l obgtivo general de este estudo 22 evaluar |3 asocacdn ente &l pedil gendica, las
concentracionss plasmatcas del antipsicotico clozaping, junto con |a respuesta tempéutca (eficacia, meficaca v
reacciones adversas) en paceniss mestzo mexcanos con especto gsgump-afectve (disgndstco clinco de
esqurafrenia, trastomo asquoaiectve v trastoma bipolar). Adiconalmente, s& compamrd &l padfi genético de
pacenies con controles sanos, Los resultados de este protocolo de investigacion nos pemitidn identificar factores
asociados a la respuests terapéutica y factores de nesgo para el desamollo de macciones adversas asociadas al
tratarmento con clozaping.

{  He zido mformado/a que pars participar en este estudio, en pAmera metanca s me realzars una histona clinca
completa, B cual ncluye i3 elaboracion de arbol genesaldgico, con la finabdad de dentificar 3 otros famiiares que
poshlements esiEn sfeciados, ach seguidose me tomara unamuestrade sangre penfénca de b3 cual 2 exdreers &l
matenal genétco (ONA) v =2 estudiardn diferentes vanantes genétcas asocadas con 3 famacocinética de la
clozapmna.
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FARMACOCINETICA DE CLOZAPINA Y SU ASOCIACION CON LA RESPUESTA CLINICA EN PACIENTES CON

TRASTORNOS PSICOTICOS”

He zido informado/a que ceando se realza la toma de muesta de sangre, podre expenmeniar un leve doloren el i
de puncidn. Rarss vecef ocumen mfecciones o inflamacién local

He sido nformado/a que mi mformacion clinica recopilada es confidencal El nombre de bos particpanies esta
codficado y nunca aparecera en ningln ;eporte o publicacion.

He sida informado/a que mi participaciin en aste estudio notendra ningdn costo nirecibisd remuneracidn econdmica
alguna

He zido informado/a que puedo retrar mi consentmiento en cualguer momento. Entiendo que recibiré una copia
firmada v fechads de esta forma de consentmenta.

He sido informado/a que mitratameentoy ls aciitud de s doctores haca mi no se veran afeciados en el caso de
decidrque no deseoformar parte de este estudio. La negatva 3 paticiparno afectard cualguier bensficn pas eloua
yo de otra forma tenga derscho. También podeé retirarme una vez enrlado/a durante el estudio s es que asi lo
deseo, con las msmas implicaciones mencionadas previaments.

He sido informado/a que este estudio es a largo plazo (3 afos) y requiers dela participacion de un gran ndmern de
pacientas con estas enflermadades Una vez terminado &l estudio, sdlo silos msultados son de relevancaparm m s
me contactars par comunicarmels y explicAmelos.

He sido informadao/a que mi DNA puede serusado pars est3 investigacion y otras en l3s que 3= estan analzando
genes de 3 poblacion mexcana, por tanto Acepto que mi muestra 23 usada en ofros proyecios: 5 NO

He sido informadala que sime surgen dudas pusdo contactar a la Dra. Aleandra Camacho Malina, al Dr, Dawd J.
Dawila Onz de Monielano o la Dra. Nancy Monroy Jarsmilo del deparamento de Meurogenética v Biologia
Molecular, las pueda localzaren el Tel (5556 06 38 22 Exts. 1071, 2018y 3041, También pusdo comunicarme al
Comité de Etica en |nvestigacidn, a la ext 5027.

Despues de haberleido cudadosaments este documento acepto VOLUNTARIAMENTE partcipar en el presents
estudio.
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