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1. ANTECEDENTES GENERALES.

1.1 Introduccidn

La genética clasica tiene como propésito principal determinar si una
enfermedad es heredable y de esta manera delinear el modelo de herencia. Los
estudios realizados en esta area han llegado a establecer que la herencia juega un
papel muy importante en la transmisibn de enfermedades. En el area de la
psiquiatria, la contribucion de genes ha sido sugerida a partir de los datos
generados en estudios de familias, de gemelos y de adopcién. Sin embargo, hasta
la fecha no ha sido posible establecer de manera precisa el patrén de herencia. La
conclusién derivada de este tipo de estudios es que los trastornos mentales son
genéticamente heterogéneos, sugiriendo mas bien que multiples genes
interaccionan para producir la vulnerabilidad a desarrollar este tipo de trastornos.
La meta de la genética psiquiatrica es identificar cada uno de los loci genéticos
que participan en el desarrollo de un determinado trastorno. Sin embargo,
actualmente esto no es suficiente, la heterogeneidad de los trastornos obliga a
tratar de desmenuzar el trastorno en pequefas caracteristicas fenomenolégicas
gue puedan explicar cada uno de los diversos sintomas que describen a una
enfermedad, y que resulta ser el caso de los trastornos mentales. Tan complicado
como la interaccion gen-gen en las enfermedades mentales, resulta la interacciéon
entre genes y factores no genéticos para convertir esa vulnerabilidad a
enfermedad. Entre los factores no genéticos tenemos a los factores ambientales,

por ejemplo las diferentes experiencias a lo largo de la vida del individuo.
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Otra de las dificultades a la que se enfrenta el estudio de los trastornos mentales,
es la definicién de fenotipos, es decir, la identificacién de grupos de individuos con
sintomas mentales que demuestren ser genéticamente homogéneos y que
permitan un analisis lo suficientemente robusto y confiable. Recientemente se ha
propuesto que ademas de agrupar a los pacientes por trastorno, se clasifiquen
también por rasgos conductuales o caracteristica clinicas similares, a los que se
denomina “endofenotipos”.

La identificacion de variantes genéticas que produzcan vulnerabilidad a padecer
enfermedades mentales nos permitira obtener mayor informacién sobre los
agentes etiolégicos, su funcidén en el cerebro, los estados del desarrollo en que
son activos y bajo que circunstancias; asi como también identificar nuevos blancos

moleculares para el desarrollo de medicamentos (farmacogenomica).

1.2 La esquizofrenia

La esquizofrenia es definida como una condicion compleja, la cual puede
ser una enfermedad o un conjunto de enfermedades mentales con causas
diferentes, debido a esto, no todos los pacientes diagnosticados con esquizofrenia
presentan los mismos sintomas.

La aparicion del primer sintoma psicotico es la principal manifestacion del
desarrollo de la esquizofrenia. La "psicosis" es un sindrome, es decir una serie de
sintomas que pueden estar asociados a diversos trastornos psiquiatricos. La
persona que la padece se encuentra fuera de contacto con la realidad o incapaz

de separar las experiencias reales de las no reales.
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La esquizofrenia se divide en cinco tipos: paranoide, desorganizada, catatonica,
indiferenciada y residual (American Psychiatric Association 1994).

La paranoide se caracteriza por la presencia de delirios y alucinaciones; la
desorganizada es asignada cuando existe la presencia de un lenguaje y conducta
desorganizada y afecto inapropiado o aplanado; la catatonica es asignado cuando
se encuentran presentes sintomas cataténicos; indiferenciado se refiere cuando
los sintomas en fase activa no cumplen los criterios diagndésticos para cualquiera
de las anteriores; y residual se refiere a la presencia de sintomas negativos o de la
presencia de delirios, alucinaciones o lenguaje desorganizado, pero en una forma
atenuada.

Los sintomas psicoticos se dividen en sintomas positivos, sintomas negativos y
sintomas desorganizados.

Los sintomas positivos reflejan un exceso de las funciones normales, e
incluyen los delirios y alucinaciones. Estos pueden estar acompafados de un
lenguaje y comunicacion distorsionado y exagerado.

Los delirios son ideas extraflas y fuera de la realidad que no pueden ser
desterradas mediante un razonamiento légico.

Las alucinaciones, son percepciones que el individuo experimenta de manera
similar a los suefios pero que ocurren cuando la persona esta despierta, de tal
manera que el paciente puede escuchar y en ocasiones ver cosas que no existen.
Los sintomas desorganizados incluyen el pensamiento y lenguaje confuso o una

conducta desorganizada que generalmente no tiene sentido.
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Los sintomas negativos incluyen el afecto aplanado, disminucién de la
motivacion o energia y comunicacion limitada. Ademas, son considerados como
una reduccion en las funciones normales, e incluyen al menos cinco tipos de
sintomas: afecto aplanado, dificultad de expresar claramente sus emociones
mostrando poca emotividad; alogia, limitacion en la fluidez de pensamiento y
lenguaje; limitacion en conductas orientadas a la obtencion de metas; anhedonia,
pérdida del placer; y deterioro en la atencion.

Aunque estos sintomas no son tan severos como los sintomas positivos, estos

sintomas pueden interferir con las actividades diarias de una persona.

Estudios epidemiolégicos han reportado una prevalencia de esquizofrenia a
lo largo de la vida del 1% (McGrath et al 2008; Gottesman, 1991). De acuerdo a
esta informacién, en nuestro pais existen alrededor de un millon de personas con
esquizofrenia.
Estudios clinicos y epidemiolégicos han reportado diversos factores de riesgo para
su desarrollo, entre los que se encuentra la presencia de historia familiar,
complicaciones durante el embarazo, enfermedades durante la nifiez, el género y
la presencia de infecciones virales (Tsuang and Faraone, 1995).
Esta enfermedad afecta tanto a hombres como a mujeres. La edad de inicio es
temprana, en la adolescencia o alrededor de los 20 afios en hombres y entre los
20 y 30 afos en mujeres. De manera interesante, se ha observado en la
esquizofrenia diferencias por género en la edad de inicio del trastorno, en el tipo
de sintomas y curso de la enfermedad, en la que los hombres, por ejemplo, tienen

una edad de inicio mas temprana y un curso mas severo, comparado con las
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mujeres (Lewine 1988; De Lisi et al., 1989).

Algunos estudios clinicos han reportado diferencias por género en cuanto a la
sintomatologia, en la que las mujeres muestran una tendencia ha desarrollar
sintomas afectivos y de paranoia, mientras que los hombres mas frecuentemente
muestran sintomas negativos, en especial una falta de motivacién y de energia

(Seeman 1982; Lewine 1985).

1.3 Estudios neurobioldgicos

Hasta la fecha, no se conocen las bases bioldgicas en la esquizofrenia. Sin
embargo, se ha sugerido que el sistema dopaminérgico juega un papel importante
en el desarrollo de la esquizofrenia. Hallazgos obtenidos durante varias décadas
han transformado la hipotesis original sugiriendo tres diferentes etapas, e
involucran a la dopamina como uno de los agentes etioldgicos en el desarrollo de

una enfermedad tan compleja como la esquizofrenia (Howes y Kapur, 2009).

1.3.1 Reconceptualizaciéon de la hipotesis dopaminérgica en la esquizofrenia.
Hasta la fecha de desconoce la etiologia de la esquizofrenia, sin embargo

desde hace varias décadas se ha propuesto una disfunciébn en el sistema

dopaminérgico en el desarrollo de esta enfermedad (Carlsson y Lindgvit 1963).

La evidencia obtenida a partir de estudios clinicos, farmacoldgicos, de imagen y en

modelos animales, ha reconceptualizado la hipétesis dopaminérgica. A

continuacion se hace una descripcion de éstos cambios, en la que Howes y Kapur



15

(2009) proponen tres diferentes versiones a lo largo del tiempo y que han tenido
como proposito tratar de entender los mecanismos involucrados en el desarrollo

de la esquizofrenia.

Version |

La primera version de la hipotesis dopaminérgica ha sido titulada “la hipétesis del
receptor dopaminérgico” y surge a partir del descubrimiento de los antipsicéticos y
del trabajo de Carlsson y Lindgvit (1963) en el cual reportan un incremento del
metabolismo de dopamina en animales tratados con este tipo de farmacos.
Estudios posteriores surgen a partir del uso de la riserpina, farmaco utilizado para
tratar los sintomas psicoticos y que demostraron que bloquea la recaptura de
dopamina y otras monoaminas llevando al alivio de estos sintomas.

Evidencia obtenida a partir de un meta-andlisis que incluy6 36 estudios reportados
sobre el uso de psicoestimulantes en pacientes con esquizofrenia demostrd que el
uso de anfetaminas incrementa los niveles de monoaminas sinapticas induciendo
sintomas psicéticos (Lieberman et al., 1987). Sin embargo, fue hasta los 70s
cuando se plantea la hipétesis dopaminérgica con base en los hallazgos sobre la
efectividad clinica de los antipsic6ticos y su relacion directa con la afinidad por los
receptores a dopamina (Mathysse et al., 1973; Snyder et al., 1976). Todos estos
hallazgos sugirieron la posibilidad de que una funcion hiperdopaminérgica estaba

involucrada en la etiologia de la esquizofrenia.
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Version I

En 1991, Davis et al (1991) publicé un trabajo en el que propuso una nueva
modificacion a la hipétesis, a la que llamé “Modificacion a la hipétesis
dopaminérgica en la esquizofrenia”, basada en los nuevos hallazgos publicados
hasta esa fecha. La principal modificacion, es la referente a especificar las
regiones cerebrales involucradas y las inconsistencias reportadas sobre un
elevado metabolismo dopaminérgico en liquido cefalorraquideo y suero de
pacientes esquizofrénicos. Otro hallazgo que puso en duda que los receptores
dopaminérgicos eran esenciales para el desarrollo de la esquizofrenia, son los
reportes que muestran una asociacion eficacia terapéutica con clozapina y baja
afinidad y ocupacién de los receptores D2 a dopamina en pacientes refractarios a
otros antipsicoéticos. Los estudios post-mortem del receptor D2 a dopamina en
esquizofrenia y los estudios de los receptores D2 y D3 mediante tomografia por
emision de positrones (PET) mostraron resultados contradictorios.

De tal forma que los hallazgos anteriores, resultaban incompatibles con un simple
exceso de la neurotransmision dopaminérgica propuesta en la version |. Aunado a
lo anterior, diversos estudios reportan una disminucién de los metabolitos de la
dopamina en algunos pacientes con esquizofrenia, mientras que otros, lo
relacionaban con la gavedad de los sintomas y la respuesta a los antipsicoticos.
Drew et al., (1991) tomando en cuenta todas estas inconsistencias y la reciente
evidencia que mostraba una distribucion diferencial de los receptores
dopaminérgicos, caracterizados como D1 predominantemente cortical y D2,

subcortical, sugiere que los efectos de las anormalidades dopaminérgicas podrian
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variar de region a region cerebral. Mas tarde, los estudios de PET mostraron un
flujo cerebral reducido en la corteza frontal, proporcionando la mejor evidencia
sobre una disfuncién en una regién cerebral en la esquizofrenia. La denominada
“hipofrontalidad” se reportd relacionada con niveles bajos de metabolitos de
dopamina en liquido cefalorraquideo y, dado que estos niveles reflejan el
metabolismo dopaminérgico cortical, los autores sugieren una hipodopaminergia
prefrontal. De esta manera, la hipétesis dopaminérgica cambia de ser una
hipotesis muy generalizada a una que define regiones mas especificas,
hipodopaminergia prefrontal y una hiperdopaminergia subcortical, proporcionando
evidencia indirecta que apoyd a la hipdtesis dopaminérgica. Sin embargo, los
modelos animales proporcionaron evidencia directa de la hipo e
hiperdopaminergia. La produccién de lesiones en las neuronas dopaminérgicas de
la corteza prefrontal, produce un incremento de dopamina y sus metabolitos y una
mayor densidad de dopamina en el striatum. La aplicacion de agonistas
dopaminérgicos en las areas prefrontales mostr6 una disminucion de los
metabolitos de dopamina en el striatum. Estos hallazgos proponen que la
esquizofrenia esta caracterizada por una hipodopaminergia frontal que resulta en
una hiperdopaminergia striatal.

Con base en la similitud de las conductas exhibidas por las lesiones de I6bulo
frontal en los animales y los sintomas negativos en pacientes con esquizofrenia,
se ha propuesto que los sintomas negativos de la esquizofrenia resultan de una
hipodopaminergia frontal. Por otro lado, los hallazgos que muestran correlaciéon

entre niveles altos de los metabolitos de dopamina y gravedad de los sintomas
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positivos y la respuesta al tratamiento con antipsicoticos sugieren que los
sintomas positivos resultan de una hiperdopaminergia striatal

Sin embargo, también esta hip6tesis muestra debilidades; una de ellas es que la
mayor parte de la evidencia es inferida a partir de datos obtenidos en estudios en
animales o determinadas condiciones clinicas. Aunado a lo anterior, no existia
evidencia directa que apoyara los datos de niveles bajos de dopamina en la
corteza frontal y una funcién striatal elevada. Tampoco era claro como las
anormalidades dopaminérgicas se relacionaban con las caracteristicas clinicas, es
decir, como un hiperdopaminergia striatal se traducia en delirios o como la
hipofrontalidad frontal en un afecto aplanado. En resumen, esta hipétesis no
describe la etiologia de estas anormalidades dopaminérgicas, ni los elementos de
la transmisiébn dopaminérgica que podrian estar asociado con el funcionamiento

anormal en la esquizofrenia.

Version Il

Las hipdtesis mas recientes sobre la dopamina y esquizofrenia se basa en datos
publicados desde el afio de 1991 hasta la fecha. Sin embargo, Howes y Kapur
(2009) se enfocan a describir las tres principales evidencias que aportan nuevos

datos en relacion al papel de la dopamina en la esquizofrenia.

a) Funcion de dopamina presinaptica y sinaptica.
No podemos medir directamente los niveles de dopamina cerebral en humanos sin
embargo, se han desarrollado técnicas que proporcionan indices indirectos de las

sintesis, liberacién y los niveles de dopamina sinaptica. La funcion dopaminérgica



19

striatal a nivel presinaptico puede ser medida utilizando L-dopa marcada con fluoro
(*®F-dopa) y mediante tomografia por emisién de positrones o PET, la cual es
convertida a dopamina y atrapado en las terminales nerviosas dopaminérgicas,
lista para ser liberada. Este método proporciona informacion sobre la distribucién
de la dopamina en cerebro humano, de tal manera que se reporté datos sobre la
sintesis y almacenamiento de dopamina en las neuronas dopaminérgicas de
pacientes con esquizofrenia. Siete de 9 estudios en los que se utilizd6 esta
metodologia, reportaron una sintesis elevada de dopamina presinaptica en
terminales nerviosas del area striatal. Interesantemente, todos los estudios con
PET reportaron una elevada disponibilidad de dopamina presinaptica striatal en

pacientes con un episodio psicético agudo (Howes y Kapur, 2009).

El siguente paso en la transmision dopaminérgica, es la liberacion de dopamina.
La liberacion de dopamina a nivel striatal puede ser medida a través de un reto
farmacolégico que libere dopamina de la neurona y es medida utilizando las
técnicas de PET y SPECT (Tomografia computarizada por emision de fotones
sencillos). La dopamina liberada compite con el radioligando, llevando a una
reduccion de la union del radiotrazador, dando una medicién indirecta de la
dopamina liberada. Todos los estudios reportan un desplazamiento del
radiotrazador, en relacion 2:1, en pacientes esquizofrénicos comparado con
controles; una elevaciébn que es congruente con los resultados mencionados
anteriormente (Howes y Kapur, 2009).

Finalmente, si la sintesis de dopamina se encuentra incrementada y es mas

sensible a ser liberada frente a un reto farmacoldgico, uno podria esperar niveles
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elevados de dopamina sinaptica enddégena cuando los pacientes se encuentran en
estado psicético. Las evidencias que apoyan este dato, provienen de estudios con
SPECT en los que se reporta que la ocupaciéon basal de receptores D2 por la
dopamina se encuentra aumentado en pacientes con esquizofrenia.

Los resultados obtenidos mediante el uso de estas dos metodologias, apoyan la

evidencia de una anormalidad dopaminérgica cerebral en la esquizofrenia.

b) Receptores dopaminérgicos.
Los estudios de PET y SPECT han utilizado diversos radiotrazadores en la
medicién de los receptores D2/D3 en esquizofrenia. Davis et al (1991) not6 que los
resultados iniciales eran inconsistentes, algunos reportaban niveles elevados de
unién a receptores D2/D3 en esquizofrenia y otros no encontraban diferencias con
respecto a los controles. Actualmente, se han reportado no menos de 19 estudios
sobre los receptores D2/D3 en pacientes con esquizofrenia y 3 meta-analisis. Los
meta-analisis han concluido la existencia de un incremento modesto (10-20%) en
la densidad de los receptores D2/D3 en esquizofrenia, que es independiente de
los efectos producidos por los farmacos antipsicoticos. Este parece ser especifico
para la region striatal, ya que no ha sido observado en otras regiones cerebrales,
como el tdlamo y el cingulo anterior. Sin embargo, estos resultados no nos
permiten concluir si existe un desbalance entre los dos tipos de receptores, ya que
los radiotrazadores utilizados se unen a los dos subtipos de receptores (Seeman

et al., 2006).
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La transmisién dopaminérgica esta principalmente mediada por receptores
de la familia D1 en la corteza prefrontal, y se ha propuesto que el dafio cognitivo y
los sintomas negativos en la esquizofrenia podrian estar relacionados con una
disfunciéon de dicho receptor (Goldman-Takic et al 2004, Tamminga, 2006). En
tres estudios han investigado los niveles del receptor D1 en pacientes con
esquizofrenia sin tratamiento farmacoldgico reportdndo asociacién con el deterioro
cognitivo y los sintomas negativos (Okubo et al., 1997; Karlsson et al., 2002; Abi-
Dargham et al., 2002).
Los hallazgos obtenidos en los estudios de imagen muestran que la funcién
dopaminérgica striatal a nivel presinaptico se encuentra elevada en pacientes con
esquizofrenia, correlacionando con los sintomas de psicosis; por otro lado, el
bloqueo de esta transmision (por un decremento de la dopamina) lleva a un alivio
de dichos sintomas para la mayoria de los pacientes (Breier et al., 1997). Resulta
interesante mencionar que esta elevacion dopaminérgica a nivel striatal no ha sido
reportada en mania, depresion y otros trastornos psiquiaticos que no presenten

psicosis.

c) Tratamiento farmacolégico y receptores dopaminérgicos
En el estudio del tratamiento de la esquizofrenia, se han reportado alrededor de
120 estudios de imagen investigando el efecto in vivo de los antipsicoticos en los
receptores dopaminérgicos (Frankle y Laurelle, 2002). Los estudios muestran, que
todos los medicamentos antipsicéticos, a dosis clinicas apropiadas, bloquean a los
receptores D2 striatal. Para una adecuada eficacia terapedutica, se requiere de un

determinado umbral de bloqueo de receptores D2 en la region striatal; sin
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embargo, esto no es suficiente, algunos pacientes no presentan mejoria a pesar
de que presentan un alta ocupacién de los receptores D2 (Kapur et al., 2000). A
pesar de esto, la hipétesis original, relacionada con el bloqueo de los receptores
D2, permanece vigente y necesaria, a partir de que, actualmente es la Unica
terapia farmacolégica para el tratamiento antipsicético, y los estudios de imagen
han fortalecido los aspectos cuantitativos y temporales de esta relacion (Howes y

Kapur, 2009).

Howes y Kapur (2009) proponen en esta tercera version tres aspectos: i) que el
resultado final de la interaccion de multiples eventos generan una disfuncién
dopaminérgica que converge en el desarrollo de los sintomas psicéticos en la
esquizofrenia; ii) que dicha disfuncion dopaminérgica se origina a nivel de los
receptores D2, provocando finalmente un descontrol a nivel presinéptico vy iii) que
dicha disfuncién dopaminérgica se encuentra asociada con la psicosis, en lugar de

con la esquizofrenia.

En resumen, la hipétesis propone que multiples factores de riesgo genéticos
y ambientales interaccionan entre si y convergen en una via final comdn que
provoca una disfuncion hiperdopaminérgica striatal a nivel presinaptico,
provocando que la funcidn cerebral sea afectada y generando el desarrollo de los
sintomas negativos y cognitivos. De tal manera, que la esquizofrenia es generada
por una disfuncion dopaminérgica en el contexto de un cerebro comprometido

(Howes y Kapur et al., 2009).



23

1.4 Genética de la esquizofrenia.

1.4.1 Estudios de familias.

Durante muchos afos se ha descrito la naturaleza familiar de las enfermedades
mentales, reportando de manera frecuente que el riesgo ha desarrollarlo se
encuentra incrementado si otro miembro de la familia también padece la misma
condicion (Duncan, 2004).

Los estudios de familias estiman la prevalencia de un trastorno entre los familiares
de sujetos afectados con el trastorno. Esta prevalencia es comparada con la
observada en poblacion general o en grupos control; si la prevalencia es mayor a
las tasas reportadas en la poblacion general, se concluye que la enfermedad es
familiar (Nicolini, 1999).

Se ha reportado que el riesgo mas importante para desarrollar esquizofrenia, es
tener un familiar afectado. En la figura 2, se muestra los riesgos a lo largo de la
vida en relacion al parentezco familiar con el probando afectado con esquizofrenia

(Gottesman, 1991).
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Figura 1. Riesgo para desarrollar esquizofrenia en familiares de pacientes con
esquizofrenia.
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I | [ [
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Gottesman, 1991. Riesgo para desarrollar esquizofrenia a lo largo de la vida (%)

Como resultado de este tipo de estudios se introdujo el término de espectro, el
cual define a toda una gama de padecimientos que parecen heredarse
concomitantemente con la esquizofrenia, sugiriendo que podrian ser consideradas
como diferentes variaciones genéticas de la expresion clinica de la enfermedad.
Dentro de este espectro se encuentra: la personalidad esquizotipica, paranoide y
esquizoide, trastorno  esquizofreniforme, trastorno delirante, trastorno

esquizoafectivo y psicosis atipicas. (Kendler et al., 1996).
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Otro dato interesante es el obtenido a partir de los estudios familiares, en los que
se ha reportado que el riesgo para desarrollar una enfermedad psicética en
familiares de pacientes mujeres con esquizofrenia es significativamente mayor que
para familiares de pacientes hombres (Reed et al., 1973; Macciardi et al., 1987;
Penrose et al., 1991). Ademas, el analisis en pares de hermanos afectados con
esquizofrenia muestran una alta concordancia por género, comparado con los

discordantes (DelLisi et al., 1987).

1.4.2 Estudios de gemelos.

El estudio de gemelos emplea el fenbmeno natural de los sujetos nacidos
de partos gemelares. Los gemelos pueden ser de dos tipos: monocigotos y
dicigotos dependiendo de cuanta informacién genética comparten entre si. Los
gemelos monocigotos, también llamados idénticos, comparten el 100% de sus
genes. Los gemelos dicigotos o fraternos, comparten 50% de su informacién
genética, es decir, el mismo porcentaje que comparten dos hermanos entre si
(Plomin et al., 1997). El grado de similitud fenotipica entre gemelos se denomina
concordancia y se calcula al comparar el numero de gemelos monocigotos en los
cuales ambos miembros estdn afectados, con el nimero de pares de gemelos
dicigéticos concordantes para el rasgo de interés. Cuando la concordancia de los
gemelos monocigotos es significativamente mas alta que la concordancia de los
gemelos dicigéticos, nos indica la posibilidad de que factores genéticos estén
involucrados en el desarrollo del trastorno que se encuentra bajo estudio (Nicolini,

1999).
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Se ha reportado tasas de concordancia de hasta el 58% en gemelos
monocigoticos y del 12% para dicigéticos (Shields y Gottesman, 1973). De esta
manera, las tasas de concordancia menores al 100% demuestran la presencia de
factores ambientales involucrados en el desarrollo del trastorno.

En la esquizofrenia se ha reportado una heredabilidad entre el 80 y 86% (Cannon
T et al., 1998; Cardno et al., 1999; Farmer et al., 1987; Onstad et al., 1991).

Los estudios de gemelos han reportado una alta concordancia en pares del mismo
sexo que de diferente sexo, ademas de que los gemelos mujeres tienen una

mayor concordancia que los hombres (Kringlen et al., 1968).

Figura 2. Tasas de concordancia para esquizofrenia en estudios de gemelos.

Monozygotic Dizygotic
Number Concordance Number Concordance
Study of pairs  rate (%) of pairs  rate (%)
Kringlent ss (| 90
S 2 D ||«
Gottesmand 22 33
Tienari8 17 - 20
Pollin et al.9 95 _ 125
Cardno et al.10 49 - 57

Adaptado de Stefan, 2002.

1.4.3 Estudios de adopcion.
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Este tipo de estudios también aportan informacién sobre la participacion de
factores genéticos y ambientales en un trastorno. El método consiste en
establecer las concordancias diagnésticas entre los probandos adoptados y sus
padres, tanto bioldgicos como adoptivos (McGuffin, 1994).

Existen tres tipos de disefio:

I. El estudio de adopcion: se estudia al probando adoptado con padres bioldgicos
afectados y se compara con controles adoptados de padres biolégicos sanos.

II. El estudio de adopcién familiar: personas adoptadas que desarrollan una
enfermedad y se comparan con la tasa del trastorno en los parientes biol6gicos y
adoptivos.

[ll. Adopcidn cruzada: se compara la tasa de la patologia en personas adoptadas
que tienen padres bioldgicos afectados pero que fueron criados por padres
adoptivos sanos con respecto a sujetos adoptados de padres biolégicos sanos y
gue fueron criados por padres adoptivos que posteriormente desarrollaron la

patologia.

Los estudios realizados hasta la fecha sefialan que la frecuencia con que aparece
la esquizofrenia es mayor en los familiares biolégicos que en los grupos control
(Kety et al., 1968, 1994). En la figura 3 se muestran los diferentes estudios de
adopcion en esquizofrenia reportados hasta la fecha. Los estudios demuestran
gue el riesgo en la susceptibilidad para desarrollar esquizofrenia es mayor en hijos
de padres biolégicos que en padres adoptivos, lo que indica que factores

genéticos se encuentran involucrados en la heredabilidad de este trastorno.
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Figura 3. Estudios de adopcién en esquizofrenia.
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Adaptado de Stefan, 2002.

1.4.4 Estudios de segregacion.
Una vez que se establece la existencia de agregacion familiar en un
trastorno, el siguiente paso es determinar si el patron de agregacion puede ser

explicado por un modelo simple de herencia, mediante el analisis de segregacion.
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Este se caracteriza por ser un método estadistico que analiza la frecuencia y
distribucion de individuos afectados y no afectados en familias, con el propésito de
determinar el modo de herencia. Los resultados obtenidos a partir de esta
metodologia pueden ser tomados como una evidencia indirecta de que los genes
en estudio pudieran estar involucrados en la etiologia de un trastorno.

Con este tipo de estudios, se han sugerido tres modelos en la esquizofrenia:
dominante, recesivo y multifactorial (Matthysse et al., 1986; Moldin et al., 1997,
McGue et al., 1983). Sin embargo, el modelo que mas se ha aceptado es el
multifactorial (la accion de multiples loci) con epistasis (interacciéon entre genes)

(Risch,1990).

1.4.5 Estudios de ligamiento

Esta metodologia tiene por objeto establecer la probabilidad de que dos alelos (el
alelo de la patologia y el alelo marcador) segreguen juntos en las familias, basado
en que sus loci se encuentren cercanos. Cuando se detecta un ligamiento entre un
marcador genético y la enfermedad, se infiere que se ha encontrado un gen
etiol6gicamente responsable de la enfermedad.

Se han reportado diversas regiones en las que sugieren la presencia de genes
candidatos para el desarrollo de la esquizofrenia. Las regiones que han mostrado
presencia de ligamiento se muestran en la figura 1. Entre las regiones que
repetidamente ha presentado ligamiento genético son: 5q (Sherrington et al., 1988;
Park et al., 2004; Paunio et al., 2001; Maziade et al., 2001; Kendler et al., 2000),
6p (Straub et al., 2002; Lin et al., 2009; Matthysse et al., 2004; Kendler et al.,

2000), 8p (Kendler et al., 1996; Suérez et al., 2006; Ng et al., 2009; Fallin et al.,
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2011; Kendler et al., 2000), 119 (Maziade et al., 1995; Maziade et al., 2001), 22q
(Lewis et al., 2003; DelLisi et al., 2002) y Xp11 (DeLisi et al., 1994; Dann et al.,

1997; Paunio et al., 2001).

Los datos publicados por Dann et al. (1997) y que replican los hallazgos
publicados por DeLisi et al. (1994) en los que se muestra presencia de ligamiento
en la region Xpl11l en familias con multiples afectados resultan interesantes debido
a que en esta regiébn se encuentran localizados los genes de la monoamino
oxidasa (MAO). Esta enzima se ha postulado como un marcador biolégico de la
esquizofrenia, debido a que se reportaron niveles bajos de la actividad de MAO

plaquetaria en gemelos monocigotos (DeLisi et al., 1982).

Figura 4. Estudios de ligamiento genético en esquizofrenia.
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1.5 Laenzima monoamino oxidasa (MAO).

La monoamina oxidasa (EC 1.4.3.4) es una enzima gue Se encuentra
localizada en la membrana exterior mitocondrial y se encuentra en la mayoria de
los tejidos del cuerpo (Tabla 1). Tiene la funcién de degradar una gran variedad de
aminas biogénicas, incluyendo a los neurotransmisores: norepinefrina (NE),
dopamina (DA) y serotonina (5-HT). La desaminacion de monoaminas por MAO
puede ser descrita como sigue:

RCH;NH, + O, + H,O — RCHO + H;O, + NHj
El aldehido formado es finalmente metabolizado al corrrespondiente alcohol y
acido mediante aldehido reductasas y deshidrogenasas (Fowler et al., 1982).
La MAO esta compuesta de dos subunidades, cada una de las cuales enlaza al
flavin adenin dinucleétido (FAD) como cofactor. Se han identificado dos formas de
la enzima, la MAO-A y la MAO-B, en base a la afinidad por ciertos sustratos y su
sensibilidad a determinados inhibidores (Johnston, 1968).
Johnston (1968) definid a las dos isoenzimas a partir de la observacion de que una
forma (A) pero no la otra (B) era sensible al inhibidor irreversible clorgilina.
Estudios adicionales demostraron que la MAO-B es mas sensible que la MAO-A a
la pargilina y al deprenil. Ademas, la MAO-A preferencialmente oxida 5-HT y NE;
mientras que la MAO-B feniletilamina (PEA) y benzilamina (Fowler et al., 1982).
Aungue en humanos la DA es oxidada por la MAO-B (Glover et al., 1977) y en

roedores por la MAO-A (Johnston 1968; Neff and Yang 1974), en la mayoria de las
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especies la DA puede ser oxidada por ambas formas de la enzima (O’Carroll et al.,
1983). Sin embargo, existen numerosas excepciones a estas reglas porque la
especificidad de MAO por estos sustratos depende de la concentracion, afinidad y
la tasa de recambio del sustrato, asi como de la concentracion de la enzima
(Tipton et al, 1987). Por ejemplo, 10 mM de PEA es oxidada por MAO-B, pero 1
mM de PEA es un sustrato comun para ambas formas de la enzima en roedores,
humano y bovino (Suzuki et al, 1981). Ademds, aunque la 5-HT es considerada
como el sustrato preferencial para la MAO-A en rata y bovino, también puede ser

oxidada por la MAO-B.

Tabla 1. Caracteristicas de la monoamino oxidasa.

EC 1. Oxidoreductasa

EC14 Actua sobre el grupo donador CH-NH2

EC 1.4.3. Con oxigeno como aceptor

EC 1.4.3.4. Amino oxidasa (conteniendo flavina)

Reaccion: RCH,NH, + O, + H,0 -» RCHO + H,0, + NH3

Otros nombres: Monoamino oxidasa, tiramina oxidasa, tiraminasa, amino

oxidasa, adrenalin oxidasa.
Cofactor: FAD (flavin adenin dinucledtido).

Caracteristica: Actla sobre aminas primarias y usualmente tambien sobre
aminas secundarias y terciarias.
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Figura 5. Esquema tridimensional de la enzima MAO
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Tomado de Geha et al., 2001.

1.5.1 Localizacion de la MAO.

La distribucion de la MAO-A y B varia entre especies y estirpes celulares.
La MAO-A periférica se expresa principalmente en placenta humana y la MAO-B
en plaquetas y linfocitos. En el cerebro humano la forma predominante es la MAO-
B, la cual se expresa en astrocitos, glia radial y neuronas serotoninérgicas,
mientras que la MAO-A se expresa predominantemente en las neuronas
catecolaminérgicas (Garrick et al., 1982).
La presencia de MAO en la mayoria de los tejidos parece reflejar una necesidad

funcional. Sin embargo, en algunas regiones del cerebro, tanto la enzima como su
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sustrato no se encuentran en la misma neurona. Por ejemplo, el sustrato
preferencial para la MAO-A es la 5-HT pero esta no se encuentra en las neuronas
serotoninérgicas, y para el caso de la MAO-B, es la PEA pero se encuentra
presente en las neuronas serotoninérgicas y las células gliales. El papel de MAO
en estas regiones quiza sea el de proteger a las neuronas de la oxidacién de
aminas extrafias que pudieran actuar como falsos neurotransmisores (Saura et
al., 1996).

En humanos y roedores, la MAO-A se presenta antes que la MAO-B en la mayoria
de los tejidos. Al nacimiento, la MAO-A alcanza casi los mismos niveles
enzimaticos observados en la edad adulta, mientras que la actividad de la MAO-B
se incrementa con la edad (Saura et al., 1994). Se piensa que debido a que la
MAO-B se encuentra localizada predominantemente en las células gliales, el
incremento es debido a la proliferacion de estas células a lo largo de la vida

(Saura et al., 1994).

1.6 Genes de la MAOA y MAOB.

En el afio de 1986, se localizo a los genes de la MAOA y MAOB en el
cromosoma X, utilizando anticuerpos monoclonales (Korchesperger et al., 1986), y
afios después mediante el uso de sondas de DNAc de MAOA y MAOB, se
demostré nuevamente su localizacion en dicho cromosoma, en la region DXS7
(Lan et al., 1989). Estudios de hibridizacion in situ permitio la localizacion del gen

MAOA en la region Xpl1l1.23 y Xp21, y para el gen MAOB en Xpl11.23, Xp21.2 y
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Xp22.1 (Lan et al., 1989). En el afio de 1988, se obtuvo la secuencia completa de

los dos RNAmM que codifican para la MAOA y MAOB humana de higado (Bach et

al., 1988). Los genes muestran una homologia del 70% y estan constituidos por

15 exones, presentando una organizacion idéntica entre exon-intrén, lo cual

sugiere que las dos isoenzimas provienen de un evento de duplicacién; es decir,

de un gen comun ancestral (Figura 6) (Shih et al., 1999). De manera interesante,

el exén 12 de las dos enzimas, comparten un 93.9% de identidad en la secuencia

de aminoacidos (Grimsby et al., 1991).

Figura 6. Esquema de lalocalizacion y constitucion de los genes MAOA y MAOB
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Adaptado de Balciuniene et al., 2002.

Por otro lado, se ha observado una alta homologia en la secuencia de

aminoacidos entre diversas especies de mamiferos, el alto grado de conservacion
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quiza refleja la presion evolutiva para mantener la funcion fisiol6gica especifica de

cada MAO. (Shih et al., 1999).

1.6.1 Organizacién de la regién promotora de los genes de la MAOA y MAOB.

Con el propésito de identificar las secuencias de DNA involucradas en la
actividad promotora de MAOA y MAOB, se utiliz6 una serie de secuencias
flanqueadoras 5’ insertadas a un vector de expresion (pOGH) conteniendo como
gen reportero a la hormona del crecimiento humano. Las construcciones
obtenidas, fueron transfectadas a células. Cuando estas construcciones fueron
transfectadas a lineas celulares NIH3T3, SHSY-5Y y COS7, la actividad maxima
del promotor de MAOA fue encontrada en el fragmento 0.14 kb Pvull/Drall y en el
fragmento 0.15 kb Pstl/Nael para MAOB (Figura 8). Ambos fragmentos son ricos
en GC, contienen sitios potenciales de uniébn Spl, comparten en su secuencia
aproximadamente un 60% de identidad y estan localizados en una region similar
con respecto a los sitios de iniciacion del DNAc (3 pb rio abajo y 21 pb rio arriba
del sitio de iniciacion del DNAc para MAOA y MAOB, respectivamente) (Zhu et al.,
1992). Los anteriores hallazgos han llevado a proponer, que los dos promotores
quizad derivan de un mismo gen ancestral, como resultado de un proceso de
duplicaciéon del gen (Grimsby et al., 1991). Sin embargo, la secuencia de unién a
los factores de transcripcion no esta conservada en los dos promotores (Zhu et al.,

1992).
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Con respecto al promotor de MAOA, se observo que la actividad reside en las dos
regiones de repetidos de 90 pb, los cuales pueden iniciar la transcripcién, en

ausencia de la caja TATA.

Figura 7. Mapa de la region promotora MAOA y MAOB.
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En la region promotora de MAOB existen dos agrupamientos de sitios Spl
sobrepuestos y separados por un elemento CACCC (Figura 5), el cual ha
demostrado ser un elemento represor (Ou et al, 2004). Se ha reportado que la
actividad basal se incrementa hasta ocho veces cuando el elemento CACCC es
mutado (Shih et al., 2011). Por otro lado, se ha descrito que el gen TIEG2
(Transforming growth factor--inducible early gene 2) influye en la regulacion de la

MAOB (Figura 8), ejerciendo una funcion dual a nivel de la region promotora. El
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gen TIEG2 actia como un represor a nivel del elemento CACCC y como un
activador en la regiones distales Spl del promotor de MAOB, in vivo y también in
vitro. Debido a que el TIEG2 presenta una mayor afinidad por los sitios Spl que
por el elemento CACCC, por lo que TIEG2 ejerce un efecto de activaciéon total
sobre la actividad promotora de MAOB y a nivel de RNAm (Ou et al., 2004).

Con respecto al gen MAOA, fueron identificados dos nuevos factores de
transcripcion  (Figura 8), uno de los cuales fue nombrado R1
(RAM2/CDCAT7L/IJPO2) (Chen et al.,, 2005), y el otro aun se encuentra en
investigacién (Shih et al., 2011). R1 actia como un represor transcripcional de
MAOA vy represor de la actividad promotora de MAOA, compitiendo con los
elementos Spl en la union a los sitios Spl, tanto en condiciones in vivo como in
vitro. Ademas, se ha visto que la sobre-expresion de R1 en lineas celulares
neurales estables, provoca una regulacion a la baja de la actividad enzimética de
MAOA, demostrando asi, su papel fisiolégico (Chen et al., 2005). Debido a que R1
presenta diversas funciones en varios eventos celulares, tales como en la
proliferacion celular, resulta importante su estudio para entender su papel en los
mecanismos de regulacion transcripcional de MAOA. Los efectos de R1 en el gen
de la MAOB se encuentran aun en estudio (Shih et al., 2011).

El hecho de que los genes de la MAO se encuentran localizados en el
cromosoma X, ha llevado a proponer la existencia de factores de transcripciéon
género-especificos que regulen la expresiéon de MAO, lo cual podria proporcionar
las bases para especular los dimorfismos sexuales tan frecuentemente
observados en los trastorno neuropsiquiatricos, asociados con una funcién

anormal de MAO, como en el trastorno depresivo mayor y en esquizofrenia (Shih
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et al., 2011). Interesantemente, fue identificado MAOA como un nuevo blanco
neural para el gen SRY, el cual codifica para un factor de transcripcional esencial
en la diferenciacion sexual durante la embriogénesis (Wilhelm et al., 2007). SRY
activa, tanto al promotor MAOA como a la actividad enzimética a través de sitios
de union SRY. Ademés, Spl incrementa la activacion de SRY del promotor MAO
de forma dosis-dependiente (Wu et al., 2009). Ademas, Spl interacciona y forma
un complejo regulador transcripcional con SRY en la region promotora de MAOA,
potencializando la unién de SRY por el promotor de MAOA (Wu et al., 2009). Este
es el primer estudio que reporta que un factor de transcripciéon SRY que codificado
en el cromosoma Y, es capaz de regular un gen localizado en el cromosoma X,
sugiriendo un nuevo mecanismo molecular para el dimorfismo sexual en el
desarrollo neural, funciones cerebrales y la posible iniciacion/progresion de
trastornos psiquiatricos asociado con una disfuncibon de MAO y que han

demostrado un dimorfismo sexual.

Figura 8. Esquema de los factores de transcripcion de MAOA y MAOB

apoptosis

» { ArE/GRE }—C—Q—C—O—Q/M neural
— Te——a stem cell
Spl/Spa Sp3/BTEB2/R1 proliferation

_— 7. 1.7
i -— - Egrl/c-Jun
< glucocorticold > Terr >, TIEG2

TEr D

< retinoic acid_> MAPK cascades

———> activation
====o inhibition
# Spl-binding site
() srRY-binding site

PKC

PMA

Tomado de Shih et al., 2011.



40

Existe evidencia que demuestra que algunas hormonas esteroides y no
esterioides tienen un efecto sobre la regulacién de los genes de MAOA y MAOB.
Su estudio surge a partir de la evidencia que muestra que los dos tipos de
hormonas se encuentran involucradas en la regulacion de diversos procesos
neuropsiquiatricos, en los cuales la MAO juega un papel critico; como en la
respuesta al estrés, la adaptacion conductual y de afecto. Se ha demostrado que
los andrdgenos, glucocorticoides (Ou et al., 2006) y el acido retinoico (Wu et al.,
2009) activan la expresion genética de MAOA y MAOB en diferentes células
neuronales humanas; mientras que, los estrégenos muestran un efecto tejido-
especifico sobre los genes de la MAOA y MAOB. Debido a que las hormonas
juegan un papel importante tanto en estados fisiolégicos como patoldgicos, resulta
importante identificar estas nuevas funciones de la MAO en los procesos que
involucran a diferentes hormonas.

Los andrégenos y glucocorticoides tienen la capacidad de incrementar la
transcripcion de MAOA a través de la unidén de sus receptores al elemento de
respuesta funcional en la region promotora de MAOA. Por otro lado, los receptores
a androgenos y glucocorticoides interaccionan con los sitios Sp1, interaccion que
es incrementada en respuesta a ligandos (Shih et al., 2011). Del mismo modo, el
acido retinoico activa la transcripcién de MAOB a través de la interaccion ligando-
receptor y por medio de la unién del receptor al factor de transcripciéon Spl. Con
respecto a los estrogenos, se ha observado que regulan la MAOB a través de los
receptores estrogénicos (ER) y los elementos de respuesta a estrogenos (ERE)

(Figura 7) (Zhang et al., 2006).
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MAOA y MAOB son regulados de distinas maneras, lo cual contribuye en las
diferencias en su expresion temporal y espacial y a sus funciones fisiolégicas. Del
mismo modo, la identificacibn de nuevos faclores de transcripcion podrian
proporcionar informacion sobre nuevas funciones de los genes de la MAO, asi
como también encontrar las bases moleculares de los trastornos
neuropsiquiatricos en los cuales se ha sugerido una disfuncibn de MAO. Es
posible que la modulacién de los niveles endégenos de dichos factores podrian
ser considerados como un abordaje alternativo para mantener la actividad normal

de MAO, ademas del uso de los inhibidores de la MAO (Shih et al., 2011).

1.6.2 Ratones knock-out (KO) del gen MAOA.

La utilizacion de estrategias de KO ha permitido obtener importante
informacion sobre la funcion de las enzima MAO in vivo. Particularmente, se ha
generado una linea de ratones transgénicos en la que se interrumpié el exén 2y 3
del gen que codifica para MAOA (Cases et al, 1995). Esta secuencia codifica la
region de la proteina a la cual se une el cofactor FAD, necesario para la actividad
de la enzima. En el cerebro de las crias KO de MAOA, se observl nueve veces
mayor concentracion de 5-HT al observado en los ratones silvestres (wild-type),
mientras que en cerebro de ratones adultos KO, los niveles de 5-HT solo se
encuentran incrementados al doble, sugiriendo que posiblemente es debido a la
presencia de MAOB, la cual suple la funcion metabdlica de la isoforma A (Cases et

al, 1995).
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En conclusion, el estudio demostré que las crias deficientes de MAO-A muestran
un metabolismo de la serotonina draméaticamente alterado y cambios conductuales

severos. En patrticular, los adultos machos manifestaron una conducta agresiva.

1.6.3 Requisitos estructurales de MAOA y MAOB esenciales para su actividad

catalitica.

La estructura de MAO ha sido posible modelar mediante la utilizacion de
estrategias tales como mutagénesis dirigida y métodos de cristalografia de rayos
X. Geha et al (2002) utiliz6 el modelo descrito para la enzima poliamino oxidasa
(PAO) como guia para obtener un modelo de la estructura tridimensional de la
MAO, lo a partir de que las dos enzimas presentan un 20% de similitud y cataliza
las mismas reacciones de oxidacion, estas caracteristicas sugieren que MAO y
PAO tienen sitios similares de union al cofactor FAD y a sustratos.

Mediante el alineamiento de mudltiples secuencias, la prediccion de estructuras
secundarias, el asignamiento coordinado de regiones del templado (PAO) al
blanco (MAOA y MAOB), modelamiento de hélices, minimizacion de energia y
evaluacion tedrica de la geometria; fue posible tener la estructura de las dos
isoformas. Mediante dichas estrategias fue posible identificar cuatro aminoacidos
clave, Lys-305, Trp-397, Tyr-407 y Tyr-444 en MAOB; y Lys-296, Trp-388, Tyr-
398, Tyr-435, en MAOA (Figura 9). Ademas, con base en la estructura
tridimensional de PAO, se sugirio que Lys-355, Trp-397 y Tyr-407 en MAOA; y

Lys-296, Trp-388 y Tyr-398 en MAOB quiza estén involucradas en la union no
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covalente a FAD (Figura 9). Tyr-407 y Tyr-444 en MAOA (Tyr-398 y Tyr-435 en
MAOB) parecen forman un sandwich aromético que estabiliza la unién al sustrato.
La Asp-132 en MAOA (Asp-123 en MAOB), no tiene ningun efecto sobre la
actividad catalitica de las dos enzimas.

El conocimiento de la estructura tridimensional y la arquitectura de los sitios
activos de las enzimas MAO, permitira el disefio de nuevos, potentes y selectivos
inhibidores de la MAOA como antidepresivos y de MAOB para el tratmiento de la

enfermedad de Parkinson (Geha et al., 2002).

Figura 9. Sitio de union de la MAOA y MAOB a sustratos y a FAD.
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Tres afios mas tarde, fue reportado otro trabajo, utilizando también
cristalografia de rayos X para el modelamiento de la estructura tridimensional de la
MAO (De Colibus et al., 2005). En este trabajo, la elucidacion de la estructura 3D
se baso en las similitudes y diferencias entre la MAOA humana, MAOB humana y
la MAOA de rata. Se ha demostrado que la MAOB humana y MAOA humana
presentan un 72% de identidad en su secuencia con MAOA humana; y que la
MAOA de rata y MAOA humana presenta una identidad del 92%, por lo que esta
informacion ha proporcionado varios hallazgos con respecto a la funcién y
diferencias en la estructura de estas tres enzimas con relacién a su inhibicién por
ciertas sustancias. Lo anterior resulta de una gran importancia en el caso de que
estructuras obtenidos en modelos animales, puedan ser utilizadas para el
desarrollo de inhibidores especificos de MAOA con aplicacion en humanos (De
Colibus et al., 2005). Los hallazgos obtenidos en este trabajo muestras que el
plegamiento de la cadena de MAOA humana es similar a la de MAOA de rata y de
MAOB humana; sin embargo, la MAOA humana es Unica con respecto a que
cristaliza como un mondémero y exhibe en solucién una conducta hidrodinamica de
acuerdo a su forma de mondémero, a diferencia de la MAOB humana y MAOA de
rata, que presentan una forma dimérica (De Colibus et al., 2005). Los sitios activos
de MAOA humana, consisten de una sencilla cavidad hidrofobica de 550 A, la cual
es mas pequefia a la estructura reportada para el sitio de unién de clorgilina a
MAOB humana (700 A), pero mas larga que la de MAOA de rata (450 A). Un
importante componente del sitio activo de la estructura de MAOA humana, es la
conformacion de la hélice de los residuos de 210-216, el cual es diferente al de

MAOB humana y MAOA de rata. El origen de esta alteracion estructural sugiere
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gue es debido al amplio rango de interacciones en la forma monomérica de la
enzima. Los hallazgos obtenidos en el presente trabajo, ademas de proporcionar
informacion para el disefio de inhibidores especificos de MAOA, estos datos
apoyan la propuesta de que MAOA humana involucra un cambio de la forma
dimérica a la monomérica, por una mutacion de Glul51 a Lys, la cual es
especifica de MAOA humana (Andrés et al., 2004). Todos estos hallazgos
cuestionan sobre el uso de informacion obtenida de fuentes no humanas para el

disefio de nuevos medicamentos para uso en humanos.

Figura 10. Estructura 3D de la MAOA humana.
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2005.
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1.6.4 Variantes moleculares descritas en MAOA

A partir de la caracterizacién de la secuencia completa de clonas de DNA
complementario de MAOA humano (HM11, A2R/D7), dos grupos independientes,
identificaron 22 cambios en el apareamiento de los 43 nucledtidos del extremo 5’
no codificante del cDNA de MAOA humano (Shih, 1991). Se sugiri6 que estas
diferencias reflejaban variabilidad en el sitio de iniciacion de la transcripcion,
polimorfismos alélicos o la existencia de multiples genes MAOA.

Mediante la utilizacién de la clona de HM11, fué identificado un polimorfismo en la
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP). En el estudio se realizé un
tamizaje en el loci MAO de cinco individuos no relacionados, utilizando 35 enzimas
de restriccidon, detectando solo una variacion polimérfica con la enzima EcoRV, la
cual esta caracterizada por dos alelos, el A1l (10.2 kb) y A2 (6.5 y 3.7 kb); asi
como también dos bandas constantes de 5.8 y 5.4 kb (Ozelius et al., 1988).
Subsecuentemente, se determind la frecuencia de los alelos en un grupo de
individuos caucasicos no relacionados (19 mujeres y 13 hombres), encontrandose
una frecuencia de 65% para el alelo A1 y 35% para el alelo A2. Ademas, se
observd que el 42% de las mujeres eran heterocigotas para este marcador. Al
analizar este polimorfismo en tres familias nucleares (27 individuos), se encontrd
gue parecia ser heredado en un modelo Mendeliano ligado al cromosoma X.

Un afio mas tarde, Ozelius y cols. (1989) describieron otra regién polimorfica

mediante el uso de la clona de ADN gendmico A2R/D7 y la enzima de restriccion
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Mspl en una muestra de 27 sujetos caucdésicos norteamericanos, encontrandose

una frecuencia de 0.67 para el alelo 1 (9.4 kb) y de 0.33 para el alelo 2 (3.8 kb).

En 1991, Hotamisligil y Breakefield llevaron a cabo el andlisis de la
secuencia de lineas celulares de fibroblastos de la piel con baja y alta actividad
enzimatica. El analisis de la secuencia identifico dos diferencias, el cambio de una
T por G en la posicién 941 y localizada en el exén 8, y el cambio de una C por T
en la posicidén 1460, situada en el exon 14. Los dos cambios ocurren en la tercera
base del codén y no cambia la secuencia del aminoéacido; sin embargo, crean dos
sitios de restriccion para las enzimas Fnu4HI (T941G; rs6323) y EcoRV (C1460T;
rs1137070). El andlisis de estos dos polimorfismos en 37 lineas celulares de
hombres con diferentes niveles de actividad enzimatica de la MAOA identifico que
los alelos que no presentan los sitios de restriccion para las dos enzimas (alelos
T941 y C1460) se encuentran asociados con niveles bajos de la actividad
enzimatica de MAOA vy los alelos que presentan el sitio de corte para las dos
enzimas (alelos 941G y 1460T) con una alta actividad enzimatica (Hotamisligil y
Breakefield, 1991). El analisis de haplotipos conformados por estas dos regiones
polimérficas y una previamente descrita, polimorfismo Mspl, identificada en la
clona A2R/D7 (Ozelius et al., 1988; 1989) reportaron la presencia de tres de los
cuatro posibles haplotipos (debido a la presencia de un fuerte desequilibrio de
enlace entre las regiones T941C y C1460T), revelando diferencias
estadisticamente significativas entre la distribucion de estos haplotipos y niveles
bajos o altos de la actividad enzimatica medida en fibroblastos de piel humana en

cultivo (Hotamisligil, Breakefield, 1991).
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En ese mismo afio, el andlisis de la secuencia de una clona del gen MAOA,
permitidé la identificacionn de una region de dinucleétidos CA en el gen MAOA.
Este polimorfismo de dinucle6tidos se analiz6 en 86 cromosomas de sujetos
caucésicos no relacionados, identificandose siete diferentes alelos (Black et al.,
1991).

Los resultados que demostraron asociacién entre variantes moleculares y
niveles de la actividad enzimatica, sugiri6 la importancia del uso de estos
polimorfismos como marcadores moleculares en el estudio de diversos trastornos
psiquiatricos y enfermedades neurologicas. Lo anterior fue sustentado por reportes
previos que mostraban diferencias en los niveles de la actividad enzimatica en

algunas enfermedades.

Un afio mas tarde, la secuenciacion del fragmento clonado de la clona de
cDNA de MAOA de 2.9 kb, conteniendo la secuencia completa del exén 1, permitié
la identificacién de un polimorfismo de microsatélites caracterizado por una regién
de 19 repetidos de dinucleétidos GT y adiacente a una nueva region de duplicados
imperfectos de tipo VNTR de 23 pb. La regién béasica de repetidos tiene una
secuencia (GAACT(GT),T2(AT)s), la cual se repite 5 veces sin ninguna alteracion,
seguida por 3 copias de una version relacionada pero imperfecta de dicha
secuencia. Variaciones en el nimero de repetidos internos GT y AT, incrementa el
tamafo de la region, hasta 31 pb (Hinds et al., 1992). El analisis del polimorfismo
en 56 mujeres no relacionadas, mostré 15 diferentes alelos, con un tamafio entre

285 y 388 pb. Ademas, se observd que los alelos difirieron en el nimero de
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dinucleédtidos y en el numero de repetidos VNTR, caracterizandolo como una
marcador altamente polimorfico, con un valor de heterocigocidad del 75% (Hinds

et al., 1992).

Brunner y colaboradores (1993b) reportaron una familia holandesa en que
varios integrantes del sexo masculino presentaban caracteristicas clinicas
similares al que algunos pacientes psicGticos presentan, caracterizado por retraso
mental y conducta agresiva, ademas de presentar niveles elevados de las
monoaminas, y al que se le denominé “Sindrome de Brunner”. El resultado de los
estudios bioquimicos no reveld la presencia de actividad enzimatica de MAOA
medida en cultivo de fibroblastos de piel en los pacientes hombres ni en las
mujeres que presentaban el trastorno (Brunner et al., 1993b). Con el objeto de
establecer si la pérdida de la actividad era causada por una mutacion en la
estructura del gen MAOA, se llevo a cabo su secuenciacion. Se detectaron cuatro
substituciones, tres polimorfismos neutrales (posiciones: 941, 1077 y 1460) y una
mutacion no conservada de una citosina por una timina, en la posicion 936. Esta
mutacion cambia una glutamina (CAG) a un codoén de terminacion (TAG) en la
posicion 296 de la secuencia de aminoacidos. Este ultimo dato fue comprobado
mediante la amplificacidbn y secuenciacion del octavo exén, confirmando su
presencia en cada uno de los cinco pacientes hombres clinicamente afectados y
en dos heterocigotos obligados. Ademas, la mutacion fue excluida en 12 hombres

no afectados de esta familia (Brunner et al., 1993a).
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Tres afios mas tarde, al llevar a cabo un andlisis para identificar mutaciones
en el gen MAOA, mediante RT-PCR, SSCP y secuenciacion del RNAm o DNA
gendmico de 40 hombres que presentaban una actividad enzimatica 100 veces
mayor a los niveleles normales, se pudo observar la alta conservacion de la
secuencia de MAOA, lograndose tan solo la identificacion de 5 cambios, de los
cuales, solo uno se encontrg localizado en el exén 15, caracterizado por el cambio
de una adenina a guanina (posicion 1609), cambiando una lisina por arginina, no
alterando la estructura de la proteina (Tivol et al., 1996).

Finalmente, otro de los polimorfismos mas estudiados en el gen de la
MAOA es del tipo VNTR y se encuentra localizado en la region promotora (Sabol
et al., 1998). Se caracteriza por una region de repetidos de 30 pb, expresando 4
variantes: el alelo 1, el cual contiene 3 repeticiones; el alelo 2, con 3.5
repeticiones; el alelo 3 con 4 repeticiones, y el alelo 4, con 5 repetidos. A este
polimorfismo se le denomind MAOA-uVNTR (upstream variable number of tandem
repeats) (Figura 11). La localizacion de esta region sugirio que posiblemente
pudiera tener un efecto sobre la transcripcién del gen, por lo que se llevé a cabo la
transfeccion de las cuatro variantes en cultivos de lineas celulares. El analisis de
la expresiéon de las cuatro construcciones mostré que aquellos que contenian los
alelos 2 y 3 expresaban niveles mas altos que los que contenian los alelos 1y 4.
Debido a que los alelos 2 y 3 parecen actuar como activadores de la transcripcién
y los alelos 1 y 4 no cuentan con esta habilidad, se ha sugerido que el gen
requiere que dicha region tenga una longitud 6ptima para llevar a cabo su funcién

de manera adecuada.
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Figura 11. Esquema del polimorfismo uVNTR del gen MAOA
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Recientemente, fue reportado un nuevo polimorfismo en la regidn
promotora de MAOA (Philibert et al., 2011). Este nuevo polimorfismo se encuentra
muy cercano al uVNTR descrito por Sabol et al. (1998), localizandose a 1500 pb
rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion. Se caracteriza también por ser un
VNTR, por lo que se le ha denominado VNTR P2, y esta constituido por dos
regiones de repetidos de un fragmento de 10 pb, CCCCTCCCCG (repetido A) y
CTCCTCCCCG (repetido B). La secuencia de los primeros 60 repetidos (6
unidades de repeticion) de los elementos, no varia a excepcion de un polimorfismo
C por T, presente en la base 6365508 (Figura 16). El alelo T se encuentra
unicamente en el alelo 10R, sugiriéndose que posiblemente inhiba la actividad del

mismo modo que el polimorfismo rs25531 del gen SLC6A4 (Hu et al., 2006).
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Después de la region invariable de 60 repetidos, se identificaron variaciones en la
longuitud de la regién A, mostrando por ejemplo, que el repetido de 7 (7R) tiene
una estructura ABABABA, el alelo 8R tiene la estructura ABABABAA, mientras que
el alelo 10R, presenta ABABABAAAA (Philibert et al., 2011) (Figura 16). Ademas,
se reporta que el polimorfismo VNTR P2, parece tener una mayor influencia sobre
la regulacion transcripcional de MAOA que el polimorfismo uVNTR (VNTR P1) y
gue la metilacibn de este VNTR, rico en isla CpG, resulta en un genotipo
diferencial en el caso de las mujeres, en donde se observO que las mujeres
homocigotas al alelo 9R presentaban una menor metilacion, comparado con las
homocigotas y heterocigotas al alelo 10R. Ademas, ensayos de transfeccién
mostraron que la construccién portadora del alelo 9R presentd una mayor
actividad transcripcional, los alelos 8R y 11R una actividad intermedia y las

construcciones con el alelo 10R, una menor actividad (Philibert et al., 2011).

Figura 12. Esquema de la estructura y secuencia del polimorfismo VNTR P2.

6365325 AGTTATTTTTCTTGCCTACTTGCTTCGATTTGGGTTAAGCGCCTCAGCTT
6365375 GAAAAACCCCACAGAGAACCAACAATTGCCTGGTCTCCCCCAAGTGACGG
6365425 TTCTCGCCCCGCCCCGTCCCGTCTCGCCTCGCCCCGCCCCTCCCC

6365475 -CCCCTCCCCG_CCCCTC@CCd
6365525 TCCCCGCCCCTCCCCEGCCCCTCCCCEGCCCCTCCCCGCCCCGCCCTCAACT

6365575 TAGTGAGGGCTGGAGGCTGCGCAGACCTC GGCCCTACATGACGTCA
6365625 CAAAGGGGCCAGACCAAGTGGGGCAGCACCCTGCGACCCTGCGATCCTGC
6365675 CTGGCTCAGCCGCCTTCATATATCTGCTTCCTTAAGTCCACTCTTGCCCA

En amarillo y en rojo se muestran las dos regiones de repetidos de 10 pb. En azul se muestra las regiones
CpG, en un cuadro se muestra el sitio del polimorfismo C/T en la base 6365508 (Tomado de Philibert et al., 2011).
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1.6.5 Variantes moleculares descritas en MAOB

Con respecto a la identificacion de variantes polimorficas en el gen MAOB,
las mas estudias son tres; una es el polimorfismo conocido como SNP13,
reportado por Kurth et al. (1993), el cual se encuentra localizado en el intrén 13 del
gen MAOB y se caracteriza por el cambio de una adenina por guanina en la
posicion 644 (A644G; rs1799836). A pesar de que la substitucion de A por G no
cambia la secuencia de la proteina, se le ha asociado con variaciones en la
actividad enziméatica (Costa-Mallen et al., 2005). Ademas, en plaquetas de sujetos
portadores del alelo G se observan altos niveles de actividad enzimatica
comparado con los portadores de la variante A (Garpenstrand et al.,, 2000). Sin
embargo, en cerebro humano se reporté una asociacion entre el alelo A y alto
niveles de RNAmM de MAOB (Balciuniene et al., 2002). Se ha sugerido que estas
diferencias pudieran estar reguladas por mecanismos tejido-especificos. De
manera interesante, en este mismo estudio se evaluaron las variantes moleculares
de los genes MAOQ, la cantidad de RNAm y los niveles de actividad enzimatica en
muestras post-mortem de cerebro humano. El analisis de los haplotipos
conformados por MAOA/UVNTR y MAOB/SNP13 mostré que los individuos
portadores del haplotipo 3G se encontraban asociados con niveles bajos de la
actividad de MAOA.. Estos resultados podrian indicar que esta region produce un
efecto inhibitorio en la actividad de esta enzima (Balciuniene et al., 2002).

El polimorfismo (GT)n localizado en el segundo intron del gen MAOB (Konradi et
al., 1992), no muestra asociacion con la actividad enzimatica medida en plaquetas,

(Girmen et al., 1992).
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En el afio 2004, fue reportado un polimorfismo en la regidon del promotor, en la
posicion -1114, caracterizado por un cambio de citosina por timina, con una
frecuencia de 3.5% en pacientes con Parkinson, no mostrando una clara

asociacion con la patologia (Costa-Mallen et al., 2004).
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2. ESTADO DEL ARTE

El estudio genético de MAO en esquizofrenia.

Como se mencion6 en el capitulo anterior, existen datos que muestran
niveles bajos de actividad enzimatica de MAO de plaquetas en pacientes con
esquizofrenia, por lo que se ha sugerido a esta enzima como un marcador
biologico en el desarrollo de este trastorno. De forma alternativa a los analisis
bioquimicos, se han llevado a cabo estudios genéticos en MAOA y MAOB; sin
embargo, los hallazgos han resultado controversiales (Tabla 2).

Entre los estudios de asociacion positivos, se encuentra el reporte de Coron et al.
(1996) en el que se describe una mayor frecuencia del alelo C1460 de MAOA en
pacientes con esquizofrenia de tipo paranoide. Dos afios después Wei y
Hemmings (1998) analizan dos regiones de dinucleétidos en los genes MAO,
encontrando una mayor transmision del alelo MAOB/(TG)24 en pacientes hombres
con esquizofrenia. Jonsson et al. (2003) encuentré asociacion con el alelo de baja
actividad del polimorfismo MAOA/UVNTR en pacientes hombres con esquizofrenia.
En un estudio farmacogenético, se reportd una mayor frecuencia de los alelos de
baja actividad de MAOA/UVNTR y COMT/Val66Met en pacientes no
respondedores a neurolépticos comparado con el grupo de los respondedores (llli
et al., 2003).

Posteriormente, el andlisis de la conducta agresiva en pacientes con esquizofrenia
reporta asociacion entre el alelo de alta actividad (4R) del polimorfismo

MAO/UVNTR y la agresion verbal (Fresan et al., 2007).
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El andlisis en poblacién espafiola, del polimorfismo A644G de MAOB muestrd una
mayor frecuencia del alelo G644 en pacientes mujeres con esquizofrenia
comparado con un grupo control (Gasso et al., 2008). Del mismo modo, también
se encontré una mayor frecuencia del alelo G644 en hombres, sin embargo, no
alcanzé significancia al analizar el grupo de controles hombres (Gassé et al.,
2008).

Un afio después, el analisis en poblaciéon China, reportd una mayor frecuencia del
haplotipo 3TC (UVNTR/T941G/C1460T) en pacientes hombres con esquizofrenia
comparado con un grupo de controles sanos (x2=7.15, gl=1, p=0.006). (Qiu et al.,
20009).

Hace un par de afios, se llevd a cabo un estudio de meta-analisis de los
reportes de asociacion entre MAOA y esquizofrenia reportados hasta febrero del
2006. De los 10 estudios, s6lo 8 cumplieron los criterios de inclusion en los que se
analizé el polimorfismo uVNTR y 6 reportes con la variante T941G. El andlisis no
encuentré asociacion estadisticamente significativa para los polimorfismos
analizados del gen MAOA con el desarrollo de la esquizofrenia (Li and He, 2008).

El andlisis en poblacion China del polimorfismo T941G del gen MAOA y
A644G del gen MAOB, mostro que los portadores del alelo G644 del gen MAOB
presentan un riesgo mayor a desarrollar esquizofrenia. Ademas, se observé
asociacion entre el haplotipo TG y las mujeres con esquizofrenia. Los autores
concluyen que es importante el andlisis por género en esquizofrenia y en particular

al analizar genes localizados en el cromosoma X.
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Figura 13. Esquema de los polimorfismos analizados en pacientes con esquizofrenia.
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Tomado de Sun et al., 2012.

Recientemente, fue reportado un estudio de asociacion en poblaciéon China,
analizando el polimorfismo MAOA/UVNTR y y 41 SNPs localizados en el gen
MAOA en pacientes con esquizofrenia paranoide. El analisis de asociacion por
SNPs no mostré asociacion estadisticamente significativa con esquizofrenia
paranoide en la muestra total. En el analisis por género, se observo una tendencia
hacia la significancia entre el alelo G941 del polimorfismo Fnu4HI en hombres con
esquizofrenia. El andlisis por haplotipos de los polimorfismos uVNTR/C1460T
mostré asociacion con esquizofrenia en la muestra total. El analisis en los
hombres con esquizofrenia paranoide reporté una tendencia hacia la significancia
con los polimorfismos Fnu4HI/C1460T. Con respecto a las mujeres, se encontrd
asociacion con los haplotipos uVNTR-L/rs6323-T, uVNTR-L/rs1137070-C vy
UVNTR-L/rs6323-T/rs1137070-C. Los resultados encontrados en este estudio
sugieren que posiblemente exista un efecto combinado del uVNTR, Fnu4HI y
C1460T, en la susceptibilidad para desarrollar esquizofrenia paranoide en las

mujeres (Sun et al., 2012).
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Tabla 2. Estudios de asociacion de los genes MAOA y MAOB en esquizofrenia

Estudio

Polimorfismos

Hallazgo

Coron et al, 1996

Sasaki et al, 1998

Wei vy
1998

Hemmings,

Syagailo et al, 2001

Norton et al., 2002

Iwata et al, 2003

Jonsson et al, 2003

Illi et al, 2003

Fan et al., 2004

Zammit et al., 2004

Matsumoto et al, 2004

De Luca et al, 2006

Fresan et al, 2007

Carrera et al., 2009

Gasso et al., 2008

Bergen et al., 2009

Qiu et al., 2009

Alvarez et al, 2009

Wei et al., 2011

Sun etal., 2012

MAOA/C1460T
MAOB/A644G

MAOA/T941G
MAOA/A1609G

MAOA/(AC)n
MAOB/(TG)n

MAOA/UVNTR
MAOA/UVNTR
MAOA/T941G
MAOA/UVNTR

MAOA/UVNTR

MAOA/UVNTR

MAOA/UVNTR
MAOA/T941G
MAOA/UVNTR
MAOB/(TG)n

MAOA/UVNTR
MAOB/A644G

MAOA/uUVNTR
MAOA/uVNTR
MAOB/rs12851487,
rs4824562, rs5952
799, rs5905512

MAOB/A644G

MAOB/A644G

MAOA/UVNTR
MAOA/T941G
MAOA/C1460T

MAOA/UVNTR
MAOA/C1460T

MAOA/Fnu4HI
MAOB/A644G

MAOA/UVNTR,G941
T,C1460T y 41 SNP

Tendencia significancia entre el
esquizofrenia paranoide.

alelo MAOA/C1460 y
No se encontr6 asociacion.

Estudio de asociacién basado en familias mostr6 una mayor
transmisioén del alelo MAOB/(TG)24 en pacientes hombres.

No se encontré asociacion.

No se encontré asociacion.
No se encontr6 asociacion.
Asociacion alelos baja actividad transcripcional y pacientes

hombres con esquizofrenia.

Alelos baja actividad de MAOA asociado con no respuesta a
neurolépticos.

No se encontrd la transmision de un alelo particular.
No se encontré asociacion entre conducta agresiva y MAOA
en pacientes con esquizofrenia.

No se encontrd asociacion con disquinesia tardia.

No se encontré asociacién con conducta suicida.

Se reporta asociacion entre del alelo de alta actividad y
conducta agresiva.

Haplotipo asociado a esquizofrenia.

Alelo G asociado con esquizofrenia y el andlisis por género
se asocio con las mujeres.

No se encontré asociacion al analizar por sintomas positivos
y negativos.

El 3% de hombres con esquizofrenia fueron portadores del
haplotipo de riesgo 3TC.

No se encontré asociacion.

Alelo G como factor de riesgo para esquizofrenia y
asociacion entre haplotipo TG y mujeres con esquizofrenia.

Asociaciones marginales haplotipos UVNTR-G941T-A644G
en mujeres esquizofrenia paranoide.
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En conclusion, hasta la fecha solo dos estudios muestran asociacion entre
polimorfismos de los genes MAOA y MAOB y esquizofrenia (Coron et al., 1996;
Carrera et al., 2009) (Tabla 2). Sin embargo, la mayoria de los estudios positivos
han reportado asociaciéon con caracteristicas muy particulares como el género,
esquizofrenia de tipo paranoide y con conducta agresiva. Existe mucha evidencia
gue apoya la propuesta de analizar subtipos muy particulares en enfermedades
gue demuestran una gran heterogeneidad como la esquizofrenia; de tal manera,
resulta importante proponer estudios que analicen subgrupos clinicos de los
trastornos para tener grupos genéticamente mas homogéneos. Hasta la fecha,
solo un grupo ha analizado los sintomas positivos y negativos en relacién con el
gen MAOB, no encontrando asociacion estadisticamente significativa (Bergen et
al., 2009). De tal manera, es importante realizar estudios en otras poblaciones y
en las que se proponga el analisis de diversas caracteristicas clinicas con el
propésito de analizar si los genes MAO se encuentran involucrados con fenotipos

asociados con el desarrollo de la esquizofrenia en poblacion mexicana.
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3. ANTECEDENTES PARTICULARES DEL PROYECTO

Existe evidencia controversial que sugiere la presencia de un locus en el

cromosoma X asociada con el desarrollo de la esquizofrenia. Por ejemplo, los
estudios clinicos que muestran una frecuencia alta de psicosis en individuos
portadores de un cromosoma X extra (XXY en hombres y XXX en mujeres)(DeLisi
et al., 1989). Aunado a estas observaciones, se report6 la presencia de ligamiento
en la region Xpll en familias con esquizofrenia con una transmision materna de
sintomas psicoticos (Dann et al., 1997; DelLisi et al.,, 1994). Estos hallazgos
sugieren la presencia de genes candidatos en este cromosoma.
De manera interesante, en la regiéon Xpll se encuentran localizados los genes
MAO. Esta enzima ha sido postulada como un posible marcador biolégico de
esquizofrenia con base a los reportes que muestran niveles bajos de la actividad
de MAO plaquetaria en gemelos monocigotos (DeLisi et al., 1982; Wyatt, 1973).

La participacion de la MAO en la degradacion oxidativa de las monoaminas
presentes en las neuronas presinapticas, regula su concentracion citoplasmatica y
sustenta la idea de que una disfuncién en la actividad de esta enzima podria
producir concentraciones anormales de varios sustratos (entre los que han sido
reportados, una alta concentracion de dopamina y serotonina) modificando la
transmision neuroquimica.

Estudios de familias y de gemelos han sugerido una susceptibilidad genética en la
esquizofrenia. Lo que se refuerza con los estudios en los que se ha demostrado
que la actividad de MAO en plaquetas estd genéticamente determinada y es

altamente heredable (Breakefield y Eldstein, 1980). También, se ha reportado que
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familiares de primer grado de individuos que muestran una baja actividad de MAO
plaquetaria asociada a un trastorno psiquiatrico, tienen una alta probabilidad de
tener una actividad disminuida de la enzima, comparado con la poblacion general
(Devor et al., 1993).

Finalmente, resulta importante mencionar que el Unico trabajo que analizd
diversos SNPs localizados en el gen MAOA, encuentra hallazgos interesante
unicamente con tres polimorfismos, los cuales son lo que ya previamente han sido
analizados (UVNTR, Fnu4HI y C1460T) en esquizofrenia (Sun et al., 2012). De tal
manera, se propuso analizar para este estudio, los polimorfismos que ya
previamente ha mostrado asociacién y que resultan ser interesantes de analizar
en poblacibn mexicana. Estudios previos han mostrado que los polimorfismos
Fnu4HI y C1460T se encuentran en desequilibrio de enlace, por lo que el estudio
de tan solo uno de ellos, junto con el UVNTR, resultan ser importantes marcadores
para estudiar en la esquizofrenia. Con respecto al gen MAOB, el que ha mostrado
datos mas interesantes es el denomina A644G, por lo que es tambien importante

su estudio en poblacién mexicana.
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4. IMPORTANCIA DE CONTINUAR EL ESTUDIO DE LOS

GENES MAOA y MAOB EN ESQUIZOFRENIA.

Existe evidencia que apoya la hipotesis de que una disfuncién en la
actividad de la MAO pudiera estar involucrada en el desarrollo de la esquizofrenia.
Sin embargo, hasta la fecha existen pocos estudios en los que se han analizado
alguna de las variantes moleculares en este tipo de trastorno. Resulta aun mas
interesante el observar que en ninguno de los estudios reportados evitd el
problema de estratificacion poblacional, como lo son los métodos de asociacion
basado en familias. De tal manera que es posible que los datos que existen en la
literatura sean asociaciones falsas (falso positivos) provocados por el tamafio de la
muestra y por el tipo de metodologia empleada.

En el presente estudio, se realizé el analisis de genes localizados en el
cromosoma X en base a los hallazgos clinicos, epidemioldgicos y moleculares que
apoyan la presencia de genes candidatos en el desarrollo de la esquizofrenia en
pacientes mexicanos. Ademas, con el proposito de realizar un estudio en grupos
mas homogéneos, se analizd la muestra por caracteristicas clinicas, como edad
de inicio, género, subtipo de trastorno y gravedad de la sintomatologia psicotica, lo
cual podria replicar o no, algunos de los hallazgos encontrados en otras
poblaciones.

Con base en lo anterior, nosotros proponemos como hipétesis del presente
estudio, que variaciones en el gen MAOA y MAOB se asocian al desarrollo de la

esquizofrenia
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5. OBJETIVOS

Objetivo general.
Determinar si existe asociacion entre los polimorfismos de los genes MAOA

y MAOB y la presencia de esquizofrenia.

Objetivos particulares.

1- Analizar la transmision alélica de los polimorfismos C1460T y uVNTR del

gen MAOA en un grupo de pacientes con esquizofrenia y sus familiares de
primer grado.

2- Analizar la asociacion de los polimorfismos con variables clinicas como la
edad de inicio, género y sintomatologia.

3- Analizar la transmisién alélica del polimorfismo A644G del gen MAOB en las
familias con esquizofrenia y determinar si existe una asociacion con la edad
de inicio, género y sintomatologia.

4- Analisis de la transmision de haplotipos en las familias con esquizofrenia.

5- Determinar si existe asociacion entre los polimorfismos de MAOA y MAOB y
la esquizofrenia.

6- Analizar la asociacion entre los polimorfismos de MAOA y MAOB con las

caracteristicas clinicas en pacientes con esquizofrenia.
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ESTRATEGIA GENERAL.

Estudio asociacion basado en familias: Estudio de casos y controles:

Familias con esauizofrenia Pacientes con esauizofrenia

‘ Obtencion de 5 ml sangre periférica \

‘ Extraccion del ADN gendmico ‘

i

Amplificacion por PCR de MAOA y MAOB

U U U

Identificacién de polimorfismos

'}

MAOA/C1460T ‘

o U

MAOB/A644G ‘

MAOA/uVNTR ‘

Digestion RFLP: Digestion RFLP:
EcoRV Maelll

Genotipificacion en geles de agarosa

o

Analisis estadistico

¥

X% en tablas 2x2, 2x3 X% en tablas 2x2, 2x3
X-APL, FBAT ANOVA, THESIAS

Asociacion en familias: Asociacion casos-controles:

64
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7. METODOLOGIA

7.1 Descripcion de la muestra

Familias con esquizofrenia:

El estudio incluyé una muestra de 60 familias obtenidas de la consulta externa del
Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente Muiiiz (INPRFM) y del Grupo
Médico Carracci. Las familias incluyeron multiples afectados dando un total de 132

pacientes con esquizofrenia (74 hombres y 58 mujeres).

Estudio de casos y controles:
Se reclutaron un total de 344 pacientes con esquizofrenia (135 mujeres y 209
hombres), obtenidos de la Clinica de esquizofrenia del Instituto Nacional de

psiquiatria Ramon de la Fuente Mufiiz.

La muestra control fue de 124 sujetos sanos (64 mujeres y 60 hombres),
evaluados mediante la entrevista psiquiatrica DIS-version en espafol. Los sujetos
no cumplieron con los criterios diagndésticos de enfermedad mental, en el pasado y
en el presente para poder ser definidos como controles sanos. Este grupo fue
obtenido del banco de ADNg del laboratorio de genética del INPRFM.

El proyecto fue aprobado por los Comités de Investigacion y de Etica en
Investigacion del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramoén de la Fuente Mufiz y del

Grupo Médico Carracci.
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Los requisitos para la inclusion de los pacientes fueron:

)

ii)

Que cumplieran los criterios diagnésticos del DSM-IV (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, 1994) para esquizofrenia. La
evaluacion clinica se realiz6 a través de la entrevista estructurada DIGS
version en espariol (Diagnostic Interview for Genetic Studies) (Salazar et al.,
2004).

Que los probandos fueran de padres y abuelos de origen mexicano y que
firmaran la carta de consentimiento informado para participar en el estudio.
Para el caso de las familias, se requirié6 que se obtuvieran familias con dos
o mas afectados con esquizofrenia.

Hombres y mujeres entre 18 a 60 afos.

Criterios de exclusion:

Menores de 18 afios

Abuso severo de sustancias o enfermedad médica que confunda el
diagnostico de esquizofrenia.

Pacientes en donde dos de los abuelos tengan ascendencia distinta a la
mexicana.

No desea dar su consentimiento para participar o no desea dar muestra de

sangre.

Se tomaron 5 ml de sangre periférica, en tubos vacutainer con EDTA como

anticoagulante, de cada uno de los participantes. Las muestras se congelaron a -

80°C hasta su procesamiento.
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Clinimetria

A todos los pacientes se les aplico la escala de evaluacién de sintomas negativos
(SANS) vy la escala para evaluacion de sintomas positivos (SAPS) (Andreasen y
Olsen, 1982).

La escala SANS contiene reactivos para calificar 30 sintomas negativos, que se
incluyen en cinco sintomas globales (alogia, aplanamiento afectivo, avolicion,
atencion y anhedonia).

La escala SAPS tiene reactivos para calificar 19 sintomas positivos, que se
agrupan en cinco categorias (alucinaciones, delirios, trastorno formal del

pensamiento y conducta bizarra) (Ver anexo).

7.2 Analisis genético

7.2.1 Extraccion de DNA gendmico.

Se llevé a cabo la extraccion del DNA a partir de sangre total mediante la técnica
de Lahiri (Lahiri, Nurnberger 1991). El método consiste en el rompimiento de la
membrana de leucocitos mediante el uso de soluciones amortiguadores con altas
concentraciones y liberacion del material genético. El siguiente paso consiste en la
separacién del material genético de la celulas sanguineas mediante el uso de
fenol y fenol-cloroformo. Finalmente, se procede a la precipitacion del DNA
mediante el uso de una solucién de NaCl y etanol al 70% frio, recuperacion de la
pastilla mediante centrifugacion y disolucién del DNA en buffer TE. La muestra

disuelta es almacenada a 4°C.
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7.2.2 Andlisis de los polimorfismos en el gen de la MAOA.
Se analizaron los polimorfismos mediante la amplificacion del ADN gendémico de
cada sujeto por reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR). Las condiciones para

cada una de las regiones se describen a continuacion.

Polimorfismo MAOA/C1460T (Hotamisligil, Breakefield, 1991).

Oligonucledtidos:
sentido: MAOAC1460TF  5- TTA AAT GGT CTC GGG AAG G

antisentido: MAOAC1460TR 5'- GCC CAATGACACAGCCTTT

a) La reaccion de PCR consistié de: KCI 50 mM, Tris (pH 8.3) 10 mM, MgCl, 1.5
mM, gelatina 100 ug/ml,dNTP 1 mM de cada uno, 200 nM de cada oligonucleotido
y 1 U de Tag polimerasa (Perkin-Elmer Cetus) y 250 ng de DNA gendmico, en un
volumen final de 25 pul. Se programaron 35 ciclos de amplificacion (94°C por 30
segundos, 57°C por 30 segundos, 72°C por 60 segundos) con un tiempo de

extension final de 5 min a 72°C.

b) Para determinar el tamafio del amplicon: 3 ul del producto de amplificacion se
mezclan con 2 ul de colorante de electroforesis en geles de agarosa al 0.8% en
buffer TAE 1X. Finalmente el gel es tefiido en bromuro de etidio a una
concentracion de 0.5 ug/ml por 15 minutos. El tamafio del fragmento esperado es
de 488 pb.

c) Digestion de la muestra: 10 ul de DNA amplificado es digerido con 10 U de la
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enzima de restriccion EcoRV con el buffer de reaccion 3 (100 mM NaCl, 50 mM
Tris-HCI, 10 mM mgCl,, 1 mM DTT, suplementado con 100 ug/ml de BSA) a una
temperatura de 37°C toda la noche.

d) Genotipificacion: el volumen total de digestion fué cargado en un gel de agarosa

al 2% en TAE 1X a 110 volts.

El patron de bandas esperado es el siguiente:

488 PO — —
456 pb I
32 pb I
CcC CT TT

Alelo C: ausencia del sitio de restriccion
Alelo T: presencia del sitio de restriccion.
Secuencia de reconocimiento: GATATC

Polimorfismo MAOA/UVNTR (Sabol et al., 1998).

Oligonucledtidos:
orientacion sentido: MAOAUVNTRF 5'- ACA GCC TGA CCG TGG AGA AG

orientacion antisentido: MAOAUVNTRR 5'- GAA CGG ACG CTC CAT TCG GA

a) La reaccion de PCR consistio de KCI 50 mM, Tris (pH 8.3) 10 mM, MgCl, 1.5
mM, gelatina 100 ug/ml,dNTP 1 mM de cada uno, 200 nM de cada oligonucleotido
y 0.5 U de Taqg polimerasa (Perkin-Elmer Cetus) y 100 ng de DNA gendmico, en
un volumen final de 25 pl. Se programaron 35 ciclos de amplificacion (94°C por 1

minuto, 62°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto) con un tiempo de extension final de
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10 min a 72°C.

b) Para determinar el tamafio del amplicdn, se siguieron las mismas condiciones
descritas para el polimorfismo EcoRV (paso b). El tamafio esperado del fragmento
amplificado es de 352 pb.

c) Genaotipificacion: 10 ul del producto amplificado fueron mezclados con 8 ul de
colorante de electroforesis y cargados en un gel de agarosa metaphor al 3% en

TBE 1X a 110 volts.

El patron de bandas es el siguiente:

382 pb

352 pb I

340 pb —

322 pb

Alelo 4 3 2 1
5R 4R 3.5R 3R

R es el nUmero de repeticiones de la secuencia
de 30 pb.
3.5R=30+ 18 pb

7.2.3 Andlisis del polimorfismo del gen de MAOB.

Polimorfismo MAOB/A644G (SNP13) (Matsumoto et al., 2004).

Oligonucledtidos:
orientacion sentido: SNP13F 5-GAG ACAGTT ACT TAG TCCTTT AGG G

orientacion antisentido:  SNP13R 5-AGA CTC TGG TTC TGA CTG CCA GAT

a) La reaccion de PCR consistio de KCI 50 mM, Tris (pH 8.3) 10 mM, MgCl, 1.5
mM, gelatina 100 ug/ml, dNTP 1 mM de cada uno, 200 nM de cada oligonucleotido

y 0.4 U de Taqg polimerasa (Perkin-Elmer Cetus) y 200 ng de DNA gendmico, en
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un volumen final de 25 pl. Se programaron 30 ciclos de amplificacién (94°C por 1
minuto, 64°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto) con un tiempo de extension final de
10 min a 72°C.

b) Para determinar el tamafio del amplicon se siguieron las mismas condiciones
descritas para el polimorfismo EcoRV (paso b). El tamafio esperado del fragmento
amplificado es de 146 pb.

c) Digestion de la muestra: 10 ul de DNA amplificado es digerido con 10 U de la
enzima de restriccion Maelll con el buffer de reacciéon (50 mM tris-HCI, 10 mM
MgCl,, 100 mM NaCl y 0.1 mg/ml BSA) y a una temperatura de 37°C toda la
noche.

d) Genotipificacién: el volumen total de digestion fueron cargados en geles de

agarosa al 3% en TAE 1X a 110 volts.

El patron de bandas esperado es el siguiente:

139 pb —
98 PO
41 pb  —
7 pb — —
A G

Alelo A: presencia del sitio de restriccion
Alelo G: ausencia del sitio de restriccion.
Secuencia de reconocimiento: “GTNAC

7.2.4 Andlisis estadistico de la muestra.
a) Andlisis de las familias con multiples afectados.
Los métodos de asociacion basados en familias son los mas utilizados para

analizar genes candidatos en enfermedades complejas cuando disponemos de la
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informacion de los familiares. Sin embargo, este tipo de metodologias fueron
desarrolladas principalmente para el analisis de marcadores autosémicos, por lo
gue los avances en el estudio de genes localizados en el cromosoma X ha sido
lento debido a que no existen métodos estadisticos apropiados para el andlisis de
asociacion basados en familias con genes en el cromosoma X.

Un método que es comunmente utilizado en el mapeo de genes en enfermedades
complejas es el uso de los estudios de asociacion en regiones en ligamiento.
Martin et al (2003) propuso una prueba estadistica alternativa, que infiere
genotipos parentales mediante el uso de los alelos compartidos IPD (idénticos por
descendencia) en pares de hermanos afectados y a la que llama prueba de
Asociacion en Presencia de Ligamiento (Association in Presence of Linkage, APL).
Chung et al. (2007) propuso una extension a la metodologia APL para marcadores
en el cromosoma X y a la cual denomina X-APL. Este método también infiere
genotipos parentales perdidos, en regiones que han demostrado enlace génico,
considerando los alelos compartidos IPD para pares de hermanos afectados. X-
APL realiza el analisis para un solo marcador e inclusive para haplotipos. Otra
caracteristica importante es que reconoce la existencia de rasgos ligados al X por
lo que realiza el andlisis separando por género a la muestra y permitiendo inferir
efectos diferentes entre hombres y mujeres. La comparacion entre diferentes
modelos de analisis, mostré un mayor poder estadistico para el método de X-APL

tanto en el analisis de la muestra total como por género (Chung et al, 2007).

Caracteristicas del modelo X-APL.
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La estadistica del modelo X-APL est4 basada en diferencias entre el nimero de
copias observadas de un alelo en los sujetos afectados y el nimero de copias
esperadas y condicionadas por los genotipos de los padres, bajo la hipo6tesis nula
de no asociacion y sin presencia de enlace génico en las familias nucleares. El
programa puede analizar familias con uno o mas hermanos afectados y un nimero
arbitrario de hermanos no afectados.

Cuando los genotipos de los padres estan perdidos, X-APL infiere los genotipos
mediante el uso de los genotipos de los hermanos y cuenta el ligamiento por
medio de los alelos compartidos IPD. Como ejemplo, en un sistema dialélico, el
alelo 1 en la mama, puede tomar el valor de 0, 1 o 2 (alelos compartidos). En los
papas, el alelo 1 toma el valor de 0 o 1.

Cuando los genotipos de los padres tienen que ser inferidos, los alelos
compartidos IPD para un par de hermanos afectados son utilizados para la cuenta
de eventos por ligamiento entre el marcador y el locus de la enfermedad. La
estimacion de la varianza se ve afectada por la estructura de las familias, por lo
gue el programa ajusta la varianza en funcién del nimero de hermanos afectados

en cada familia.

b) Analisis cuantitativo mediante el método de asociacion basado en familias.

El analisis cuantitativo de las caracteristicas clinicas se realiz6 utilizando el
método descrito por Horvath et al (2001) y analizado mediante la prueba de
asociacion basado en familias (FBAT, Family Based Association Test) utilizando el

programa denominado FBAT versién 2.0.2c.
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El método de Horvath et al. (2001) codifica cada rasgo cuantitativo como Yij, y el
rasgo cuantitativo TDT lo define como el rasgo normalizado (Tij), calculado por la
ecuacion: Tij = Yij - 4, en donde U es el promedio de las calificaciones de un rasgo
en la muestra en estudio. De tal manera, de la calificacion individual de cada rasgo
se obtiene el valor normalizado y éste es el dato que se introduce en la base de
datos para su analisis por el método de FBAT cuantitativo.

Las caracteristicas clinicas analizadas mediante el método de Horvath fueron la
edad de inicio, severidad de los sintomas positivos (escala SAPS) y los sintomas
negativos (escala SANS). Los sintomas psicéticos fueron analizados tomando en
cuenta la calificacion total de la escala y la calificacion de cada sub-escala. Para el
caso de los sintomas negativos se analiz6 el aplanamiento afectivo, alogia,
anhedonia y atencion; y para los sintomas negativos: alucinaciones, delirios,

conducta bizarra y trastorno formal del pensamiento.

c) Analisis de asociacion de casos-controles.

El analisis de frecuencias de alelos y genotipos para cada una de las regiones
analizadas entre la muestra de los pacientes con esquizofrenia y el grupo control
se realizé mediante el analisis estadistico en tablas de contingencia de 2x2 y
célculo de la X? cuadrada con el paquete estadistico denominado Tadpole version
R2, disefiado por Caradoc-Davies, Elsevier-Biosoft. ElI andlisis de las
caracteristicas clinicas se realizé con el programa estadistico SPSS, version 18.0,
utilizando la prueba de MANOVA (Multivariate Analysis of the Variance) de cada

uno de los polimorfismo estudiados.
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El equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) se analiz6 con el programa EHW disefiado
por Ott (Ott, 1988).

Los analisis estadisticos fueron ajustados por mdultiples pruebas mediante la
correccion de Bonferroni a una p<0.016 (analisis de 3 polimorfismos:

0.05/3=0.016).

d) Andlisis por haplotipos.

El analisis de los haplotipos conformados por las variantes uVNTR/C1460T/A644G
se realizd mediante el programa estadistico THESIAS (Testing Haplotype Effects
in Association Studies) (Tregouet y Garelle, 2007). EIl programa permite obtener el
calculo del desequilibrio de enlace (LD) basado en el parametro D" y de la
frecuencia de haplotipos de las muestras analizadas. Del mismo modo efectda un
analisis del efecto de cada haplotipo sobre fenotipos cuantitativos, de tal manera

que se llevo a cabo el andlisis de los sintomas positivos y negativos.
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8.1 Andlisis de las caracteristicas clinicas y demogréficas de las

muestras analizadas.

Las 60 familias analizadas tuvieron las siguientes caracteristicas: 9 familias con

tres sujetos afectados, 50 con dos hermanos afectados y 1 familia con cinco

hermanos afectados. Solo en 13 familias se obtuvo muestra de ambos padres,

33 con un solo padre disponible y de 14 familias no se obtuvo muestra. Las

familias incluyeron 132 pacientes esquizofrénicos (74 hombres y 58 mujeres).

La muestra total de pacientes con esquizofrenia fue de 344 pacientes

esquizofrénicos (135 mujeres y 209 hombres). El analisis por género de la

edad y edad de inicido mostré diferencias estadisticamente significativas (t=-3.4,

gl=342, p=0.0009; t=-3.9, gl=342, p=0.0001) (Tabla 3). Sin embargo, la

gravedad de la sintomatologia negativa y positiva no mostré diferencias

significativas entre hombres y mujeres con esquizofrenia (t=0.179, gl=342,

p=0.86; t=0.62, gl=342, p=0.54) (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas clinicas por género de los pacientes con esquizofrenia.

Esquizofrenia

Caracteristica clinica Hombres Mujeres
(n=209) (n=135)
Edad (afios) 31.249.3 34.8+£10.2
Edad de inicio (afios) 20.9+6.0 23.9+8.3
Sintomas negativos 10.1+ 4.9 10.045.3
Sintomas positivos 58+4.4 55+4.4
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8.2 Analisis de las frecuencias de genotipos y alelos en las

muestras estudiadas.

El analisis de los polimorfismos de los genes MAOA y MAOB requiri6 que
previamente se estandarizara cada una de la metodologias antes de llevar a cabo
el andlisis en las muestras de estudio. La figura 13 muestra un ejemplo del anélisis

del polimorfismo uVNTR del gen MAOA.

Figura 14. Foto del andlisis del polimorfismo MAOA/uVNTR.

13 13 11 11 11 13 11 11 33 11 33 33 13 GENOTIPIFICACION

3 352 pb Alelo 1=3R
322 pb Alelo 3=4R

Gel de agarosa Metaphor al 3% en buffer TBE 1X tefiido con Bromuro de etidio.

Del mismo modo, se realiz0 la estandarizacion de la metodologia para la
genotipificacion del polimorfismo C1460T del gen MAOA. La figura 14 muestra una
foto de la reaccidon con la enzima de restriccion, mostrando el patron de bandas

caracteristico.
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Figura 15. Foto del analisis del polimorfismo MAOA/C1460T
en gelesde agarosa.

CCCC TT TTTTCCCTCCTTCCCCCTTTTT TTTTCTCCTTTTCC  GENOTIPIFICACION

s e e e e e s e e e e e e e

—— e e L s~ TP g8pb=Alelo C
456 pb = Alelo T

— § e e i it St St St -— 4 i1

Gel de agarosa agarosa al 2% en buffer TAE 1X tefiido con Bromuro de etidio.

En la figura 15 se muestra una foto de la genotipificacion del polimorfismo A644G
del gen MAOB, en donde se observa el patrén de bandas caracteristico después

de la reaccién con la enzima de restriccion Maelll.

Figura 16. Foto del analisis del polimorfismo MAOB/A644G
en geles de agarosa.

AA AA AG AG GG AA GG AA AA GG M GENOTIPIFICACION

=
=
—
—
hleriat) \ : = —= 139pb
—— — — —
—— - —— (- o8 pb
e o, ol KR

Gel de agarosa al 3%/TAE 1X
M= marcador de peso molecular, escalera de 50 pb
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Las frecuencias de alelos observadas en el estudio se muestran en la tabla 4. Se
reportan las frecuencias de la muestra total de pacientes con esquizofrenia y el
grupo de controles sanos mexicanos reportados por nuestro grupo para los
polimorfismos UVNTR, C1460T (Camarena et al., 2001; Fresan et al., 2007) y
A644G. No se encontraron desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg en la
muestra control para ninguna de las regiones analizadas (UVNTR: x2=0.004, df=1,

p=0.95; C1460T: x2=1.62, df=1, p=0.20; A644G: x2=0.001, df=1, p=0.97).

No se observo asociacion en la comparacion entre controles sanos y los pacientes
con esquizofrenia (MAOA/UVNTR: x2=0.77, p=0.62; MAOA/C1460T: x2=4.75,

p=0.027 y MAOB/SNP13: x2=0.02, p=0.87) (Tabla 4).

Finalmente, se realizd6 un analisis por género, no observandose diferencias
estadisticamente significativas con los polimorfismos de los genes MAOA y MAOB
(Tabla 4).

Tabla 4. Frecuencia de alelos de los polimorfismos de los genes
MAOA y MAOB en las muestras analizadas.

Marcador Esquizofrenia Controles
(n=344) (n=124)
MAOA/uUVNTR 1 3 1 3
Hombres 76 (0.36) 133 (0.64) | 19 (0.35) 36 (0.65)
Mujeres 112 (0.41) 158 (0.59) | 44 (0.40) 66 (0.60)
Total 188 (0.39) 291 (0.61) | 63 (0.38) 102 (0.62)
MAOA/C1460T C T C T
Hombres 121 (0.58) 88(0.42) | 39(0.65) 21(0.35)
Mujeres 143 (0.53) 127 (0.47) | 84 (0.66) 44 (0.34)
Total 264 (0.55) 215 (0.45) | 123 (0.65) 65 (0.35)
MAOB/A644G A G A G
Hombres 136 (0.65) 73 (0.35) 31 (0.55) 25 (0.45)
Mujeres 185(0.69) 85(0.31) | 77(0.58) 55 (0.42)
Total 321 (0.67) 158(0.33) | 108 (0.57) 80 (0.43)
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8.3 Estudio de asociacion basado en familias

8.3.1 Analisis de X-APL en las familias estudiadas.

En el estudio se analizaron tres polimorfismos, dos de tipo bi-alélico y uno
conformado por 4 diferentes alelos; con respecto a este ultimo, solo dos alelos son
expresados en poblacidon mexicana (Camarena et al., 2001), reduciéndolo también
a un polimorfismo bi-alélico. Se realizé el analisis mediante el método de X-APL en
las 60 familias con multiples individuos afectados. Los resultados no muestran la
presencia de asociacion en presencia de ligamiento para las tres regiones

analizadas en los genes MAOA y MAOB (Tabla 5).

Tabla 5. Analisis X-APL de las familias con multiples afectados con esquizofrenia.

Marcador | Alelo Frecuencia Observado Esperado Var (O-E) p
uVNTR 1 0.40 71.0 71.0 12.51 0.99
3 0.60 96.0 95.9
C1460T C 0.57 91.0 95.3 18.92 0.32
T 0.43 78 .0 73.6
A644G A 0.65 114.0 112.5 17.13 0.72
G 0.35 52.0 54.5

8.3.2 Andlisis por género de la muestra de familias con esquizofrenia.

Se llevé a cabo el analisis por género de las 60 familias con base en la
metodologia descrita por Chung et al (2007). Los resultados no muestran
asociacion estadisticamente significativa para ninguna de las regiones analizadas

con el género (Tabla 6).
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Tabla 6. Analisis X-APL por género de las familias con multiples afectados con esquizofrenia.

Marcador Alelo Frecuencia Observado Esperado Var (O-E) p
Hombre: 1 0.38 25.0 26.7 8.8 0.57
uUVNTR 3 0.62 44.0 42.3
Mujer: 1 0.44 48.0 49.1 6.3 0.66
3 0.56 64.0 62.9
Hombre: C 0.60 42.0 41.6 9.1 0.88
C1460T T 0.40 27.0 27.4
Mujer: C 0.52 57.0 59.4 7.4 0.38
T 0.48 55.0 52.6
Hombre: A 0.63 43.0 45.4 7.9 0.39
AB44G G 0.37 26.0 23.6
Mujer: A 0.69 80.0 75.9 6.1 0.10
G 0.31 31.0 36.0

8.3.3 Andlisis de los subtipos de esquizofrenia en las 60 familias.

a) Analisis de los subtipos de esquizofrenia.

En los sujetos afectados con esquizofrenia provenientes de las 60 familias
analizadas se clasificaron por subtipos de esquizofrenia: paranoide, indiferenciada

y desorganizada.

Tabla 7. Subtipos de Esquizofrenia en los 60 pares de

hermanos.
Pares de hermanos n (%)
Paranoide-Paranoide 46 (77)
Paranoide-Indiferenciada 9 (15)
Paranoide-Desorganizada 3(5)
Desorganizado-Indiferenciado 23

La tabla 7, muestra que el 77% de los pares de hermanos con esquizofrenia

fueron concordantes para el subtipo de esquizofrenia paranoide, por lo que por el
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tamafio de muestra el andlisis solo fue posible realizarlos para este grupo. Los
resultados no muestran asociacion estadisticamente significativa con ninguno de

los polimorfismos de MAOA y MAOB (Tabla 8).

Tabla 8. Analisis X-APL de las familias con pares de hermanos concordantes para el subtipo de
esquizofrenia paranoide.

Marker Alelo Frecuencia Observado Esperado Var (O-E) p

uvVNTR 1 0.38 25.0 26.67 8.7 0.57
3 0.62 44.0 42.32

C1460T C 0.60 42.0 41.56 8.9 0.88
T 0.40 27.0 27.44

AB44G A 0.63 43.0 45.37 7.4 0.38
G 0.37 26.0 23.62

8.3.4 Andlisis cuantitativo por FBAT de las caracteristicas clinicas de las familias
con esquizofrenia.

Las caracteristicas clinicas analizadas fueron la edad de inicio, los sintomas
positivos y los sintomas negativos. El andlisis de las caracteristicas clinicas se
realizé con base en el método descrito por Horvarth et. al. (2001). El analisis de
cada polimorfismo se realiz6 con base al método de TDT en los fenotipos

cuantitativos y utilizando el programa FBAT.

a) Analisis de la edad de inicio.
El analisis cuantitativo por FBAT de la edad de inicio no mostré asociacion con

ninguno de los polimorfismos de los genes MAOA y MAOB (Tabla 9).
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Tabla 9. Analisis cuantitativo por FBAT de la edad de inicio de la esquizofrenia.

Marcador Alelo Frecuencia Fam S-E(S) Var(S) ~Z p

UVNTR 1 0.37 25 -13.26 319.3 -0.74 0.46
3 0.63 25 13.26 319.3 0.74

C1460T Cc 0.58 27 21.78 308.1 124 0.21
T 0.42 27 -21.78 308.1 -1.24

A644G A 0.68 22 18.05 1954 1.29 0.19
G 0.32 22 -18.05 1954 -1.29

Fam= Familias informativas

b) Analisis de la gravedad de los sintomas positivos de acuerdo a la escala SAPS.
El analisis cuantitativo de los sintomas positivos no mostro la transmision de un
alelo en particular para ninguno de los polimorfismos con la gravedad de las
alucinaciones, delirios, conducta bizarra y trastorno formal del pensamiento, ni

para la calificacion total de los sintomas positivos (Tabla 10).

c) Analisis de la gravedad de los sintomas negativos de acuerdo a la escala
SANS. En la tabla 11 se presentan los resultados obtenidos en el andlisis por
FBAT de la gravedad de los sintomas negativos (aplanamiento afectivo, alogia,
avolicion, anhedonia y atencion) asi como la calificacion total de los sintomas

mediadas con la escala SANS para cada una de las tres regiones de los genes

MAOA y MAOB.



Tabla 10. Analisis cuantitativo por FBAT de los sintomas positivos.

Sintomas Positivos

Fam S-E(S) Var(S) Z p

Alucinaciones uVNTR 1 22 16.19 59.0 2.1 0.035
3 22 -16.19 59.0 -21  0.035

C1460T C 23 -8.37 53.2 -1.1 0.251

T 23 8.37 53.2 1.1 0.251

A644G A 20 -5.86 27.8 -1.1 0.266

G 20 586 27.8 1.1 0.266

Delirios uVNTR 1 26 9.05 35.9 1.5 0.131
3 26 -9.05 359 -1.5 0.131

C1460T C 28 -5.32 46.3 -0.8 0.434

T 28 532 46.3 0.8 0.434

A644G A 23 -6.85 229 -1.4  0.152

G 23 6.85 229 1.4 0.152

Conducta Bizarra UVNTR 1 24 7.30 17.2 1.8 0.078
3 24 -7.30 17.2 -1.8  0.078

C1460T C 26 -5.65 17.1 -1.4  0.172

T 26 5.65 17.1 1.4 0.172

A644G A 22 -1.95 13.8 0.52 0.600

G 22 1.95 13.8 -0.52 0.600

T. Formal Pensam. UVNTR 1 24 4.08 32.3 0.7 0.473
3 24 -4.08 32.3 -0.7 0.473

C1460T C 25 0.42 35.4 0.1 0943

T 25 -0.42 35.4 -0.1  0.943

A644G A 22 -1.80 19.7 -0.4 0.685

G 22 1.80 19.7 0.4 0.685

SAPS Total uUuVNTR 1 26 34.84 424.1 1.7 0.090
3 26 -34.84 4241 -1.7 0.090

C1460T C 28 -17.12 501.8 -0.8 0.444

T 28 17.12 501.8 0.8 0.444

A644G A 23 -1229 2456 -0.8 0.432

G 23 12.29 2456 0.8 0.432

Correccion de Bonferroni: p < 0.016
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Tabla 11. Anédlisis cuantitativo por FBAT de los sintomas negativos.

Sintomas Negativos Fam S-E(S) Vvar(S) Z p
Aplanamiento afectivo uVNTR 1 25 -3.89 235 -0.8 0.422
3 25 3.89 235 0.8 0.422
C1460T C 27 571 27.0 11 0.271
T 27 -5.71 27.0 -1.1 0.271
A644G A 22 -3.58 193 -0.8 0.415
G 22 3.58 19.3 0.8 0.415
Alogia UVNTR 1 25 -3.55 36.1 -0.6  0.553
3 25 356 36.1 0.6 0.553
C1460T C 27 3.21 34.0 0.5 0.582
T 27 -3.21 340 -0.5 0.582
A644G A 22 -0.90 305 -0.2 0.870
G 22 0.90 305 0.2 0.870
Avolicién UVNTR 1 25 -4.43 21.6 -0.9 0.341
3 25 4.43 21.6 0.9 0.341
C1460T C 27 6.82 28.5 1.3 0.201
T 27 -6.82 28.5 -1.3 0.201
A644G A 22 -4.23 22.2 -0.9 0.370
G 22 4.23 22.2 0.9 0.370
Anhedonia UVNTR 1 25 -3.74 28.1 -0.7 0.480
3 25 3.74 28.1 0.7 0.480
C1460T C 27 1.19 30.2 0.2 0.828
T 27 -1.19 30.2 -0.2 0.828
A644G A 22 -3.27 19.4 -0.7 0.458
G 22 3.27 194 0.7 0.458
Alteraciones en atencion uVNTR 1 25 -2.97 65.3 -04 0.712
3 25 2.97 65.3 0.4 0.712
C1460T C 27 3.13 48.4 0.4 0.652
T 27 -3.13 48.4 -0.4 0.652
A644G A 22 -7.53 89.0 -0.8 0.424
G 22 7.53 89.0 0.8 0.424
SANS total UVNTR 1 25 -13.97 497.3 -0.6 0.530
3 25 13.97 497.3 0.6 0.530
C1460T C 27 15.53 622.1 0.6 0.533
T 27 -15.53 622.1 -0.6 0.533
A644G A 22 -13.54 4515 -0.6 0.524
G 22 13.54 4515 0.6 0.524

Correccién de Bonferroni: p < 0.016
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8.3.5 Andlisis de la transmision de haplotipos asociados a las caracteristicas

clinicas.

Se ha sugerido que el andlisis de haplotipos puede ayudar a la identificacién de
los loci involucrados en el desarrollo de una enfermedad (Shaid, 2004), de tal
manera, se asume gue las mutaciones surgen en el cromosoma fundador, por lo
que un haplotipo podria estar fuertemente asociado con la enfermedad y ser
transmitido de una generacion a otra. Este tipo de estrategia resulta ser mas
informativo que el uso de un simple marcador y mas audn si el haplotipo se
encuentra formado por regiones candidatas para el desarrollo del trastorno.

En la tabla 12 se muestran el analisis de desequilibrio de enlace entre los
polimorfsmos estudiados en donde se observa un moderado desequilibrio de
enlace entre los marcadores C1460T y uVNTR, mientras que entre los otros

marcadores no se observa desequilibrio de enlace (Tabla 12).

Tabla 12. Analisis del LD (D’) de los polimorfismos
UVNTR, C1460T y A644G en las familias estudiadas.

Marcadores LD (D)
C1460T/uVNTR -0.162 (0.72)
A644G/uVNTR 0.031 (0.23)
AB644G/C1460T -0.011 (0.08)

MAO-A: UVNTR, C1460T

MAO-B: SNP13

LD (linkage disequilibrium) calculado con el comando
“hapfreq” del programa FBAT.



87

El andlisis de la transmision de haplotipos por FBAT no mostré asociacion
estadisticamente significativa con los sintomas positivos y negativos. El programa
FBAT solo analiza los haplotipos mas frecuentes en la muestra analizada y son los

gue se presentan en la Tabla 13.

Tabla 13. Andlisis cuantitativo por FBAT entre haplotipos uVNTR/C1460T del gen MAOA y la
gravedad de los sintomas positivo y negativos.

Sintomas psicéticos Haplotipo Fam S-E(S) Var(S) Z p?
Alucinaciones 3C 20 -6.67 25.73 -1.31 0.189
1T 14 467 19.23 1.06 0.287
Delirios 3C 17 -426 2044 -0.94 0.346
1T 13 376 1769 0.89 0.371
Conducta bizarra 3C 10 0.54 6.73 0.21 0.836
Trastorno formal del pensamiento 3C 18 -7.15 1193 -2.07 0.038
1T 13 4.15 8.43 1.43 0.153
SAPS total 3C 19 -19.83 260.97 -1.23 0.219
1T 14 1433 206.22 0.99 0.318
Aplanamiento afectivo 3C 19 6.92 15.01 1.78 0.074
1T 13  -6.92 8.45 -2.38 0.017
Alogia 3C 19 4.81 1853 1.12 0.263
iT 13 -481 12.03 -1.39 0.165
Avolicién 3C 19 7.27 21.85 155 0.120
1T 13 -4.67 15.35 -1.19 0.233
Anhedonia 3C 20 5.23 17.58 1.25 0.212
1T 14 -5.43 12.08 -156 0.118
Alteraciones atencién 3C 20 0.93 19.44 0.21 0.833
1T 14  -2.03 11.72  -0.59 0.553
SANS total 3C 20 24.26 340.67 1.31 0.188
1T 14 -2296 230.01 -1.51 0.130

Correccion por Bonferroni a p< 0.016
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8.4 Estudio de casos y controles.

8.4.1 Andlisis cuantitativo entre los polimorfismos de MAOA y MAOB vy los

sintomas psicoticos en pacientes con esquizofrenia.

Se llevé a cabo un analisis cuantitativo entre la presencia de cada polimorfismo y
las calificaciones de los diferentes sintomas positivos (alucinaciones, delirios,
conducta bizarra y trastorno formal del pensamiento) y negativos (aplanamiento
afectivo, alogia, avolicion, anhedonia y alteraciones en la atencion). Los resultados
del andlisis de MANOVA de los polimorfismos de MAOA y MAOB no mostraron
diferencias estadisticamente significativas con los sintomas positivos. Sin
embargo, el analisis de los sintomas negativos mostré que las mujeres con el
genotipo 33 del polimorfismo uVNTR de MAOA presentaban una mayor gravedad
del sintomas negativo denominado aplanamiento afectivo, comparado con las
pacientes portadoras de los genotipos 11 y 13 (F=4.24, p=0.016) (Tabla 14). Del
mismo modo, la mujeres con genotipo GG del polimorfismo A644G de MAOB
presentaron también una mayor gravedad del sintoma negativo de aplanamiento
afectivo comparado con las pacientes con genotipo AA y AG (F=4.85, p=0.009)

(Tabla 14).
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Tabla 14. Efecto de los genes MAO en los sintomas negativos en las
mujeres con esquizofrenia.

Sintomas negativos Genotlpos F p
MAOA/uUVNTR 11 13 33

Aplanamiento afectivo 1.75+1.1* 1.96+1.2 247411 4.24 0.016
Alogia 1.39+1.5 1.58+1.2 2.06+1.2 3.08 0.049
Avolicién 2.04+1.3 2.16+1.2 2.35+1.3 0.64 0.528
Anhedonia 2.07£#1.3 2.07+1.2 2.63+1.3 3.08 0.049
Alteraciones en la atencién 1.54+1.3 1.56+1.2 1.96+x1.3 1.60 0.206
SANS total 8.79£5.4 9.33+5.2 11.47+5.1 3.26 0.042
MAOB/A644G AA AG GG

Aplanamiento afectivo 2.13+1.1 1.85+#1.1 287+1.4 4.85 0.009
Alogia 1.75¢1.3 1.55+1.2 2.19¥1.2 155 0.217
Avolition 2.25+1.2 1.96+1.2 2.81+1.4 298 0.054
Anhedonia 2.27+1.3 2.11+1.3 2.88+1.3 220 0.115
Alteraciones en la atencién 1.60+1.3 1.75¥1.4 2.00+1.1 0.68 0.506
SANS total 10.0£5.2 9.23+5.2 12.75¢5.5 2.79 0.065

*Datos presentados como Promedio + DS.
Correccién de Bonferroni: p<0.016

Finalmente, se realiz6 un analisis para evaluar la posible existencia de un efecto
de dosis del alelo 3 y alelo G sobre la gravedad del aplanamiento afectivo. Los
genotipos del polimorfismo uVNTR se convirtieron en una variable cuantitativa que
expresara el nimero de alelos 3, de tal manera que se calificé con 0=no presencia
de alelo 3, 1=presencia de un alelo 3 y 2=presencia de dos alelos 3. Para el
polimorfismo A644G, se llevd a cabo el mismo procedimiento, 0= no alelo G, 1= un

alelo G y 2= dos alelos G. El andlisis por regresibn mostré solo asociacion
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estadisticamente significativa para el polimorfismo uVNTR (F=8.005, R*=0.056,

p=0.005).

8.4.2 Andlisis por haplotipos en las muestras de casos y controles.

En la muestra de casos y controles se realizd el analisis del desequilibrio de
enlace entre los marcadores utilizando el programa THESIAS (Testing Haplotype

Effects in Association Studies (Tregouet, 2004).

La variante uVNTR del gen MAOA se encontr6 en moderado desequilibrio de
enlace con C1460T del gen MAOB (D’=0.61), mientras que A644G y C1460T y
A644G y uVNTR no estuvieron en desequilibrio de enlace, D'=0.26 y D'=0.14,

respectivamente.

Al estimar el efecto por haplotipo de las diferentes combinaciones mediante el uso
del programa THESIAS, el analisis mostro 4 diferentes combinaciones, las cuales
se presentaron con una frecuencia mayor al 5% en la poblacién mexicana (Tabla

15).

El analisis entre casos y controles mostré una mayor frecuencia del haplotipo 3C,
tanto en pacientes con esquizofrenia como en los sujetos control, sin diferencias

estadisticamente significativas entre los dos grupos (Tabla 15).



Tabla 15. Frecuencias de haplotipos del gen de la MAOA en pacientes con
esquizofreniay controles sanos utilizando el programa THESIAS.

Haplotipos Frecuencias OR Valor
uVNTR C1460T Controles Casos (95% IC) p

3 C 0.520 0.487 Referencia®

3 T 0.091 0.120 1.45 (0.05-3.89) 0.458

1 C 0.126 0.062 0.46 (0.15-1.42)  0.179

1 T 0.262 0.329 1.46 (0.73-2.89) 0.282

Los resultados estan expresados como la relacion en OR con referencia al haplotipo mas
frecuente con un 95% del intervalo de confianza (IC). ® Haplotipo mas frecuente.

91
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9. DISCUSION

En el estudio de la genética de la esquizofrenia se han reportado diversos
estudios que apoyan la presencia de un gen localizado en el cromosoma X
asociado al desarrollo de este trastorno (DeLisi et al., 1998).

Los hallazgos que reportan niveles bajos de la actividad de MAO plaquetaria en
pacientes con esquizofrenia (DelLisi et al., 1982; Wyatt, 1973) y los estudios que
muestran presencia de ligamiento genético en la region Xpll (Dann et al., 1997;
DelLisi et al., 1994), sitio en el cual se encuentran localizados los genes MAOA y
MAOB, son evidencia suficiente que apoyan su estudio en la genética de la
esquizofrenia.

En la literatura existen diversos estudios que reportan asociacion entre los genes
MAO vy esquizofrenia; sin embargo, pocos han analizado familias tipo trios y
ninguno hasta la fecha ha analizado familias con mdultiples afectados, de tal
manera el presente estudio es el primero que utliza los dos métodos de

asociacion, en familias con multiples afectados y en casos-controles.

El estudio de asociacion en presencia de ligamiento en las familias no
mostro la transmision de un alelo particular para ninguna de los polimorfismos
analizados, lo cual podria ser debido a la gran heterogeneidad clinica de la
muestra. Por lo anterior, se propuso analizar las siguientes caracteristicas clinicas:
género, edad de inicio del trastorno, subtipos de esquizofrenia, los sintomas
positivos (alucinaciones, delirios, conducta bizarra y trastorno formal del

pensamiento) y los sintomas negativos (aplanamiento afectivo, alogia, anhedonia,
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avolicion y alteraciones en la atencion), no encontrando asociacion con ninguno de
los polimorfismos analizados. El uso de metodologias como el FBAT tiene la
limitante de que si no se tiene una muestra suficientemente grande, se pierda

poder estadistico debido a que solo son considerados los padres informativos.

El estudio de casos y controles de polimorfismos del gen MAOA en
poblacibn mexicana no mostré asociacion con esquizofrenia, de acuerdo a lo
reportado por otros grupos de investigacion (Alvarez et al., 2010; Fan et al., 2004;
Norton et al., 2002; Sygailo et al., 2001). Coron et al. (1996) reporté asociacion
entre pacientes con esquizofrenia paranoide y el alelo C1460, dato que no pudo
ser replicado en nuestra muestra, en la que la mayoria de nuestros pacientes
presentaban este subtipo de esquizofrenia. De tal manera, es posible que el
resultado reportado por Coroén et al. (1996) sea un falso positivo, producto de su
tamafio de muestra. Del mismo modo, Sun et al. (2012) analiz6 41 SNPs,
reportando soélo asociacién con haplotipos conformados por los polimorfismos
UVNTR, G941T y C1460T, en mujeres con esquizofrenia paranoide. Este es el
primer estudio que analiza otros SNPs, ademas de los que comUnmente son

estudiados.

Con respecto al andlisis del gen MAOB, en nuestra muestra no se encontré
asociacion con esquizofrenia, en concordancia a lo reportado previamente por
algunos grupos (Alvarez et al.,, 2009; Coron et al., 1996; Zammit et al., 2004,
Bergen et al., 2009). Del mismo modo, no encontramos diferencias al analizar el

género. Sin embargo, otros estudios reportaron diferencias asociadas a la
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portacién del alelo G644 en mujeres (Gasso et al., 2008; Wei et al., 2011) y un

reporte en hombres con esquizofrenia (Wei y Hemmings, 1998).

En poblacion mexicana se observo desequilibrio de enlace moderado entre
las dos regiones del gen MAOA,; sin embargo, ninguna de los dos polimorfismos
mostro enlace genético con el A644G de MAOB.

El andlisis de la transmision de haplotipos que resulta de la combinacion de los
polimorfismos UuVNTR y C1460T del gen MAOA no mostré diferencias
estadisticamente significativas para las familias con esquizofrenia. De manera
interesante, se ha reportado que los haplotipos formados por uVNTR y A644G,
localizados, el primero en la regién promotora del gen de la MAOA y el segundo
en el intron 13 del gen MAOB, se relacion6é con diferencias en la actividad
enzimatica de la MAOA en cerebro humano. Sin embargo, la falta de desequilibrio
de enlace entre estos dos polimorfismos en poblacion mexicana no permitio el
analisis de este interesante hallazgo. Por lo anterior, nuestros datos estan en la
misma linea que apoya el hecho de que MAOA y MAOB estan sujetas a una

reciente seleccion positiva (Carrera et al., 2009).

La esquizofrenia es un fenotipo heterogéneo, por lo que se ha sugerido que
el analisis de fenotipos alternativos, como los sintomas positivos (alucinaciones,
delirios, conducta bizarra y trastorno formal del pensamiento) y negativos
(aplanamiento afectivo, alogia, anhedonia, avolicion y alteraciones en la atencién)
podria ayudar a tener grupos mas homogéneos (DeRosse et al.,, 2008). Se ha

sugerido que genes que participan en la etiologia de la esquizofrenia podrian
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tambien participar en la forma en que se manifiesta el trastorno, como “genes
modificadores” (Fanous y Kendler, 2005). Del mismo modo, también se ha
sugerido que existan genes que no participan directamente en su desarrollo, pero
podrian tener un efecto sobre la expresion de los sintomas, una vez que la
enfermedad ya se encuentra establecida (Fanous y Kendler, 2005). Por lo que el
uso de rasgos cuantitativos pudiera incrementar el poder estadistico para detactar
asociaciéon con genes candidatos que permitan ayudar a clasificar desde un punto
molecular, los diferentes subtipos de la esquizofrenia. Por lo anterior, se llevo a
cabo el analisis cuantitativo de los sintomas positivos y negativos en la muestra
total de pacientes con esquizofrenia. El analisis de los diferentes sintomas
positivos no mostrd asociacion con los genes MAOA y MAOB, apoyando a los
estudios genéticos que no encuentran asociacion, como en el caso del gen DISC y
la gravedad de los delirios en pacientes con esquizofrenia (DeRosse et al., 2007;
Hennah et al., 2003). Sin embargo, el analisis de variantes en los genes DRD4 y
SLC6A4 mostré asociacion con los sintomas positivos (Malhotra et al., 1998;
Serretti et al., 2001).

En estudios en familias se ha reportado que los pacientes con esquizofrenia que
presentan un predominio de sintomas negativos tienen una mayor carga genética
(Arajarvi et al., 2006; Cardno et al, 2002; Wickham et al., 2001).
Interesantemente, el analisis en nuestra muestra de los sintomas negativos mostro
asociacion con los genes MAOA y MAOB. Con respecto al analisis del gen MAOB,
se han reportado diversos estudios que sugieren su participaciéon en el desarrollo

de la esquizofrenia (Dann et al., 1997; Wei et al., 1999; Carrera et al., 2009).
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El analisis en nuestra muestra, mostré que la portacién del numero de copias del
alelo 3 de MAOA y el alelo G de MAOB se relacionaba con la gravedad del
aplanamiento afectivo, por lo que un efecto de dosis podria estar relacionado con
variantes de los genes MAO en las mujeres con esquizofrenia. Sin embargo, el
efecto de dosis solo se comprobo relacionado con el alelo 3 de MAOA, por lo que
es posible que los hombres, en su calidad de hemicigotos, pudiera actuar como un
factor de proteccion para una menor gravedad del aplanamiento afectivo, por lo
gue sera necesario que este dato sea replicado por otros grupos para poder tener
una conclusiéon definitiva. Recientemente, fue identificado un nuevo polimorfismo
de tipo VNTR (denominado VNTR P2), localizado muy cerca del tan estudiado
UVNTR descrito por Sabol et al., (1998), el cual mostr6 niveles de metilaciéon
diferenciales en DNA de linfoblastos derivado de mujeres (Phillibert et al., 2011).
La region VNTR P2 presenta residuos de CpG en las secuencias Ay B, y tomando
en cuenta que la metilacion del DNA en las islas CpG se relacionan con una
reduccion de la transcripcion, resulta importante saber la forma en que se lleva a
cabo la interaccion entre los factores de transcripcion que se unen en estas
secuencias y como la metilacion afecta la transcripcion del RNAm de MAOA. Del
mismo modo, resulta importante que se realicen estudios de metilacién en
regiones del cerebro que expresan MAOA, ya que como se sabe, el grado de
metilacion varia dependiendo del tejido (Phillibert et al., 2011). Lo anterior resulta
importante en el estudio de los trastornos mentales, por lo que en un futuro sera

importante analizar este polimorfismo en relacion a la esquizofrenia.
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Ademas, nuestros hallazgos apoyan los reportes por otros grupos de investigacion
que postulan la dosis de las variantes de los genes de enzimas que participan en
el metabolismo de los neurotransmisores se encuentran relacionados con los
sintomas negativos en pacientes con esquizofrenia (Fanous et al., 2004). Bergen
et al (2009) analizando una region de microsatelites en el gen MAOB no encontro
asociacion con los sintomas negativos. Por el contrario, el analisis de otros genes
como el DRD2, DRD4, BDNF, MTHFR y COMT, mostré asociacion con los
sintomas negativos (Serreti et al., 2000; Fanous et al., 2004; Pelayo-Teran et al.,
2011; Roffman et al., 2008). En resumen, nuestro estudio apoya la hipétesis sobre
la existencia de genes relacionados con la presentacion sintomatologica del
trastorno, una vez que la enfermedad ya se encuentra establecida (Fanous y
Kendler, 2005).

Algunos estudios han sugerido un metabolismo diferencial de dopamina por las
enzimas MAOA y MAOB en diversas regiones cerebrales. En particular, se ha
reportado un incremento de la tasa metabdlica de MAOA/MAOB asociado con
anormalidades estructurales en regiones del cerebro relacionadas con los
sintomas negativos en pacientes con esquizofrenia. Estudios clinicos han
reportado una actividad enzimatica alta en plaquetas que se asocia con los
sintomas negativos en pacientes hombres con esquizofrenia.

El polimorfismo A644G ha mostrado asociacion con niveles diferenciales de
actividad enzimatica (Costa-Mallen et al., 2005; Garpenstrand et al., 2000). El
analisis por género en nuestra muestra, mostré que las mujeres portadoras del
genotipo GG del polimorfismo A644G de MAOB, presentaba una mayor gravedad

del aplanamiento afectivo. En pacientes con Parkinson también se han reportado
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diferencias asociadas al género y al alelo G (Kelada et al., 2002). De tal manera,
que es posible que las variantes del gen MAOB pudieran estar relacionadas a una
mayor gravedad de los sintomas negativos en un subtipo de esquizofrenia

relacionada con el género.

Por los hallazgos encontrados podriamos sugerir que los genes de MAO
estan involucrados en vias de neurotransmisores que se asocian a la gravedad de
la sintomatologia. Resulta interesante mencionar que el aplanamiento afectivo es
independiente del tratamiento farmacolégico y persiste por muchos afios
(Herbener y Harrow, 2001; Kelley et al., 1999), por lo que resulta un fenotipo
alternativo muy constante que bien puede ser clasificado como subtipo de la
esquizofrenia para la blusqueda de genes candidatos. Aunque solo se analizé dos
polimorfismos de MAOA y otro en la MAOB, sera interesante en un futuro
identificar otros SNPs en los dos genes para poder tener una conclusion definitiva
sobre el posible papel de la MAO, como genes modificadores de la sintomatologia
psicOtica en pacientes mujeres con esquizofrenia. Ademas, resulta importante
analizar el papel del factor de transcripcién SRY sobre la regulacion transcripcional
de MAOA, lo que podria sugerir un nuevo mecanismo molecular en el dimorfismo
sexual observado en la iniciacién/progresion de diversos trastornos psiquiatricos

asociados con una disfuncion de MAO.
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Conclusiones:

1)

2)

3)

4)

5)

Los genes de MAOA y MAOB no se encuentran relacionados en la etiologia
de la esquizofrenia.

Los genes MAOA y MAOB participan como genes moduladores de los
sintomas negativos.

La gravedad del aplanamiento afectivo se encuentra asociado con
polimorfismos de MAOA y MAOB en mujeres con esquizofrenia.

Se observa un efecto de dosis relacionado entre la portacién del nimero de
alelos 3 del polimorfismo uVNTR de MAOA y una mayor gravedad del
aplanamiento afectivo.

No se encontré asociacion entre haplotipos de MAOA y la esquizofrenia.

La conclusion final es que nuestros hallazgos apoyan la hipétesis de que los

sintomas negativos tienen una mayor carga genética, de tal manera que los

datos obtenidos en el presente estudio parecen indicar que variantes genéticas

de los genes MAOA y MAOB se encuentra asociado con una mayor gravedad

del sintoma negativo de aplanamiento afectivo en pacientes mexicanos con

esquizofrenia. De tal manera, los hallazgos en el presente trabajo indican que

los genes de MAO se encuentran relacionados con la presentacion

sintomatoldgica de la esquizofrenia, como “genes moduladores” de la gravedad

de los sintomas negativos en pacientes mujeres mexicanas con esquizofrenia.
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