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1 ANTECEDENTES GENERALES DEL TEMA

1.1 ESQUIZOFRENIA

La esquizofrenia es una enfermedad mental que se caracteriza principalmente por
sintomas psicéticos, sintomas negativos y dafio cognitivo. Los sintomas psicéticos
se relacionan con la pérdida de contacto con la realidad, lo cual se manifiesta con
creencias falsas (delirios) y experiencias perceptuales no experimentadas por
otros (alucinaciones). Los delirios mas comunes que presentan los pacientes son:
de persecucion, control y de grandiosidad. Las alucinaciones también se
presentan de diferentes tipos: visuales, auditivas, olfativas, gustativas y tactiles,
siendo las mas comunes las auditivas. Por otro lado, los sintomas negativos
corresponden a un estado de déficit; el término es utilizado para describir una
reduccion en conducta del paciente relacionada a un comportamiento
hipotéticamente “normal”. Cuando se presentan los sintomas negativos las
emociones basicas y los procesos conductuales estan disminuidos o ausentes lo
cual se manifiesta como empobrecimiento o disminucion del pensamiento, de la
afectividad, conducta y del lenguaje [1].

La esquizofrenia generalmente comienza en la adolescencia, alrededor de los 15 a
20 anos de edad, aunque también puede aparecer en edades tardias y existen
estudios que reportan que en mujeres el desarrollo de la esquizofrenia se presenta

en edades mas tardias que en hombres [2].
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Los pacientes con esquizofrenia presentan inestabilidad en el trabajo, dificultad
para establecer relaciones interpersonales y alta tendencia al suicidio [3]. En la
mayoria de los casos, los pacientes requieren de largos periodos de tratamientos
que implican altos costos sociales y econdmicos, sin embargo, el riesgo de sufrir
episodios psicéticos o sintomas conductuales negativos persiste a lo largo de toda
la vida del individuo afectado [4].

El estrés, la diferencia en la personalidad, la forma de enfrentar el padecimiento y
la expresividad emocional en el entorno del paciente, inciden de manera
importante en la sintomatologia, la evolucién de la enfermedad y en la interaccion

con otras personas [5].

1.1.1 Clasificacion de la Esquizofrenia

Desde las primeras observaciones a la esquizofrenia se le denominé “demencia
precoz”, por los sintomas que presentaban los pacientes, posteriormente se le
denomind “hebefrenia” por considerarla un estado demencial de los jovenes y mas
tarde debido a los trastornos psicomotores de la enfermedad se incluyé el término
catatonia. Posteriormente Kraepelin en su tratado de las enfermedades mentales
(1890) bajo el nombre de demencia precoz distinguia tres formas clinicas, la
hebefrénica, la catatdonica y la paranoide que compartian como caracteristica
comun la pérdida de conexiones de la vida psiquica. Fue hasta 1911 que Eugene
Bleuler propuso el término esquizofrenia al grupo de demencias precoces, porque
observo que los pacientes no estaban dementes sino que presentaban un proceso
de alteracion de su capacidad “asociativa” que alteraban el pensamiento y

originaban trastornos de la expresion simbdlica de los procesos inconscientes.
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Ademas, distinguié cuatro formas clinicas, paranoide, hebefrénica, catatonica y
simple e identificd sintomas para cada una de ellas. La cuarta edicién del Manual
de diagnéstico y Estadistica de los Trastornos Mentales (DSM-IV) [6] es una
modificacion de las formas clinicas propuestas por Bleuler. Es un esquema
jerarquico que divide la esquizofrenia en cinco subtipos: paranoide,

desorganizada, catatonica, indiferenciada y residual. Tabla 1.

Tabla. 1. Dimensiones clinicas de la esquizofrenia. (E.=esquizofrenia).

KRAEPELIN BLEULER DSM-IV
(1898) (1911) (1994)
E. Paranoide E. Paranoide E. Paranoide
E. Hebefrénica E. Hebefrénica E. Desorganizada
E. Catatonica E. Catatonica E. Catatonica
E. Simple E. Indiferenciada
E. Residual

La esquizofrenia paranoide se caracteriza principalmente por delirios y
alucinaciones, con una relativa conservacion de las funciones cognitivas vy
afectivas [7]. La esquizofrenia desorganizada se caracteriza por aumento o
pérdida en funciones como el habla, la conducta y notable disminucién del afecto.
En la esquizofrenia de tipo catatonico se presentan al menos dos de los siguientes
criterios: inmovilidad motora evidenciada por catalepsia o estupor, excesiva
actividad motora, aparentemente sin objetivo o propdsito alguno y no influenciada
por un estimulo externo. Otras caracteristicas que pueden presentar son extremo
negativismo o mutismo, movimientos voluntarios muy particulares o gestos
prominentes [7]. En la esquizofrenia indiferenciada, como su nombre lo indica el

paciente presenta signos caracteristicos de diferentes tipos de esquizofrenia como
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paranoide, desorganizada y catatonica aunque estos no son prominentes para
clasificarse en un tipo especifico de esquizofrenia. Por ultimo, la esquizofrenia tipo
residual se presenta cuando el paciente no tiene delirios marcados, alucinaciones,
desorden en el habla, aumento o presencia de conducta catatdnica pero existe

una continua evidencia de alteracion en la conducta del individuo [7].

1.1.2 Sintomas de la Esquizofrenia

En la esquizofrenia estan presentes multiples sintomas que afectan todos los
dominios de las funciones cognitivas y mentales, por ejemplo, el habla, las
emociones, el razonamiento, la actividad motora y la percepcion. Estos sintomas
varian entre pacientes, creando el llamado espectro de sintomas de la
esquizofrenia.

Los sintomas pueden incluir delirios, alucinaciones, habla desorganizada,
comportamiento desorganizado (conducta bizarra), trastorno formal del
pensamiento, dafio en su conducta objetivo-especifica (abolicién), aplanamiento
afectivo, incapacidad para encontrar el placer en actividades (anhedonia), pobreza
en su habla y pensamiento (alogia) y pérdida de la atencion. Estos sintomas son
divididos en positivos y negativos. Los sintomas positivos reflejan un exceso o
distorsion en el comportamiento, mientras que, los negativos reflejan una

disminucion o pérdida de funcionamiento “normal” [8, 9].
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1.1.3 Epidemiologia

La prevalencia de un desorden es definida como el niumero de casos presente en
una poblacion en un periodo de tiempo por 1000 individuos en riesgo. La tasa de
incidencia es definida como el numero anual de nuevos casos en una poblacién
dada por mil individuos en riesgo. La incidencia de la esquizofrenia en la poblacion
es de 0.17-0.57 por 1000 y la prevalencia es de 2.4-6.7 por 1000, su alta
prevalencia refleja el curso cronico de la enfermedad [9]. La morbilidad en la
poblacion en general es de 1%.

Existen articulos que reportan variaciones en la prevalencia y la incidencia de la
esquizofrenia en diferentes paises [9], sin embargo, la Organizacién Mundial de la
Salud reporta que la incidencia de la esquizofrenia es similar en diferentes paises
y que la sintomatologia es muy parecida en las diferentes culturas, incluyendo

paises desarrollados y en vias de desarrollo [10, 11].

1.1.4 Hipdtesis etioldgicas

Se ha propuesto que factores genéticos y medioambientales participan en la

etiologia de la esquizofrenia. (Figura 1).
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Figura 1. Factores de riesgo. Esquema que muestra las interacciones de los factores de
riesgo para esquizofrenia

1.1.5 Factores Medioambientales

Los factores medioambientales en la esquizofrenia incluyen factores biolégicos y
psicosociales. Mediante estudios epidemioldgicos se han identificados factores de
riesgo asociados con esquizofrenia. Uno de los principales son los eventos
prenatales, las investigaciones sugieren mayor frecuencia de esquizofrenia en los
casos donde la madre estuvo expuesta a influenza, malnutricién, rubéola,

diabetes, tabaco y drogas, por lo que se sugiere que, estos factores maternales
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influenciados por los genes aumentan el riesgo de las complicaciones obstétricas
y lesiones cerebrales [12, 13]. Otros factores de riesgo reportados son el
nacimiento en invierno, complicaciones obstétricas como la hipoxia, bajo peso al
nacer y gestacion menor a 37 semanas [12, 13], con base en lo anterior, se ha
propuesto que las complicaciones perinatales severas pueden tener
consecuencias en el neurodesarrollo y pueden predisponer hacia el desarrollo de
la esquizofrenia, incluso si el riesgo genético es bajo [14]. Otros factores de riesgo
estudiados son: demograficos, nivel socioeconomico, nacimiento en invierno y el

estado civil [15].

1.1.6 Teoria del Neurodesarrollo

Algunas investigaciones aportan evidencia de que las alteraciones estructurales
en el sistema nerviosos central son el resultado de anormalidades en el desarrollo
temprano del cerebro [16]. Es importante recordar que el neurodesarrollo no
termina con el nacimiento, sino que continua a lo largo de la vida, aunque su
extension y caracteristicas probablemente varian de etapa en etapa. Los
principales estadios de la formacion del sistema nervioso central son: la formacion
del tubo neural, comienza con la invaginacién del ectodermo que posteriormente
progresa a su disposicién en forma de tubo y a la formacion de bulbos (vesiculas
cerebrales primarias), que dan origen al cerebro, cerebelo y tallo cerebral. La
proliferacion, en la cual las células cerebrales neocorticales maduras se originan a

partir de las zonas ventriculares y subventriculares. El fendmeno de migracion, en
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el cual las células al terminar su division a nivel periventricular se disponen de
manera radial y se desplazan, guiadas por una fibra glial hacia su destino final.
Durante este proceso existe una interaccion celular intensa, entre diferentes
generaciones de neuronas. En este proceso se comienzan a formar los circuitos
que permiten el procesamiento en paralelo de la informacién, desde y hacia
diferentes zonas del cerebro. El proceso de diferenciacion se prolonga hasta la
segunda década de la vida extrauterina y comprende la diferenciacion neuronal
anatémica y la funcional. Durante este proceso suceden multiples cambios
moleculares intracelulares y de interconexion neuronal, que son vitales para el
desarrollo de axones, dendritas, moléculas de membrana y receptores y los
sistemas de neurotransmision al que perteneceran. Sinapsis, apoptosis y poda
dendritica. Durante el ultimo trimestre de la gestacion se aumenta la interaccion
sinaptica, fendmeno que en el ser humano se mantiene, e inclusive, aumenta
durante la vida postnatal, bajo el influjo de diferentes sistemas de
neurotransmision. Posteriormente la actividad sinaptogénica comienza un lento
proceso regresivo de apoptosis (muerte celular) y poda dendritica. La maduracion
del sistema nervioso central, incluye esta remodelacién y afinamiento de las
conexiones, organizacion y funcionalidad del sistema. [17]. En la literatura existe
evidencia de que cambios contindan ocurriendo en el cerebro humano durante los
primeros meses de vida y durante la adolescencia lo que justifica la plasticidad
cerebral [18], durante esta etapa se presenta el proceso llamado de arborizacion o
sinaptogénesis que va a crear un alto numero de conexiones esto permite que
aumente drasticamente el nimero de conexiones sinapticas, de manera tal que,

su numero excede al del cerebro adulto [19, 20]. Durante la adolescencia se
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eliminan aquellas conexiones que no son utilizadas, quedando reducido el numero
de sinapsis a los niveles propios de la edad adulta. La llamada poda neuronal se
complementa con la mielinizacién o fortalecimiento de las sinapsis, lo anterior esta
en relacién a factores bioldgicos y sociales que pueden alterar la respuesta del
adolescente y en especial pueden afectar la cognicion [20].

Por otro lado, se sugiere que, alteraciones en el neurodesarrollo podrian explicar
la aparicibn de los sintomas de la esquizofrenia principalmente durante la
adolescencia. Por lo que se ha sugerido que el trastorno del neurodesarrollo
impide la migracion y diferenciacion neuronal, lo que hace vulnerable al individuo a
los factores de estrés ambientales y limita el proceso de sinaptopoyésis (formacion
de sinapsis), especialmente a nivel del I6bulo frontal, durante la infancia [21].
Como se mencioné anteriormente, en la adolescencia se produce la apoptosis
neuronal y se aumenta se intensifican los factores de estrés ambientales y
sociales, lo cual supone un estrés intenso para el adolescente por lo que en el
individuo que presenta alteraciones en el neurodesarrollo harian eclosion los
sintomas de la esquizofrenia [21-24]. Sin embargo, se ha propuesto que este
proceso tiene un control genético, por lo que es importante poder estudiar los
genes que participan en el neurodesarrollo normal del cerebro y por lo tanto si
tienen mutaciones dan como resultado la esquizofrenia, uno de los genes que se
ha observado participa en el neurodesarrollo es el gen de la apolipoproteina E
(ApoE).

En el sistema nervioso central (SNC) la ApoE es sintetizada y secretada
principalmente por astrocitos y macrofagos. Es la principal apolipoproteina en el

cerebro y liquido cefalorraquideo, en las membranas mielinicas y en la regulacion
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del crecimiento neuronal [25]. Existe evidencia de que ApoE participa en la
movilizacién y redistribucion de lipidos durante el desarrollo del sistema nervioso y
en la regeneracion de nervios periféricos [26, 27]. Estudios realizados en cultivos
de células de ganglio de retina de ratas, proponen que una sinaptogénesis masiva
requiere grandes cantidades de colesterol, el cual que es provisto por las células
glia; sin embargo, el colesterol necesario es entregado mediante las
apolipoproteinas, lo que sugiere que la capacidad de las neuronas del SNC para
formar sinapsis esta limitada por la disponibilidad de colesterol [27], por lo tanto,
se ha propuesto que las diferentes isoformas de ApoE pueden afectar los
procesos intracelulares que son responsables de la regulacion del crecimiento y
de la ramificacion neuronal [27].

En trabajos dirigidos a conocer los efectos de ApoE €3 y ApoE €4 en el desarrollo
neuronal, se propone que ApoE €3 en presencia de B-VLDL aumenta el
crecimiento neuronal mientras que ApoE €4 lo disminuye. Lo anterior postula que
las isoformas de la ApoE pueden modular modificaciones tardias en las
conexiones neuronales y de esta manera podrian participar en la patogénesis de
los desdrdenes neurodegenerativos, propiciando que ApoE €4 podria tener un
efecto nocivo posiblemente impidiendo, o no apoyando, la remodelacion en las
conexiones sinapticas [28].

Por otro lado, estudios pre-clinicos hechos en primates han demostrado que las
habilidades cognitivas estan relacionadas con la actividad dopaminérgica en la
corteza dorso lateral frontal [29], resultados similares se han observado en ratas.
En 1997 Jentsch y cols., reportaron que al administrar fenciclidina en ratas se

observé déficit cognitivo que afectd principalmente la memoria de trabajo, este
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deterioro se presenta de forma dosis-dependiente de farmaco [30]. Los cambios
observados a nivel neurobioldgico se atribuyeron al farmaco, por lo que se acepta
que la actividad dopaminérgica en la corteza frontal esta asociada con el dominio
cognitivo.

Por otro lado, reportes en humanos concuerdan con la evidencia experimental
preclinica de que la neurotransmision dopaminérgica participa de manera
importante en la cognicién, ya que al administrar farmacos agonistas de
receptores a dopamina se ha observado mejoria en los dominios cognitivos
dependientes de la corteza frontal, estas mejoras se han reportado principalmente
en la memoria de trabajo y en funciones ejecutivas [31].

Para intentar explicar como es que la actividad dopaminérgica en la corteza
prefrontal estd relacionada con la cognicion se ha propuesto el estudio de la
actividad sinaptica de la dopamina. La actividad sinaptica mas estudiada es la
relacionada con los niveles de recaptacion y los metabolitos de degradacién y las
enzimas involucradas en el proceso como es la catecol-o-metil-transferasa

(COMT).

1.1.7 Neuroanatomia

La principal y mas frecuente diferencia neuroanatomica entre pacientes y
personas no enfermas (controles) es el aumento en el tamafno en el sistema
ventricular cerebral, especialmente el tercer ventriculo y los laterales. Se conoce

que el alargamiento ventricular es acomparado por reducciones en el volumen del
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cerebro y de la materia gris cortical [16]. Regiones como el Iébulo frontal,
amigdala, hipocampo, parahipocampo, talamo, Iébulo medial temporal también se
ha observado que presentan menor volumen en los pacientes con esquizofrenia
que en el grupo control [16, 32].

Mediante la tomografia de emision de positrones (PET), técnica que mide el flujo
sanguineo cerebral in vivo, se han identificado disfunciones en el circuito normal
cerebral. Las principales anormalidades en el flujo sanguineo que se han
observado en los pacientes esquizofrénicos son en la region frontal, talamo vy
cerebelo [33, 34].

Otra técnica utilizada es la imagen mediante resonancia magnética funcional
(fRMI) que utiliza la hemoglobina desoxigenada como un marcador interno y que
mide la actividad en regiones especificas de cerebro cuando a los pacientes se le
realizan pruebas cognitivas. Son diversas las anormalidades en la actividad neural
que se han observado en los pacientes con esquizofrenia en comparacion con los
controles principalmente en las areas cerebrales temporal y frontal. En su conjunto
estas diferencias observadas ofrecen evidencias de interrupciones en los circuitos
funcionales mas que estructurales [34, 35]. Con base en lo anterior se ha
propuesto que cambios estructurales durante la adolescencia temprana y tardia
pueden ser criticos para el desarrollo de la esquizofrenia por lo que se propone la
hipétesis del neurodesarrollo como un modelo que explique la aparicion de la

esquizofrenia.
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2  ESTADO DEL ARTE

2.1 ESTUDIOS DE FAMILIAS

Se le denomina probando al primer integrante de una familia que recibe el
diagnéstico de una enfermedad. El riesgo de padecer esquizofrenia en la
poblacién general es del 1%, sin embargo, el riesgo a desarrollar esquizofrenia
entre familiares del probando con esquizofrenia crece conforme aumenta el grado
del parentesco genético. En la figura 2, se puede observar el incremento de riesgo
a padecer la enfermedad de acuerdo con el grado de parentesco, asi, el riesgo en
sobrinos es de 2%, en hermanos de 9%, en hijos del 13% y en gemelos
monocigotos de 48% [4]. Por otro lado, estudios recientes como el de Kendler y
cols., (1985) [36] utilizaron los criterios de diagndstico para esquizofrenia del DSM-
lIl'y observaron que el riesgo entre familiares de primer grado disminuia a sélo
3.7%, sin embargo, el riesgo que observaron en la poblacién general fue de 0.2%,
por lo que el riesgo entre familiares sigue siendo muy alto comparado con la
poblacion control. De manera muy interesante observaron que cuando en una
familia existian antecedentes de psicosis no afectiva el riesgo aumentaba muy
drasticamente hasta un 8.6%. La evidencia aqui presentada muestra que, existe
un mayor riesgo en las familias de pacientes con esquizofrenia y que los factores
familiares influyen en el desarrollo de la enfermedad [37], sin embargo, no aportan
evidencia de la contribuciéon del medio ambiente, es decir, no aportan evidencia si

el medio ambiente o el tipo de la alimentacién son los responsables de la
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agregacion familiar, por lo que es necesario conocer esto mediante el uso de otras

metodologias como son los estudios en gemelos y los estudios de adopcion.

)l
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Figura 2. Riesgo genético. Riesgo para esquizofrenia en poblacion general y en familiares.
(Adaptada de Gottesman 1989).

2.2 ESTUDIOS DE GEMELOS

Aunque los estudios de familias nos muestran que la esquizofrenia tiene un
elemento familiar, éste no necesariamente es genético, por lo que surge la

necesidad de realizar estudios en los que se determinen los factores genéticos
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que contribuyen al desarrollo de la esquizofrenia. Una metodologia ampliamente
utilizada son los estudios de concordancia de la enfermedad en gemelos. La
principal estrategia utilizada es comparar la concordancia de la enfermedad entre
los gemelos monocigotos y entre los gemelos dicigotos, cuando ambos gemelos
presentan la esquizofrenia son llamados concordantes, por el contrario, si solo un
gemelo presenta la enfermedad es llamado discordante Los gemelos monocigotos
son genéticamente idénticos, mientras que los gemelos dicigotos s6lo comparten
el 50% de la informacion genética, por lo que, en gemelos que comparten su
medio ambiente una mayor concordancia en los gemelos monocigotos que en los
dicigotos sugiere la influencia genética. Usando esta metodologia existen reportes
clasicos de estudios en gemelos que presentan una tasa de concordancia mayor
en gemelos monocigotos que en gemelos dicigotos [36]. Kendler y cols. (1993),
reportan una concordancia del 53% en gemelos homocigotos y 15% en gemelos
heterocigotos. Otros reportes presentan una tasa de concordancia de 48% en
gemelos homocigotos comparada con 9.5% en gemelos heterocigotos. (Figura 3).
Estudios recientes utilizando criterios de inclusion para esquizofrenia basados en
el DSM-IIIR como el de Cardno y Gottesman (2000) en el que combinaron sus
datos con otros reportes de gemelos con esquizofrenia, observaron en gemelos
monocigotos el 50% de concordancia y en gemelos dicigotos el 4.1%. Cuando el
analisis se realiz6 utilizando los criterios de diagndstico del ICD-10 observaron el
42.4% de concordancia en gemelos monocigotos y el 3.9% en gemelos dicigotos,
por lo que la heredabilidad fue calculada en un 88% de acuerdo con los criterios

de DSM-IIR y del 83% bajo los criterios del ICD-10 [38].
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La discordancia para la esquizofrenia en gemelos monocigotos ha sido
interpretada como evidencia del papel que juega el ambiente en la etiologia de la
esquizofrenia, sin embargo, cuando se compara la de concordancia y la
heredabilidad se puede observar que la carga genética esta participando.
Tomando en su conjunto estos trabajos se sugiere que los factores genéticos
contribuyen a las diferencias individuales en la esquizofrenia, y dejan ver la
complejidad de este desorden psiquiatrico, pero ademas, abre la puerta para la

investigacion hacia conocer éstos genes que participan en la esquizofrenia.
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Figura 3. Concordancia en gemelos con esquizofrenia. Concordancia entre gemelos
homocigotos y heterocigotos que muestra que los factores genéticos participan en la
etiologia de la esquizofrenia.

2.3 ESTUDIOS DE ADOPCION

Otros de los estudios que aportan evidencia de la participacion de los factores
genéticos y ambientales son los estudios de adopcién, ya que cuando hijos
adoptados por familias con por lo menos un integrante con esquizofrenia
comparten el mismo medio ambiente, entonces la enfermedad podria deberse al

medio y no a factores genéticos, sin embargo, en los estudios de adopcion se
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controlan los factores medioambientales. En estos estudios se comparan la
probabilidad de desarrollar esquizofrenia en hijos dados en adopcién a familias
donde esta presente la enfermedad, otra metodologia empleada mide la
probabilidad de desarrollar la esquizofrenia en sujetos dados en adopcion de
familias donde no esta presente la enfermedad. En todos los estudios realizados
usando estos criterios se ha observado un mayor porcentaje de la enfermedad en
los hijos de padres bioldgicos con esquizofrenia (15.8%) que en los hijos donde los
padres bioldgicos no son esquizofrénicos (1.8%) [39-41]. El estudio mas reciente
trabajo de adopcion y esquizofrenia fue publicado en 1991 por Tienari y cols., [42].
Ellos observaron una prevalencia de 9.4% en los hijos dados en adopcién cuyo
padres bioldgicos padecian esquizofrenia y un 1.2% en los hijos adoptados cuyos
padres bioldgicos no sufrian la enfermedad. Con base en lo anterior se puede
concluir que los factores genéticos y medioambientales participan en el desarrollo
de la esquizofrenia. Esto abre la posibilidad de estudiar estos factores genéticos

que predisponen o protegen al desarrollo de la esquizofrenia.

2.4 ESTUDIOS DE EPIGENETICA

La epigenética se define como la regulacién de varias funciones gendémicas que
incluyen la expresiébn genética no basada en la secuencia de ADN sino la
controlada por las modificaciones hereditarias y las modificaciones quimicas del
ADN vy/o por la estructura de la cromatina [43]. El mas comun de los marcadores
epigenéticos es la metilacion del ADN que es una modificaciéon covalente de ADN.

La metilacion de la citosina ocurre en la posicion 5° del anillo de pirimidina y es
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catalizada por ADN metil transferasa [44]. Otro de los marcadores epigenéticos es
la modificacion de la cromatina. Las histonas son proteinas nucleares que forman
el nucleosoma y se sabe que cada histona tiene un “cola” que sobresale del
nucleosoma y que puede ser modificado de diferentes maneras como son la
fosforilacion, ubiquitanacion, acetilacion y metilacién. Se conoce que las
modificaciones en las histonas alteran la estructura de la cromatina permitiendo
que la cromatina forme un poro mayor al que normalmente formaria donde puede
unirse complejos transcripcionales [45, 46]. Por lo que se propone que agentes
medioambientales alteran el estatus epigenético de genes o de genomas, que
podria estar actuando para el desarrollo de la esquizofrenia [43, 47, 48]. La
literatura presenta evidencia cuando se compara los grupos de esquizofrénicos
con controles de que, factores como la dieta, el estrés, el consumo de drogas
(canabinoides) y el consumo de hormonas pudieran influir en la alteracion
epigenética, aunque se propone que estas epimutaciones sélo se observan a lo

largo del tiempo [43, 49].
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2.5 GENETICA MOLECULAR DE LA ESQUIZOFRENIA

Los estudios de “ligamiento” y “asociacion” son estrategias que utilizan
marcadores de ADN y son utilizadas en la busqueda de genes que pudieran tener

un papel en la susceptibilidad al desarrollo de alguna enfermedad.

2.5.1 Ligamiento

Los estudios de ligamiento contribuyen en la busqueda de regiones cromosomales
donde probablemente se encuentre un marcador polimoérfico responsable de la
etiologia de la enfermedad. El ligamiento genético ocurre cuando dos marcadores
genéticos de los cuales conocemos su localizacion (loci) estan cerca uno del otro
en el mismo cromosoma, de manera que durante la recombinacién segregan
juntos 6 menos separado de lo esperado al azar (Menos de 0.5), es decir, existe
una desviacion de la ley de Mendel [37] (Figura 4). Existen dos metodologias
empleadas en los estudios de ligamiento, el ligamiento paramétrico y el ligamiento
no paramétrico.

Los estudios de ligamiento paramétrico son herramientas muy informativas que se
basan en el método llamado de la maxima probabilidad y se aplican
principalmente en familias nucleares extensas y en familias de varias
generaciones. Para este tipo de analisis, las familias que presentan varios casos
son las mas informativas y es necesario especificar en el analisis el modo de
herencia, la penetrancia, la frecuencia génica y el porcentaje de fenocopias. Se
dice que existe un ligamiento si el alelo particular del marcador genético y el gen
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de la enfermedad segregan mas frecuentemente en los miembros afectados que
en los no afectados, es decir, los genes que estan en ligamiento recombinan
durante la meiosis con un valor menor al 50% que el valor esperado, por lo que se
asume que estan segregando juntos y por lo tanto sus loci son muy cercanos entre
si. La medida del ligamiento paramétrico es el LOD (logaritmo de probabilidades) y
existe un ligamiento cuando el LOD es superior a 3, cuando es superior a 2 e
inferior a 3 se dice que esta presente un ligamiento sugestivo. A pesar de ser una
metodologia muy utilizada presenta la desventaja que en enfermedades no
mendelianas como la esquizofrenia, no es posible especificar cual es la frecuencia
del alelo de riesgo, el modo de herencia y la penetrancia, por lo que fue necesario
el desarrollo de otro método: el ligamiento no paramétrico.

La base de este tipo de analisis consiste en observar los alelos que los padres
trasmiten a los hijos enfermos y se dice que esta presente en ligamiento si los
hijos afectados presentan una mayor frecuencia del alelo denominado de riesgo.
En los estudios de ligamiento no paramétrico se encuentra, el método de “pares
de hermanos afectados”, que identifica los llamados alelos “idénticos por
descendencia” (IPD) los cuales son las variantes heredadas a los hermanos
afectados (Figura 4) y que provienen del mismo progenitor [50]. En estos estudios
se espera encontrar que la probabilidad de que los hermanos afectados
compartan la misma variante genética es mayor que la esperada por un proceso al
azar. Una de las principales bondades de esta metodologia es que evita
problemas de estratificacion poblacional y que no es necesario conocer el modo

de herencia, penetrancia o frecuencia alélica. Las desventajas de este método
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consisten en que requiere gran numero de familias con hermanos afectados y que

no se puede estimar la distancia entre el alelo de riesgo y el de la enfermedad.

Figura 4. Idénticos por descendencia. Dos individuos son llamados pares de hermanos
afectados cuando comparten alelos idénticos por descendencia (ipd) si heredan por lo
menos una copia de sus padres.

Los estudios de ligamiento a lo largo del genoma (genome-wide) en familias con
multiples afectados es un método frecuentemente usado para identificar genes
que contribuyen en la etiologia de la esquizofrenia. Utilizando esta metodologia
desde mediados de los anos 90’ a la fecha, se ha logrado la identificacion de
varias regiones cromosomales que presentan ligamiento. Las principales regiones

propuestas que podrian ser susceptibles a esquizofrenia son: 22911-12, 6p24-22,
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8p22-21 y el 6q [50-52]; mas recientemente se han reportado las regiones 1per-
p36, 18p y 5935 [563]. Ademas, existen reportes de otras areas en donde el
ligamiento con esquizofrenia no es fuerte, pero si reportan ligamiento sugestivo,
estas incluyen las regiones 13914.1-q32 [54-57]; 5q21-q33 [58, 59], 10p15p11
[59], y 1921-22 [54]. La figura 5 representa las principales regiones donde se ha

reportado ligamiento (Figura 5).
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Figura 5. Principales regiones de ligamiento reportadas a la fecha. Adaptado Liu 2003
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2.5.5 Estudios de Asociacion

Los estudios de ligamiento han sido ampliamente usados porque identifican
regiones con genes que son importantes en la etiologia de la enfermedad, sin
embargo, no identifican un gen especifico de pequefio efecto que contribuye de un
modo aditivo con otros genes o con el medio ambiente. Sin embargo, los genes de
efecto pequefio se han propuesto mediante los estudios de asociacion. Los
estudios de asociacion escogen genes con base en su localizacién y su funcion
farmacoldgica y les denomina “genes candidatos”. Una vez que los genes
candidatos se han seleccionado, la siguiente etapa es probar si este gen esta
asociado con la enfermedad mediante los llamados estudios de asociacion. Los
estudios de asociacion tienen dos principales ventajas sobre los estudios de
ligamiento en esquizofrenia: primero, es mas facil y menos costoso encontrar
pacientes con esquizofrenia y controles sanos que el obtener familias con
numerosos pacientes con esquizofrenia. Segundo, son capaces de identificar
genes de pequefio efecto. Sin embargo, comparados con los estudios de
ligamientos presenta la desventaja que éstos estudian grandes regiones
cromosomales mientras que los estudios de asociacion estudian alelos de manera

individual.
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2.5.6 Estudios de Asociacion Casos-Controles

El estudio de asociacion casos-control es una metodologia usada muy frecuente
para investigar el efecto de la variabilidad genética en la susceptibilidad de una
enfermedad. En éstos, se describe la frecuencia con que un alelo o genotipo
especifico esta presente en los sujetos afectados (grupo de casos) y se compara
con un grupo control. Si la presencia de un alelo es mayor en los casos que en los
controles, se dice que existe asociacién y sugiere que el alelo podria estar
involucrado en el desarrollo de la enfermedad o modificando las manifestaciones
clinicas de la enfermedad (factor de riesgo), sin embargo, si es mayor en los
controles se dice que, el alelo podria estar actuando como un factor protector al
desarrollo del fenotipo [50] (Figura 6). Como se mencioné la medida de asociacion
puede ser cualitativa, con una presencia o una ausencia de una asociacion
significativa, pero también puede ser cuantitativa, con una fuerza de asociacion
evaluada por Odds Ratio (OR) que es la tasa de probabilidad para la poblacion en
estudio. Los estudios casos-controles pueden ser realizados con un solo marcador
0 una combinacién de marcadores (haplotipos). Por otro lado, a los estudios de
asociacion se les ha usados como herramientas estadisticas para probar las
frecuencias alélicas de algun polimorfismo que esta potencialmente cerca 6 en
desequilibrio de ligamiento (DL) con un gen que participa en la fenotipo analizado.
Un fenotipo puede ser influenciado por un alelo especifico, y el polimorfismo de un
marcador genético puede ser asociado con este fenotipo si estan en DL. El DL se
refiere a una distancia entre 2 alelos que tienen poca distancia en un cromosoma 'y

sin embargo, infrecuentemente separados uno de otro por la recombinacion.
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Control

Casos

Figura 6. Estudios de casos y controles. En este ejemplo se puede observar que existe
asociacion del alelo 2 con la enfermedad ya que se observa mds frecuente en el grupo de

casos que en los controles.

Sin embargo, los resultados de los estudios de asociacion en enfermedades como

la esquizofrenia han tenido poca reproducibilidad y hay dificultades en localizar un

gen especifico, esto puede deberse entre otras razones por los errores en la via

de seleccidon y consiste en la manera en que los casos y controles son

seleccionados (inapropiado muestreo de casos y control), asi como, la exactitud

de la informacion obtenida de ellos (errores en la via de informacion). Otra

limitante es el llamado efecto de la estratificacion poblacional, esto se basa en que
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puede haber un grupo de la poblacién en el cual el gen candidato y el desorden

pueden ser comunes pero sin tener una relacién causal (Figura 7). Un estudio que

evita el problema de estratificacion poblacional presente en los estudios de casos-

controles son los estudios de asociacion basados en familias.

Marcador | «— Poblacion
Genético

Factor
de
Riesgo

Etnicidad | <—

Gen

- Candidato

—» | Enfermedad

Figura 7. Modelo conceptual para la estratificacion poblacional. Cuando se desea probar la
asociacion entre un gen candidato y la enfermedad se dice que esta presente la etnicidad
porque la frecuencia del gen esta determinada por la poblacion, determinada por factores de
riesgo no cuantificables, mientras que el marcador genético puede ser determinada por la

etnicidad.
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2.5.7 Estudios de Asociacion Basados en Familias

Otro tipo de estudios comunmente utilizados son los estudios de asociacion
basados en familias, los cuales son una alternativa a los estudios de asociacion
casos-controles. Un meto clasico de este tipo de estudios es el desarrollado por
Spielman y cols., (1993) llamado prueba de de trasmision de desequilibrio (TDT).
Este tipo de estudios de asociacion basados en familias incluyen padre, madre y
probando, este tipo de estudio analiza la transmisién de alelos de los padres
heterocigotos a los probandos y los compara con los alelos no transmitidos.

Una de las principales bondades de esta metodologia es que evita problemas de
estratificacion poblacional. Utilizando esta metodologia diversos estudios
realizados en multiples marcadores genéticos han reportado asociacion con
esquizofrenia [55, 60-62]. (Figura 8). Sin embargo, esta metodologia puede
presentar una elevada valor de los falsos positivos principalmente cuando esta en

presencia de un elevado desequilibrio de ligamiento [63].
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Figura 8. Prueba de Transmision de desequilibrio. En este ejemplo los pares de letras bajo
cada individuo es el genotipo de un marcador, se observa que en la prueba de transmision
de desequilibrio se calcula el nimero de alelos transmitidos de los padres heterocigotos a
los probandos bajo la hipotesis que la frecuencia del alelo A es de 0.5 (Adaptada de Gordon
2005).

2.5.8 Asociacion en Presencia de Ligamiento

Cuando mediante estudios de ligamiento se ha observado un ligamiento fuerte
(LOD =3) o sugestivo (LOD >2 y <3) a una regidon especifica, entonces es
necesario abundar en estudios que nos den mas informacion sobre los genes que
estan en asociacion en esa region. Para estos casos la metodologia de asociacion
en presencia de ligamiento es ideal para probar el ligamiento de esa region al igual

y al mismo tiempo que se prueba una asociacion.
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La metodologia de asociacion en presencia de ligamiento utiliza familias nucleares
con por lo menos dos hermanos afectados (el TDT utiliza un hermano afectado).
El utilizar esta metodologia ofrece mas informacién y menos error ya que no toma
las trasmisiones de padres a hijos de manera independiente como el TDT, sino
que las analiza en su conjunto en las familiares nucleares, por lo que no aumenta
el error de falsa asociacion (falsos positivos) y al analizar a varios descendientes
con la enfermedad puede analizar el ligamiento de la region con la enfermedad.
Una de las principales ventajas de este tipo de estudios es que eleva el poder del
estudio y que el método infiere los genotipos perdidos en los padres de los
afectados. Sin embargo, por la complejidad del analisis y la dificultad para obtener
familias con multiples afectados son pocos los estudios que han utilizado esta

metodologia [58, 62, 64].

2.6 GENES CANDIDATOS

La eleccién de un gen candidato es muy importante en el desarrollo de los
estudios de casos-controles, existen dos maneras de identificarlos. La primera es
tomando en cuenta su posicidon en una area cromosomica que previamente se ha
reportado mediante estudios de ligamiento, tomando como hipétesis que los genes
cercanos a las regiones que presentan mayor ligamiento pueden estar asociados
con el desarrollo de la enfermedad [50, 65]. Una segunda manera de escoger un
gen candidato es con base en la evidencia de que el gen participa en la

fisiopatologia de la enfermedad, o del fenotipo estudiado.
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Uno de los grupos de genes mas investigados son los genes involucrados en la
via dopaminérgica [66, 67]. El estudio de estos genes se basa en la teoria que los
farmacos antipsicéticos son antagonistas a los receptores dopaminérgicos y que al
ser administrados a los pacientes se observa una disminucién de los sintomas de
la esquizofrenia en dichos pacientes [66]. En este sentido, la literatura reporta que
el gen de la COMT puede estar asociado con enfermedades complejas, una de
ellas es el desorden bipolar; en esta enfermedad se han reportado estudios en los
que se observa que, los pacientes portadores del alelo Met158, presentan con
mayor frecuencia del ciclaje de la enfermedad respecto a los pacientes que son
portadores de al menos una copia del alelo val [68, 69], estos resultados se han
confirmado en otros estudios aunque existen publicaciones que reportan la
pérdida de asociacion de COMT y desorden bipolar [70].

Otra enfermedad en la que se ha asociado COMT es la anorexia nerviosa. Uno de
los principales estudios es el realizado por Frisch y col., [71] en el que report6é que
en 51 familias de la poblacion Israeli se presenta una mayor trasmision del Alelo
Val, pues la probabilidad (p) fue estadisticamente significativa (p=0.023). Aunque
en otros reportes no se ha observado asociacion. Las genotipos de COMT se han
asociado también con el desorden obsesivo compulsivo [72] y con el déficit de
atencion e hiperactividad [73]. Con base en lo anterior, se ha propuesto que
COMT podria estar asociada con enfermedades psiquiatricas y en especial con
esquizofrenia.

Otro grupo de genes ampliamente estudiados son los genes relacionados a la via
serotoninérgica en especial a los receptores a serotonina (5-HT2a). Los genes de

esta via son candidatos ya que al administrar farmacos de tipo antipsicoticos, a los
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pacientes con esquizofrenia, se ha observado, que disminuyen el numero de
receptores a 5-HT2a en la corteza prefrontal [74, 75], y que sus variaciones alélicas
podrian estar asociada con mayor gravedad de los sintomas positivos [65, 76].
Dentro de esta via, se le ha prestado especial interés a los genes que estan
involucrados en la sintesis de la serotonina [77] y a los que participan en la
degradacién de la dopamina [78].

Otro sistema donde se ha observado alteraciones asociadas con la esquizofrenia
es el sistema glutamaérgico. Se ha observado que los pacientes con esquizofrenia
presentan una disminucion en el numero de receptores de tipo no-M-metil-D-
aspartato (no-NMDA) asi como una pérdida de estos receptores a glutamato en la
region del I6bulo temporal [79, 80].

A la fecha en la literatura existen reportes de por lo menos 500 genes candidatos
con asociacion positiva o negativa para la esquizofrenia, que nos muestra lo
complejo que es poder encontrar los genes etiologicos de la enfermedad. Un
resumen con ejemplos de genes candidatos que se han asociado con
esquizofrenia se presentan en la tabla 2, aunque estos estudios son muy
numerosos, la falta de reproducibilidad de los resultados no permite el asociar de
manera consistente un gen con la esquizofrenia. Debido a esto, en el estudio de
los genes causantes de las enfermedades complejas se ha propuesto la
asociacion con caracteristicas de la enfermedad es decir: caracteristicas clinicas,
mediciones bioquimicas o de funcion cerebral, que permitan una definicion mas
homogénea de las diversas presentaciones de la enfermedad a estudiar en este
caso la esquizofrenia, es importante poder establecer la asociacion con la

gravedad de los sintomas positivos, la gravedad de los sintomas negativos, la
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edad de inicio de la enfermedad, la duracion de la psicosis no tratada, el nUmero
de hospitalizaciones de los pacientes y de manera muy importante el estado

cognitivo de los pacientes.

Tabla 2. Ejemplos de estudios de asociacion de genes candidatos y
esquizofrenia. Algunos estudios de asociacion de tipo casos-controles
estudiados en esquizofrenia.

Tipo de Estudio Gen/Marcador Resultados Referencia

170 casos-120 D2, Ser311Cys No asociacion Kaneshima y cols., 1997
controles [81]

50 casos-50 D2, Taq IBI/B2, Ligamiento entre Dubertrety cols., 2001 [82]
controles-100 Taq A1/A2 B2/A2 haplotipo y

familiares (TDT) esquizofrenia

311 casos-306 D3, Ser9Gly Exceso of Daniel y cols., 1996 [39]
controles homocigotos

97 casos- D5, microsatelites Exceso de alelo 4  Williams y cols., 1997 [66]
pareados (40pb) en pacientes

Caso-control 5HT21, T102C No asociacion Gothert y cols., 1998 [75]
Caso-control 5-HT2A, AG-A No asociacion Dracheva y cols., 2001 [80]
Caso-control NMDA, mGIluR2 Asociacion Daniels y cols., 1996 [39]
Caso-control NMDA, GIuR5 Asociacion Devon y cols., 1997 [83]
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3  ANTECEDENTES PARTICULARES DEL TEMA

3.1 ApoE

La participacion de la ApoE en la enfermedad de Alzheimer (EA) se establecio por
la localizacion de depdésitos amiloides y de ovillos neurofibrilares en el cerebro de
los pacientes. Cuando se busco la asociacion del gen de la ApoE y la EA, se
encontré una mayor frecuencia del alelo €4 del gen de la ApoE en los pacientes
con EA que en el grupo control; posteriormente, estos resultados fueron
confirmados en distintas poblaciones [84]. Tras este hallazgo, se explord la
participacién del alelo ¢4 de ApoE en otras enfermedades que clinicamente
presentan deterioro cognitivo, como la demencia no senil y la enfermedad de
Parkinson y se observo que los portadores del alelo €4 de ApoE, presentan mayor
riesgo de padecer la enfermedad asi como un inicio mas temprano [85].

Otra probable participacion del alelo ¢4 de ApoE en los desérdenes neurologicos
es la asociacion con la demencia del cuerpo de Lewy (DCL) [86]. Clinicamente la
DCL se caracteriza por un progresivo y fluctuante dafo en las funciones
cognitivas, parkinsonismo y la presencia de delirios y alucinaciones. Otras
asociaciones positivas del alelo €4 de ApoE y desérdenes neuro-psiquiatricos son:
Sindrome de Down [87], holoprosencefalia de Creutzfeldt-Jakob [88] y en la
enfermedad de Pick [89].

Como se puede observar, son diversas las asociaciones del gen de ApoE con
enfermedades neuroldgicas y neuropsiquiatricas, por lo que se propuso que este
gen podria estar participando en el desarrollo de la esquizofrenia [90, 91].
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El gen de la ApoE se encuentra localizado en la region cromosémica 19913.2 y
esta compuesto de cuatro regiones codificantes (exones), y tres no codificantes
(intrones). Uno de los cambios de aminoacidos en ApoE es el caracterizado por el
cambio de una base (Single Nucleotide Polymorphism) en las posiciones 334 y
472; las combinaciones 334T/472T, 334T/472C y 334C/472C constituyen los
alelos €2, €3, y €4, respectivamente de ApoE y de estos resultan seis posibles
genotipos, €2/€2, €2/€3, €2/€4, €3/€3, €3/c4, €4/e4 [24].

Es muy importante poder conocer el desarrollo de los estudios del gen de la ApoE
y la esquizofrenia para poder comprender mejor la importancia de abundar en el
estudio de este gen y su relacion con la esquizofrenia.

La literatura reporta que existe asociacion de los polimorfismos de ApoE y
esquizofrenia [92-94], sin embargo, la mayoria de estos trabajos no reportan
asociacion [64, 95-99]. En 1995 Harrington y cols., [90] fueron los primeros en
reportar la asociacion positiva de ApoE y esquizofrenia, ellos analizaron 42
pacientes con esquizofrenia, 165 pacientes con EA y 131 controles, todos ellos de
origen caucasico y observaron una mayor frecuencia del alelo ¢4 de ApoE en
pacientes con esquizofrenia (26.2%) que en el grupo control (14.7%). Estudios
posteriores no confirmaron estos resultados, como el reportado por Joober y cols.,
(1996) en el cual no se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre las frecuencias alélicas de los pacientes con esquizofrenia (16%) y el grupo
control (20%).

Una limitante de estos primeros estudios fue el pequefio tamafio de muestra
empleada (tabla 3), sin embargo, en estudios posteriores se aument6 el tamafio

de muestra, como el reporte de Zhu y cols., (2007) que incluyeron 98 probandos y
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98 controles (pareados), ellos no observaron diferencias estadisticamente
significativas en las frecuencias alélicas entre probandos y controles (p=0.863).
Estos estudios, no solo asociaron las frecuencias de los genotipos de ApoE con
esquizofrenia, sino que también investigaron su relacion con las caracteristicas
clinicas de la enfermedad. Arnold y cols., (1997) fueron los primeros en observar
asociacion de ApoE y una edad de inicio mas temprana de la esquizofrenia en los
pacientes portadores del alelo ¢4 (p=0.005); al realizar una correlacién de los
genotipos de ApoE se observo que los pacientes portadores del genotipo €4/¢4
presentaban una edad de inicio mas temprana que los pacientes portadores de
otros genotipos (r=-0.26, p=0.01). En su muestra incluyeron 106 probandos de los
cuales el 71% eran de origen caucasico y el 29% de origen afri-americano, 93
controles con el 60% de poblacion de origen caucasico y el 40% de origen afri-
americano. Sin embargo, Kimura y cols, (1997%) no confirmaron los resultados de
Arnols y cols., ellos observaron la frecuencia de ApoE €4 en 122 pacientes y 126
controles y no observaron asociacion de ApoE €4 con el inicio temprano de la
enfermedad, sin embargo, observaron que en el grupo de pacientes la frecuencia
mas baja correspondia al alelo €2, lo cual sugiere, que el alelo €2 puede estar
participando como un alelo protector y que los pacientes portadores de este alelo
podrian tener un inicio mas tardio de la enfermedad que los pacientes con los
alelos €3 y €4.

Debido a la falta de reproducibilidad en los resultados Town y cols., (1997)
realizaron un analisis en el que sumaron las frecuencias de los estudios
publicados previamente, con la finalidad de aumentar el poder. El poder de un

estudio se describe como la capacidad de una prueba estadistica para detectar
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una asociacion o diferencias significativa para decir qué tan ciertos pueden ser
tomados sus resultados y representa la probabilidad de rechazar la hipotesis nula
de un estudio cuando es falsa. Ellos lograron un poder en su trabajo de 0.93, sin
embargo no observaron asociacion de ningun alelo de ApoE con esquizofrenia
(x2=0.376, p=0.54). Por lo tanto, se puede observar lo controversial del papel de
ApoE y la esquizofrenia.

Por otro lado Igata-Yi y cols., (1997) en una muestra con 230 pacientes
esquizofrénicos y 130 controles, observaron mayor frecuencia del alelo €3 en el
grupo de casos (77.6%) respecto al grupo control (56.2%) [97], estos resultados
aumentaron la discusion respecto a la participacion del gen de la ApoE en la
esquizofrenia, pues los reportes uUnicamente habian presentado asociacion de
alelo ApoE €4 y este estudio introduce la hipotesis que el alelo de riesgo para
esquizofrenia podria ser el alelo €3, por lo que es necesario el poder abundar en el
estudio del tema.

Dada la falta de asociacién de ApoE €4 con la esquizofrenia, se propuso que
podria estar asociada al género. Martorell y cols., (2001) fueron los primeros que
reportaron diferencias por género, cabe mencionar que este estudio fue realizado
en poblacion caucasica [100]. Ellos observaron que ApoE €4 no es un factor de
riesgo para la esquizofrenia cuando analizaron las frecuencias alélicas y
genotipicas de 365 casos y 584 controles, sin embargo, al analizar la muestra de
acuerdo al género si observaron una asociacion de ApoE €4 con inicio temprano
de la esquizofrenia en mujeres (p=0.001), por lo que se sugiere que podria estar
participando de manera genero-dependiente [100]. Apoyando esta hipotesis

existen reportes que han observado que las mujeres que portan el alelo €4 de
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ApoE, tienen un curso de la enfermedad mas grave que las mujeres no portadoras
de esta variante genética. Otro reporte observé asociacion entre el genotipo €2/€3
de ApoE y hombres [94]. Estos hallazgos permiten observar que podria haber una
relacion género dependiente con la enfermedad y con la gravedad clinica de la
esquizofrenia.

Otro tipo de hipotesis de asociacion del gen ApoE y esquizofrenia se ha dirigido a
probar cdmo podria el medio ambiente ser un predictor hacia el desarrollo de la
esquizofrenia, en este sentido, existe un reporte en la literatura publicado por Liu y
cols., en 2003. Este interesante trabajo reporté el mayor tamafio de muestra
publicado a la fecha al incluir en su estudio 579 casos y 1528 controles, ellos
encontraron una asociacion de ApoE €4 y esquizofrenia (p<0.0001), sin embargo,
observaron que esta puede relacionarse a la fecha de nacimiento de los pacientes
puesto que el grupo que presentaba la asociacion presentaba en promedio una
edad similar. Al analizar la fecha de nacimiento observaron que correspondia a
periodos de malnutricion en la poblacién china, lo cual sugiere que, en esa
poblacion ApoE podria estar asociado con la esquizofrenia en pacientes con
malnutricion pre y pos-natal [101]. Estos resultados abren la posibilidad de
estudiar caracteristicas asociadas con factores medioambientales.

Otro hallazgo que aporta importancia al estudio del gen de la ApoE y esquizofrenia
es el reportado por Kampman y cols., (2004). Ellos reportaron pérdida de la
asociacion de ApoE €4 y esquizofrenia en poblacion asiatica, sin embargo,
sugieren que ApoE €3 podria estar asociada con la enfermedad y con el inicio
temprano del padecimiento. En el estudio se reportd, que los pacientes portadores

de ApoE €3 presentan una tendencia de asociacién con la edad de inicio (p=0.04),

48



sin embargo, al subdividir la muestra se crearon grupos muy pequenos, por lo que
es necesario, realizar este tipo de estudios pero con tamanos de muestras mas
grandes. Con base en lo anterior, la participacion de ApoE y esquizofrenia, es
controversial, dada la falta de reproducibilidad en los resultados

Por ultimo, en la literatura hay datos que apoyan la hipotesis de que el alelo €4 de
ApoE puede modular las caracteristicas clinicas de los pacientes con
esquizofrenia como son: déficit cognitivo, sintomas positivos y sintomas negativos
[93] sin embargo, son pocos los estudios publicados a la fecha que evaluan el
déficit cognitivo en pacientes esquizofrénicos [93, 96] y respecto a los sintomas
positivos y los sintomas negativos pocos trabajos han estudiado la asociacion de
ApoE y la severidad de estos, a este respecto en la literatura solo existe un reporte
por Pickar y cols., (1997), sin embargo, no observaron diferencias
estadisticamente significativas entre la gravedad de los sintomas de los pacientes
portadores del alelo ApoE €4 y los no portadores de este alelo [102].

Como su puede observar, existe discrepancia en los resultados publicados a la
fecha, por lo que se ah propuesto algunas posibles explicaciones, una de ellas es
la diferencia en el tamafio de muestra en los estudios, ya que se observa que
varia en los diversos trabajos publicados. Los primeros reportes que presentan
asociacion positiva de la ApoE €4 y esquizofrenia tienen un tamafio de muestra
pequeno (n<50). Por lo que es necesario, que los estudios futuros se realicen con
tamanos de muestras grandes para reducir los falsos positivos y mediante el uso
de metodologias que aporten mas informacion como son los estudios de
asociacion basados en familias y en especial los estudios de asociacion en

presencia de ligamiento.
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Tabla 3. Estudios de asociacion de tipo casos-controles ApoE y esquizofrenia

reportados.
Criterio Resultado de (n) Referencias
Diagnéstico Asociacién con SQZ* Control
ApoE
DSM-III-R Positiva 93 106 Arnold y cols., 1997 [93].
DSM-1V Positiva 94 98 Kampman y cols., 2004 [24].
DSM-IV Positiva 579 1528 Liuy cols., 2003 [101].
ICD-9 Positiva 365 584 Martorell y cols., 2001 [100].
No especificado Positiva 42 131 Harrington y cols., 1995 [90].
DSM-1V Negativa 237 137 Chen y cols., 1999 [103].
ICD-10 Negativa 114 94 Durany y cols., 2000 [92].
DSM-III-R Negativa 40 57 Lodoso y cols., 2006 [95].
DSM-1V Negativa 54 33 Igata-Yi y cols., 1997 [97].
No especificado Negativa 51 35 Joober y cols., 1996 [96].
DSM-III-R Negativa 122 126 Kimura y cols., 1997 [97].
DSM-1V Negativa 314 118 Kimura y cols., 2000 [97].
DSM-1V Negativa 60 60 Han y cols., 2006 [104].
DSM-1V Negativa 28 26 Moberg y cols., 2006 [105].
DSM-1V Negativa 106 250 Saiz y cols., 2002 [106].
DSM-IV Negativa 114 91 Schurhoff'y cols., 2003 [94].
DSM-III-R Negativa 69 121 Sorbi., y cols., 1998 [99].
DMS-III-R Negativa 45 98 Thibaut y cols., 1999 [107].
DSM-IV Negativa 62 63 Hennah y cols., 2007 [64].
DSM-1V Negativa 60 42 Tovilla-zarate y cols., 2008 [108].
DSM-III-R Negativa 63 301 Town y cols., 1997 [98].
DSM-III-R Negativa 98 98 Zhuy cols., 2007 [55].

* Esquizofrenia
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3.2 COMT

La catecol-O-metiltransferasa (COMT) es la principal enzima que participa en la
degradacioén de la dopamina, y se ha observado que alrededor del 60% de la
dopamina liberada es degradada por la COMT a nivel de la corteza frontal [109].
Por lo tanto, se propone que factores genéticos podrian estan participando en el
funcionamiento de la COMT y en la degradacion dopaminérgica y de esta manera
afectar el funcionamiento cognitivo [65, 110, 111].

El gen de la COMT se encuentra localizado en el cromosoma 22q11.21 (acceso
en GenBank Num. Z26491) y esta compuesto por 6 exones y 5 intrones. Este gen
es polimérfico, uno de los principales polimorfismos es el que se encuentra
localizado en la posicidon 472 del exén 4 (rs4680) el cambio de G por A, el cual es
funcional pues determina la sustitucién de aminoacidos presentando Valina (Val) 6
Metionina (Met) en el codén 158.

La actividad enzimatica de COMT es genéticamente polimorfica porque tiene alta
actividad enzimatica cuando se presenta el genotipo Val158/Val, actividad
intermedia cuando lleva el genotipo Val158/Met y baja actividad cuando esta

presente el genotipo Met158/Met [63, 112, 113].
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Tabla 4. Principales estudios de asociacion casos-control de COMT vy
esquizofrenia.

Ano Numero de alelos Val  0dds Radio IC Autor

Casos Control
2001 209 60 1.2 0.8-1.9 Egan y cols., 2001 [59]
2002 116 96 1.3 0.9-1.9 Joober y cols., 2002 [114]
1999 143 127 1.3 0.9-1.8 De Chaldee y cols., 2001 [115]
2002 333 306 1.1 0.9-1.4 Norton y cols., 2002 [116]
2002 150 165 0.7 0.4-1.1 Park y cols., 2006 [104]
2001 411 416 1.0 0.8-1.2 Arinami y cols., 2001 [117]
1999 254 244 1.0 0.6-1.4 Chen y cols., 1999 [118]
1996 76 73 1.1 0.7-1.7 Daniels y cols., 1996 [39]
2001 104 55 0.9 0.6-1.4 Erken y cols., 2001 [78]
1998 162 132 1.0 0.7-1.7 Larayiorgou y cols., 1998 [119]
1999 84 454 1.7 0.5-1.0 Kotler y cols., 1999 [120]
2001 304 275 1.2 0.7-1.4 Liuy cols., 2001 [121]
1998 193 218 1.7 0.5-1.0 Ohmori y cols., 1998 [122]
1997 52 104 1.6 0.4-1.0 Strous y cols., 1997 [123]

Li y cols en 1996 [101] fueron los primeros en demostrar asociacion entre el alelo
Val158 y esquizofrenia, desde entonces muchos estudios se han desarrollado
intentando reproducir sus hallazgos aunque los resultados son inconsistentes
[122]. En la tabla 4 se enumera los principales estudios de asociacion de COMT y

esquizofrenia.
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El deterioro cognitivo asociado a la corteza prefrontal es caracteristico de los
pacientes con esquizofrenia, sin embargo, la asociacion de COMT y esquizofrenia
se estableci6 cuando Egan y cols.,, (2001) observaron que pacientes con
esquizofrenia portadores del alelo Val, presentaban mayor deterioro cognitivo,
principalmente en la memoria de trabajo. Este resultado se obtuvo al comparar las
pruebas cognitivas en pacientes esquizofrénicos con sus hermanos no afectados y
con un grupo control. Este hallazgo permitié formular la hipotesis que los pacientes
portadores del alelo Val158, tienen mayor degradaciéon dopaminérgica y por lo
tanto hay menor presencia de dopamina en el espacio intersticial, lo cual podria
ser un factor de riesgo para el desarrollo de la esquizofrenia y su efecto en la
memoria de trabajo [59]. Este resultado ha generado polémica en el sentido que
pocos trabajos han observado esta asociacion [55, 59, 124], y por el contrario,
otros estudios han observado lo opuesto al reportar asociacion pero del alelo
Met158 y esquizofrenia [120, 122], y la mayoria de las publicaciones a la fecha no
observan diferencias estadisticamente significativas al analizar los alelos de
COMT con esquizofrenia [39, 78, 104, 114-119, 121, 123, 125-131]. Esta falta de
reproducibilidad no permite observar cual es el papel del polimorfismo Val158Met
de COMT vy esquizofrenia. En la literatura se sugiere que la estratificacion
poblacional, el tamafio de muestra y los criterios diagnésticos que definen a la
muestra, contribuyen a la falta de reproducibilidad en los estudios de asociacion.

Por otro lado los estudios de meta-analisis permiten analizar datos obtenidos de
diversos estudios con tamafios de muestra pequefos y con bajo poder estadistico
analizando los resultados como un todo para poder tener la tendencia e los

resultados en general, utilizando esta metodologia un reciente trabajo fue el
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publicado por Wang y cols., (2007), ellos no observaron asociacion de COMT
(OR=1.09, 1C=0.94-1.26) y esquizofrenia, sin embargo, sus resultados
presentaban heterogeneidad en sus muestras, para poder eliminar el sesgo en sus
resultados fue necesario analizar la muestra por grupos mas homogéneos como la
etnicidad, al realizar la estratificacion el resultado general siguié conservandose al
no observar asociacion de COMT y esquizofrenia en poblacion asiatica (OR=0.96,
1C=0.85-1.09), ni en poblacién europea (OR=1.06, IC=0.95-1.19). Estos resultados
estan acordes con lo reportado previamente[91], sin embargo, cuando Glatt y
cols., (2003) realizaron un analisis en familias, ellos observaron una mayor
trasmision del alelo Met158 en esquizofrenia, por lo tanto, con base en los
resultado meta-analiticos expuestos se puede observar que existe controversia en
la literatura acerca del papel de COMT en esquizofrenia.

Por otro lado, al analizar el deterioro cognitivo en pacientes con esquizofrenia y el
gen COMT, la literatura presenta hallazgos relevantes, como el obtenido por Hyun-
Han y cols., (2006), al analizar una muestra de 132 casos y 80 controles,
observaron asociaciéon del alelo Met158 y la mayor gravedad del deterioro
cognitivo (atencion p=0.002), y al medir los sintomas positivos observaron mayor
gravedad de los delirios en los portadores del alelo Met158 (p=0.009). Los autores
sugieren que los pacientes portadores del alelo Met158 presentan mayor
severidad del deterioro cognitivo [104]. Estos datos son apoyados por estudios de
neuroimagen en los que se observa que los pacientes portadores del alelo Val158
de COMT presentan un mejor funcionamiento en la prueba de memoria de trabajo
[132]. Sin embargo, dichos resultados difieren de lo reportado por Egan y cols.,

(2001) que observaron que son los pacientes portadores del alelo Val158 los que
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presentan mayor deterioro cognitivo [59]. Por su parte, Zhao y cols., (2006)
observaron en una muestra de 132 probandos que los pacientes portadores del
alelo Val158 presentaban mayor deterioro cognitivo, sin embargo, en una muestra
de 117 pacientes con esquizofrenia [133] no se reprodujo este hallazgo y tampoco
observaron diferencia al realizar analisis de acuerdo al género. Por otro lado,
pocos son los reportes que analizan la severidad de la esquizofrenia utilizando
como parametro el numero de hospitalizaciones de los pacientes, estudios como
el de Herken y cols., (2001) no observan diferencias estadisticamente
significativas entre los probandos al correlacionar los genotipos de Val158Met de
COMT con el numero de hospitalizaciones [78].

Con base en la evidencia presentada anteriormente es necesario abundar en
estudios que permitan observar cual es el papel de COMT no sélo en asociaciéon
con la esquizofrenia, sino ademas, determinar en el estudio si existe asociaciéon
con las caracteristicas clinicas, como son la gravedad de los sintomas positivos,
severidad de los sintomas negativos, edad de inicio de la enfermedad y el
deterioro cognitivo utilizando metodologias y en especial estudiar la asociacion

basada en familias como es la asociacion en presencia de ligamiento
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4 IMPORTANCIA DEL ESTUDIO GENETICO DE LA
ESQUIZOFRENIA

La esquizofrenia es un desorden psiquiatrico que afecta alrededor del 1% de la
poblacion mundial y caracterizado por presentar sintomas positivos, sintomas
negativos y deterioro cognitivo [7]. Estudios de gemelos, de adopcion y de familias
presentan evidencias de la existencia de un componente genético en la etiologia
de la enfermedad, sin embargo, al buscar mediante estudios de ligamiento y
asociacion los genes que pudieran estar participando en la etiologia, son pocas las
evidencias de regiones y genes que podrian estar relacionados con el desarrollo
de la esquizofrenia. Por lo cual, la busqueda de genes candidatos para el
desarrollo de la esquizofrenia se ha centrado en genes que quiza estan
relacionados con alguna dimension de la enfermedad 6 caracteristicas clinicas de
la esquizofrenia como es la gravedad de los sintomas positivos y negativos [50].

Uno de los genes mas estudiados es el gen de la ApoE, de manera frecuente a
este gen se la asocia con susceptibilidad al desarrollo y el inicio temprano de la
enfermedad de Alzheimer [134]. El deterioro cognitivo visto en los pacientes con la
enfermedad de Alzheimer es muy similar al que se observa en los pacientes con
esquizofrenia lo que llevo a postular la hipétesis de que ApoE podria estar
participando en la etiologia de la esquizofrenia. El primer estudio en el que se
observé la asociacion de ApoE y esquizofrenia fue el publicado en 1995. [90], ellos
observaron una mayor frecuencia del alelo €é4 de ApoE en los probandos que en el

grupo control, a partir de ahi se han publicado muchos estudios de asociacion, sin
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embargo, dada la falta de reproducibilidad en los resultados es necesario abundar
en el estudio para analizar la participacion de ApoE en la esquizofrenia [69].

La mayoria de los estudios reportados a la fecha son del tipo casos-controles, este
tipo de estudios permite observar si un alelo estd asociado o no con la
enfermedad, sin embargo, presentan algunas limitaciones, como la necesidad de
grandes tamanos de muestra, y la estratificacion poblacional, por lo que es
necesario utilizar metodologias, que ayuden a reducir el error y que nos permitan
aumentar el poder en la muestra. Uno de los estudios propuestos para superar
estas limitaciones es el estudio en pares de hermanos afectados.

Otro gen implicado en el deterioro cognitivo observado en la esquizofrenia es el
gen de la COMT [37]. La COMT participa en la via de degradacion de la
dopamina. Uno de los polimorfismos mas estudiados en este gen es el
polimorfismo Val158Met y se ha propuesto que los pacientes portadores del alelo
Val158 de COMT presentan mayor deterioro cognitivo que los que portan el alelo
Met158, sin embargo, reportes posteriores han observado un comportamiento
opuesto, por lo que es necesario abundar en el estudio del papel de COMT en la
esquizofrenia [59].

Por otro lado los estudios reportados a la fecha en los que se analiza el papel de
ApoE y COMT con esquizofrenia fueron realizados principalmente en poblacién
caucasica y asiatica y no se encuentra en la literatura ningun estudio realizado con
poblacion mexicana. A pesar de la diversidad poblacional, recientes estudios
proponen a poblacion mexicana homogénea [127, 135], por lo que la realizacion
de pruebas de asociacion en este tipo de poblacion reduce la estratificacion

poblacional y aumenta el poder del estudio, utilizando esta caracteristica nosotros
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utilizamos diversas metodologias de estudios de asociacion para abundar en la
investigacion del papel de los genes COMT y ApoE en la esquizofrenia.

En nuestro conocimiento, este es el primer trabajo en donde no sélo se realizé un
estudio de tipo casos-controles para el gen ApoE en poblacion mexicana y
esquizofrenia, sino ademas, se realizé un estudio meta-analitico con los resultados
obtenidos en nuestro estudio de casos-controles y con los resultados previamente
publicados, ademas, se analizaron las caracteristicas clinicas de los pacientes y
se asocio la severidad de la enfermedad con los genes ApoE y COTM, por ultimo,
se realizd el primer estudio de asociacién basado en familias utilizando una

muestra de pares de hermanos afectados para los genes ApoE y COMT.
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5

OBJETIVOS

En este trabajo nos propusimos los siguientes objetivos:

5.1

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la frecuencia alélica de los genes ApoE y COMT y su relacion

con la esquizofrenia en familias mexicanas.

5.2

OBJETIVOS PARTICULARES
Determinar la asociacion casos-control y meta-analitica del gen de la

ApoE pacientes con esquizofrenia

Determinar la asociacién basada en familias del gen de la ApoE y
esquizofrenia en familias con pares de hermanos afectados

Asociar la edad de inicio, gravedad de los sintomas positivos y
negativos de los pacientes con esquizofrenia que presenten el alelo €4
del gen de la ApoE

Determinar la asociacion basada en familias del gen COMT vy
esquizofrenia en familias con pares de hermanos afectados

Asociar la edad de inicio, gravedad de los sintomas positivos y
negativos de los pacientes con esquizofrenia que presenten el alelo

val158
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6 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Figura 9.Estrategia experimental seguida en el estudio.
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7 METODOLOGIA

7.1 TIPO DE ESTUDIO
Se realiz6 un estudio prospectivo, transversal, y comparativo.

7.2 SUJETOS

Este estudio fue sometido y aprobado por el Comité de Etica y Cientifico del
Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramén de la Fuente” y del Centro de Estudios
Médicos Carracci. Participaron 60 familias con por lo menos un par de hermanos
afectados, obtenidos de la consulta externa del Instituto Nacional de Psiquiatria
Ramon de la Fuente y del Centro de Estudios Médicos y Familiares Carracci.
Todos los sujetos y los tutores para menores de edad firmaron un consentimiento
informado de participar en el estudio después de que se les dio una explicacion
verbal y escrita de los objetivos de la investigacion.

Para el estudio de casos-controles unicamente se tomé al probando de cada
familia para incluirse en el estudio, se incluyeron 42 individuos sanos, en quienes

se descarto la presencia de cualquier trastorno psiquiatrico.
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7.3 CRITERIOS DE INCLUSION

En este estudio los participantes cumplieron los siguientes criterios de inclusién:
e Edad entre 17 y 50 anos
e Firma del consentimiento informado
e Hijos de padres y abuelos mexicanos
e Diagnostico de esquizofrenia (determinados por los criterios del DSM-IV).

e No comorbilidad con otro trastorno psiquiatrico

7.4 EVALUACION CLINICA

La Escala de Evaluacion de Sintomas Negativos (SANS) [136] y la Escala de
Evaluacion de Sintomas Positivos (SAPS) [137] se utilizaron para observar la
presencia de los sintomas psicoticos. La escala SANS y la escala SAPS se
encuentran entre los instrumentos mas comunmente usados para evaluar la
gravedad de los sintomas en la esquizofrenia. La escala de SANS comprende 25
reactivos disefiados para evaluar cinco categorias: 1) aplanamiento de la
afectividad, 2) alogia, 3) abolicién/apatia, 4) anhedonia, y 5) atencion. La escala de
SAPS tiene 30 reactivos agrupados en cuatro categorias: 1) alucinaciones, 2)
delirios, 3) conducta bizarra, y 4) trastorno formal de pensamiento. Ambas escalas
tiene una puntuacion de 0 a 5, donde "0" denota la ausencia de un sintoma

particular "y 5" es la forma mas grave.
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El estado cognitivo del paciente fue medido por el Mini Examen del Estado Mental
(MMSE) [138], esta prueba contiene 30 reactivos disefiados para evaluar 5
categorias 1) orientacioén, 2) registro, 3) atencion y calculo, 4) memoria reciente y
5) lenguaje. En donde con 27 puntos o mas la persona es considerada con
adecuada capacidad cognoscitiva, 24 puntos a 12 la persona es considerada con
deterioro y 12 a 9 es considerada con demencia.

La edad de inicio de la enfermedad fue definida como la edad cronoldgica en la
que los pacientes experimentaron sintomas positivos (alucinaciones y delirios) por
primera vez (primer episodio psicotico); este parametro fue obtenido por una
entrevista clinica con el paciente y sus parientes [139]. Se considera inicio
temprano de la esquizofrenia si el cuadro clinico hace eclosion antes de los 18
afos de edad [97, 140].

La duracion de la psicosis no tratada fue definida como el periodo de tiempo entre
la aparicion de los sintomas psicéticos y el inicio de un tratamiento especializado.
Cada uno de los sujetos afectados que participaron en este estudio, fueron
evaluados por un psiquiatra mediante la aplicacién de la Entrevista de Diagndstico
para Estudios Genéticos (DIGS), validada al espariol [141]. Los datos obtenidos de
las entrevistas fueron enviados a dos psiquiatras que no habian tenido contacto
con los pacientes para su re-evaluacién, este procedimiento es conocido como “el

mejor evaluador”.
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7.4 GENOTIPIFICACION

En este estudio se genotipificaron tres polimorfismos: ApoE, ApoE-219G/T

(rs405509), y COMT (rs4680).

7.5.1 Genotipificacion de ApoE

Se extrajo una muestra de 10 ml de sangre de cada individuo. EI DNA gendémico
se extrajo utilizando una versidén modificada del protocolo de extraccién rapida de
Lahiri [142]. El genotipo del sistema polimérfico bajo estudio se realiz6 adaptando
y amplificando los fragmento de restriccion por el ensayo de reaccion en cadena
de polimerasa del polimorfismo reportado por Wenham [143]. Posteriormente 200
ng de DNA gendmico se amplificé usando los primers especificos 5’-tcc aag gag
ctg cag gcg gcg ca-3’ y 5’-aca gaa ttc gcc ccg gecce tgg tac act gcc-3’. 10 ul de
lo amplificado se incubd con 12 U de Cfol endonucleasa (Roche diagnostics). El
volumen total de la digestién, fue electroforizada a 220-250 V en un gel de 20% de
poliacrilamida y visualizada con 1 pl/ml bromuro de etidio bajo luz ultravioleta. El

genotipo fue realizado ciego al ensayo clinico.

7.5.2 Genotipificacion de ApoE-219G/T (rs405509)

En la genotipificacion de ApoE-219G/T el volumen final para la PCR fue de 5yL, se
utilizaron 20 ng de DNA genodmico, 2.5 yL de master mix TagMan®, 0.125uL de

ensayo hecho a orden a 20X. La amplificacion fue realizada en placas de 96
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pozos, usando el protocolo de TagMan® PCR universal. Después de la PCR de
punto final, la intensidad fue medida con el sistema PCR 7500 real time con el

software SDS V2.1 (Applied Biosystems).

7.5.3 Genotipificacion de COMT (rs4680)

Utilizamos el ensayo 5’'nucleasa (TagMan®) para distinguir los dos alelos del gen.
La amplificacion de PCR se realizé con 20ng de DNA, utilizando master mix
universal TagMan al 1X, 900 Nm del primer sentido y antisentido, 200 nM de la
sonda FAM y 200 nM de la sonda VIC, para un volumen final de reaccion de 5 pl.
Las condiciones de amplificacion utilizadas fueron: 1 ciclo de 95°C por 10 minutos,
seguido de 40 ciclos de 92°C por 15 segundos y 60° por un minuto. Al terminar la
PCR de punto-final la intensidad de fluorescencia fue medida en el equipo PCR
Systen con software SDS v2.1 (Applied Biosystems), la discriminacion alélica
identificd claramente los 3 genotipos de COMT (rs4680). Todos los genotipos
fueron realizados a ciego al estatus de los pacientes. Como un control de calidad

adicional se tomaron algunas muestras al azar y se repitio el genotipo.
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7.6 ANALISIS ESTADISTICO

Analisis
Estadistico

Estudios de
Asociacion

A\ 4 v

Basados en Basado en
Poblaciones Familias

\4 \ 4 v

Estudio de Estudio Andlisis de las Estudio de familias
Casos-Controles Meta-analitico Caracteristicas Con pares de Hermanos
Clinicas Afectados

Figura 10. Analisis estadisticos empleados en el estudio. En es estudio se realizaron
diversos analisis estadisticos de acuerdo al disefio de cada etapa del estudio.

7.6.1 Estudio de asociacion basado en poblaciones

Para el estudio de casos-control (polimorfismo ApoE), la presencia del equilibrio
de Hardy-Weinber se realiz6 mediante el programa FINETTI (Programa libre en

http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl). Las diferencias entre las frecuencias alélicas

y genotipicas, entre casos y controles fueron comparadas mediante la prueba x2.

El andlisis de estimacion de significancia fue mediante el analisis 2-colas y se fijo
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en p<0.05. El analisis estadistico fue realizado usando el programa GraphPad
Prism4.

Para el analisis de las caracteristicas clinicas se realizaron comparaciones entre
portadores y no portadores de alelo ApoE €4 y del alelo val158 de COMT vy la
presencia de sintomas positivos, negativos y deterioro cognitivo. Se realizaron
utilizando la prueba x2 y la prueba t de Student. Las comparaciones toman de
manera independiente la presencia de los sintomas positivos, negativos, el
deterioro cognitivo y la edad de inicio de la enfermedad.

Para el estudios meta-analitico, se realiz6 una busqueda computarizada en
Medline con el criterio: “ApoE and Schizophrenia”. De la busqueda bibliografica, se
incluyeron articulos con datos originales, que incluyeron estudios de asociacion
entre casos y controles del gen de la ApoE y esquizofrenia, en los que se pudiera
establecer las frecuencias de genotipos y alelos para el calculo del OR (odds ratio)
y que el polimorfismo analizado fuera el localizado en el exén 4 del gen de la
ApoE. Nuestro estudio de asociacién casos-control se incluyd en el meta-analisis
porque cumple con los criterios antes mencionados.

Los datos de cada uno de los estudios incluidos en el analisis fueron clasificados
por fenotipo (pacientes con esquizofrenia y controles sanos) y por la presencia o
ausencia de por lo menos un alelo €4 de ApoE, considerado el alelo de riesgo. Los
OR estiman la probabilidad de que el alelo de riesgo esté presente con mayor
frecuencia en los casos comparados con los controles sanos [91]. Un OR superior
a 1 sugiere una asociacion positiva del alelo de riesgo y la esquizofrenia. Los
resultados de cada uno de los estudios incluidos en el meta-analisis fueron

expresados por el modelo de efectos aleatorios, para lo cual se calculé el OR para
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cada estudio y se fijo el intervalo de confianza en un 95%. La significancia de los
OR de todos los estudios fue determinada mediante la prueba Z. Se llevd a cabo
una prueba de heterogeneidad entre los estudios seleccionados con el propdsito
de determinar si el tamafio del efecto proviene de una muestra homogénea. El
meta-analisis fue realizado mediante el uso de los programas EPIDAT 3.1.
(Organizacion Panamericana de la Salud, OPS/OMS), y Metanalysis [144]

obteniendo el mismo resultado final.

7.6.2 Estudios de asociacion basado en familias

Para determinar la concordancia alélica mediante el método idéntico por
descendencia, se realizo un estudio de asociacidén en presencia de ligamiento en
familias con pares de hermanos afectados.

La diferencia en frecuencias alélicas entre padres y hermanos afectados fue
comparada y analizada por el paquete estadistico APL V.1.1 (el programa es libre
en http/www.chg.duke.edu/research/software.html) [145]. Este programa analiza a
familias nucleares y esta basado en la diferencia entre el numero observado de
copias de un alelo especifico en los hermanos afectados y el numero esperado de
este alelo basado en los genotipos de los padres analizando la probabilidad de
padres afectados y no afectados, bajo la hipétesis nula de no ligamiento y no
asociacion.

Considerando que los polimorfismos estudiados pueden tener diferentes efectos
en hombres y mujeres se realizaron pruebas por separado de acuerdo al género.
Para observar si el polimorfismo podria tener influencia sobre el inicio de la

esquizofrenia, se agrupé a las familias con hermanos concordantes para el inicio
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temprano de la enfermedad (<18 afos) y en familias con hermanos concordantes
al inicio tardio de la enfermedad (=18 afos).

Los haplotipos fueron determinados utilizando el programa PHASE V.2.1.[146], del
cual se obtuvo el haplotipo mas probable en cada uno de los sujetos, y
posteriormente fue analizado por el programa APL.

La correccion de Bonferroni fue aplicada para la asociacion en presencia de

ligamiento (el nivel de significancia estadistica fue alfa <0.05/2=0.025
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8 RESULTADOS

8.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

8.1.1 Caracteristicas de las Familias

En este estudio participaron un total de 245 personas, el estatus familiar es

agrupado como aparece en la figura 11.

Figurall. Distribucion y estatus familiar de las personas que
participaron en el estudio.
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La figura 12, muestra la distribucién del tipo de familias que participaron en el
estudio, se manejaron 4 grupos diferentes: familias con padre, madre y hermanos
afectados, casos en los que sélo la madre y los hermanos afectados participaron,

familias en las que soélo se obtuvieron los hermanos afectados y familias

completas.

Tipos de familias

Padre, madre y hermanos
afectados
23%

Hermanos afectados
27%

Padre y hermanos afectados
7%

Madre y hermanos afectados
43%

Figura 12. Distribucion del tipo de familia que participd en este
estudio de acuerdo al nimero de familias en cada grupo.

8.1.2 Descripcion de la muestra

La distribucién del tipo de esquizofrenia en los 60 probandos fue el siguiente: el

83% (n=49) presentd esquizofrenia del tipo paranoide, el 9% (n=6) indiferenciada y
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el 8% (n=6) esquizofrenia tipo desorganizada. El nivel socio econémico de la
muestra fue el 70% (n=42) bajo, 25% (n=15) medio y el 5% (n=3) alto, y respecto
al estado civil el 6.8% (n=4) de la muestra estaba casado, el 86.4% (n=51) soltero,
el 6.8% (n=4) divorciado. El 45% (n=27) era desempleado, 14% (n=8) se dedicaba
a las labores del hogar, el 3% (n=2) era estudiante, el 31% (n=19) trabajaba de
manera informal medio tiempo y unicamente el 7% (n=4) tenia un empleo de

tiempo completo.

8.1.3 Caracteristica del grupo control

Se incluyeron 42 individuos sanos, la edad de 60 a 97 afios, promedio de 81.6+8.9

anos de edad.

8.2 ESTUDIOS DE ASOCIACION BASADO EN POBLACIONES

8.2.1 Estudio de Asociacion de ApoE y Esquizofrenia: Estudio de casos-
control

El primer acercamiento para observar la asociacién de ApoE con esquizofrenia fue
mediante un estudio del tipo casos-controles. La muestra analizada para el estudio
de casos-controles se encontré dentro del equilibrio de Harwy-Weinberg (x2=0.39,
p=0.53). La distribucién de los genotipos y alelos de ApoE en nuestro estudio se
presentan en el Tabla 5. No observamos diferencias entre los grupos en el analisis
por genotipos (x2=1.02, 2 gl, p=0.59) ni por alelos (x2=0.94, 2 gl, p=0.62). El
analisis por género no mostré diferencias estadisticamente significativas

(genotipos x2= 0.98, 2 gl, p= 0.61, alelos x2=0.94, 2 gl, p=0.62).
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Tabla 5. Frecuencia de genotipos y alelos de ApoE.

Genotipos Controles Probandos - -
Masculino  Femenino

€2/€3 4 (0.1)* 6 (0.1) 5(0.1) 1 (0.05)
€3/e3 35 (0.83) 46 (0.76) 29 (0.8) 17 (0.8)
€3/ed 3 (0.07) 8 (0.14) 5(0.1 3(1.5)
Total 42 60 39 21
Alelos

€2 4 (0.05) 6 (0.05) 10 (0.1) 2 (0.05)

€3 77 (0.92) 106 (0.88) 58 (0.8) 34 (0.8)

€4 3 (0.03) 8 (0.07) 10 (0.1) 6 (0.15)
Total 84 120 78 42

*n (%)

8.2.2 Estudio de Asociacion de ApoE y Esquizofrenia: Estudio de Casos

Para observar la distribucion alélica y genotipica de ApoE dividimos la muestra en
tres grupos, probandos, hermanos afectados y hermanos no afectados y de
acuerdo al género. En el grupo de probandos no se observaron diferencias entre
género masculino y femenino ni por genotipos (x2=0.85, 2 gl, p=0.65), ni por alelos
(x2=0.94, 2 gl, p=0.62). En el grupo de hermanos afectados tampoco se observo
diferencia entre hombres y mujeres en la distribucidon de los genotipos (x2=7.54, 3
gl, p=0.05). Sin embargo, el analisis por alelos si presentd diferencia significativa
(x2=7.658, 2 gl, p=0.021). Cuando se analiz6 el grupo de hermanos no afectados
se observo una mayor frecuencia del genotipo €2/¢3 en el género masculino
comparado con el género femenino (x2=4.91, 2 gl, p=0.08), aunque no es
estadisticamente significativo, de la misma manera esto se observdo en la

comparacion por alelos (x2= 4.864, 2 gl, p=0.08) (Tabla 6). Al realizar un analisis
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tomando en cuenta unicamente el género masculino del grupo de hermanos
afectados con hombres del grupo de hermanos no afectados se observo una
mayor frecuencia del genotipo €2/e3 (x2=8.41, 2 gl, p=0.014) y del alelo €2

(x2=8.010, 2 gl, p=0.018), resultaron estadisticamente significativos.

Tabla 6. Distribucion de las diferencias por género de acuerdo al genotipo de
ApoE en probandos con esquizofrenia sus hermanos afectados y no
afectados. n (%)

Probando Hermano Afectado Hermano No afectado
Genotipos Masculino Femenino Masculino Femenino Masculino Femenino
€2/e4 0 0 0 1 (0.02) 0 0
e3/e2 5 (0.1) 1 (0.04) O 4 (0.14) 5 (0.23) 3 (0.09)
€3/e3 29(0.8) 17 (0.8) 30(0.94) 24(0.68) 15(0.72)  20(0.64)
e3/e4 5 (0.1 3 (0.16) 2 (0.06) 6 (0.16) 1 (0.05) 8 (0.27)
Total 39 21 32 35 21 31
Alelos
g2 5 (0.06) 1 (0.02) O 5 (0.07) 5 (0.11) 3 (0.04)
€3 68 (0.82)  38(0.9) 62 (0.97) 58(0.82) 36(0.85) 51(0.82)
e4 5 (0.06) 3 (0.08) 2 (0.3) 7 (0.11) 1 (0.04) 8 (0.14)
Total 78 42 64 70 42 62

8.2.3 Asociacion de las caracteristicas clinicas con ApoE y Esquizofrenia

Para analizar la asociacion de ApoE con la edad de inicio se dividio la muestra en
edad de inicio temprano y edad de inicio tardio, La tabla 7 presenta la distribucién
de la edad de inicio de la esquizofrenia dividida en temprano (inicio < 18 afos) y
tardio (>18anos). No se observé diferencia estadisticamente significativa entre
probandos por genotipos (x2 =1.27, 2 gl, p=0.52), ni por alelos (x2 =1.11, 2 gl,
p=0.57), tampoco se observo en los hermanos afectados por genotipos (x2 =0.42,

gl=2, p=0.80) ni por alelos (x2=1.66, 2 gl, p=0.43)
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Tabla 7.

Distribucion de la edad de inicio de la esquizofrenia de acuerdo al

genotipo de ApoE.
Probando Hermano Afectado
Temprano Tardio Temprano Tardio
Genotipos n=20 (%) n=40 (%) n=27 (%) n=41 (%)
€2/e3 1 (0.05)* 5(0.12) 1(0.03) 3(0.07)
€3/e3 17 (0.85) 29 (0.73) 23 (0.85) 33 (0.80)
e3/e4 2(0.10) 6 (0.15) 3(0.12) 4 (0.09)
e2/e4 0 0 0 1 (0.04)
Alelos
€2 1 (0.02) 5(0.06) 1(0.01) 3(0.03)
€3 37(0.92) 69 (0.86) 51 (0.94) 72 (0.87)
e4 2 (0.06) 6 (0.08) 2 (0.03) 7(0.1)
Total de (n=40) (n=80) (n=54) (n=82)
Alelos
1 (%).

Para analizar la gravedad de la enfermedad la muestra se subdividi6 en

portadores de ApoE €4 y no portadores de ApoE €4. (Tabla 8).
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Tabla 8. Analisis de las caracteristicas clinicas por genotipo de ApoE en
pacientes con esquizofrenia.

Promedio + ES, n Estadistica

No portador de ApoE ~ Portador de ApoE4 p T

4
Edad de Inicio 20.18 £ 0.49 22.44 £ 1.41 0.12 1.56
Edad de la Primera  23.66 +0.75 27.77 £ 1.49 0.0476  2.005
Hospitalizacion
Numero de 4.103 +0.40 3.071 £0.73 0.33 0.97
Hospitalizaciones
Tiempo de 76.12 +£27.73 18.54 +8.71 0.42 0.80
Hospitalizacion
(semanas)
DPNT * 137.3 +£21.90 167.8 £45.97 0.62 0.49
Aplanamiento de 3.2+1.22 3.86+3.66 0.48 0.70
la afectividad
Alogia 9.44+0.80 8.62+1.99 0.70 0.37
Abolicion 10.08+0.74 9.00+2.06 0.60 0.52
Anhedonia 13.42+0.90 11.00+3.10 0.35 0.93
Atencion 5.94+0.55 4.75+1.67 0.44 0.76
Alucinacion 5.92+0.97 4.00+1.96 0.45 0.74
Delirios 9.86+1.41 6.37£2.74 0.35 0.92
Conducta Bizarra ~ 2.9440.60 1.62+0.80 0.40 0.83
Trastorno Formal ~ 7.09+0.96 4.62+1.53 0.33 0.97

del Pensamiento

+ Duracion de la psicosis no tratada medida en semanas

Se comparoé el deterioro cognitivo en portadores y no portadores del alelo ApoE
€4. No encontramos asociacion estadisticamente significativa entre los portadores
y no portadores de ApoE €4 y el deterioro cognitivo observado en los pacientes.
Tabla 9.
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Tabla 9. Criterios del MMSE dividido en portadores y no portadores de
APOE. Analisis por t-student.

Promedio £ ES, n Estadistica
No portador ApoE ¢4  Portador de ApoEe4 p T
Orientacion  8.73 +£0.29 8.88 £0.52 0.84 0.19
Atenciony  6.51 +£0.27 6.41 £0.66 0.88 0.14
Calculo
Memoria  2.43 +£0.075 2.29+0.23 0.50 0.66
Inmediata
Estado 2.55+0.066 2.61 £0.143 0.76 0.30
Cognitivo
Total de 29.01 £0.49 29.28 £1.03 0.83 0.20
MMSE

MMSE=Mini examen del estado mental

8.2.4 Asociacion de ApoE-219G/T y esquizofrenia

La tabla 10 presenta la distribucién alélica de ApoE-219 en los probandos. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los géneros femenino
y masculino por alelos (x2=.55, 1 gl, p=0.51), ni por genotipos (x2=1.04, 2 g,
p=0.59).

Tabla 10. Frecuencia de genotipos y alelos de ApoE -219 en poblacion
mexicana (%).

Genotipos Probandos

Hombres Mujeres
G-G 13 (21) 10 (26) 3 (16)
G-T 31(52) 19 (48) 12 (56)
T-T 16 (27) 10 (26) 6 (28)
Totales 60 39 21
Alelos
G 57 (46) 39 (50) 18 (43)
T 63 (53) 39 (50) 24 (47)
Totales 120 78 42
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La muestra se dividié en dos grupos, con edad de inicio temprano (£18) y edad de
inicio tardio (=18) de la esquizofrenia (Tabla 11). No se observaron diferencias en
la muestra por genotipo (x2= 1.543, 2 gl, p= 0.467) ni por alelos (x2=0.794, 1 gl,

p=0.49).

Tabla 11. Frecuencia de la edad de inicio en pacientes con esquizofrenia de
acuerdo a los genotipos y alelos de ApoE-219G/T.

Genotipos Inicio Temprano Inicio Tardio

G-G 3 (30) 9 (18)

G-T 14 (35) 17 (59)

T-T 7 (35) 9 (23)

Totales 24 (100) 35 (100)

Alelos

G 20 (42) 35(50)

T 28 (48) 35(50)

Totales 48 78
*1n(%)
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8.2.5 Asociacion de COMT y esquizofrenia

La tabla 12 muestra la distribucion de genotipos y alelos de COMT en pacientes
con esquizofrenia. No se observa diferencia entre los grupos por genotipos
(x2=2.79, 4 gl p=0.59) ni por alelos (x2=2.00 2 gl, p=0.36). La muestra se dividio
por género, sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente
significativa por alelos (hombres x2=0.07, 4 gl, p=0.96, mujeres x2=3.34, 2 gl,
p=0.18) ni por genotipos (hombres x2=2.35, 4 gl, p=0.67, mujeres x2=3.43, 4 dl,

p=48). La distribucién de resultados es presentada en la tabla 13.

Tabla 12. Distribucion de genotipos y alelos de COMT en pacientes con
esquizofrenia, hermanos afectados y no afectados.

Genotipos  Probandos Hermanos H. No Afectados
Afectados

Val-Val 23 (0.41)* 26 (0.37) 14 (0.28)

Val-Met 25(0.45) 31(0.44) 27 (0.54)

Met-Met 7(0.14) 13 (0.19) 9(0.18)

Total 55 70 50

Alelos

Val 71 (0.64) 83 (0.59) 55 (0.55)

Met 39 (0.36) 57 (0.41) 45 (0.45)

Total 110 140 100
*1n(%)
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Tabla 13. Distribucién de las diferencias por género de acuerdo al genotipo de
COMT en probandos con esquizofrenia sus hermanos afectados y no
afectados.

Probando* Hermano Afectado Hermano no Afectado
Genotipos Hombre Mujer Hombre Mujer Hombre Mujer

Val-Val  13(0.34) 10(0.58) 10(0.28)  14(0.40)  4(0.22)  10(0.32)
Val-Met  18(0.47) 5(0.30)  20(0.57) 13(0.37)  13(0.68) 14 (0.45)
Met-Met  7(0.19) 2(0.12)  5(0.15)  8(0.23) 2 (0.10) 7(0.23)

Total 38 17 35 35 19 31
Alelos
Val 44(0.58) 25(0.73) 40(0.57) 41(0.58)  21(0.55)  34(0.55)
Met 32(042) 9(0.26) 30(0.43) 29(0.42)  17(0.44)  28(0.45)
Total 76 34 70 70 38 62

* n(%)
8.2.5.1 Asociacion de las caracteristicas clinicas de COMT vy
esquizofrenia

Basados en la teoria de que COMT puede modular la edad de inicio de la
esquizofrenia, la muestra se dividié de acuerdo a la edad de inicio en temprano y
tardio, el inicio temprano fue establecido de acuerdo a lo reportado en la literatura
en 18 afos y mayor a 19 inicio tardio. La tabla 14 muestra los grupos de inicio
temprano y tardio en los probando y sus hermanos afectados. Sin embargo, no se
observaron diferencias entre probandos (genotipos x2=0.60, p=0.73, alelos
¥x2=0.49, p=0.48) ni entre los hermanos afectados (genotipos x2=0.93, p=0.62,

alelos x2=0.99, p=0.31.

80



Tabla 14. Distribucion de la edad de inicio de la esquizofrenia de acuerdo al
genotipo de COMT. n(%).

Probando Hermano Afectado

Inicio Temprano Inicio Tardio Inicio Temprano Inicio Tardio
Genotipos
Val-Val 6 (0.35)* 16 (0.42) 10 (0.43) 16 (0.34)
Val-Met 8 (0.47) 18 (0.47) 10 (0.43) 21 (0.45)
Met-Met 3 (0.18) 4 (0.11) 3 (0.14) 10 (0.21)
Total 17 38 23 47
Alelos
Val 20 (0.59) 50 (0.66) 30 (0.56) 53 (0.56)
Met 14 (0.41) 26 (0.34) 16 (0.34) 41 (0.44)
Total 34 76 46 94

* n(%)

En el analisis de asociacion de COMT con los sintomas positivos y negativos, se

analizé cada una de las sub-escalas de SANS y SAPS y se asocié con los

genotipos de COMT, sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente

significativas (Tabla 15).
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Tabla 15.Asociacion de los genotipos de COMT y la gravedad de la

enfermedad. Escala de evaluacion de sintomas positivos (SAPS) y escala de
evaluacion de sintomas negativos (SANS).

COMT™ cCOMT'™ cCOMT™

n=23 n=25 n=7 P1*

(Promedio, ES)  (Promedio, ES) (Promedio, ES)
Aplanamiento
de la 18.26+1.79 14.84+1.96 14.76+2.77 0.38
afectividad
Alogia 10.34+1.15 7.76%x1.24 10.71+1.47 0.23
Abolicién 10.73+1.16 9.2+1.06 8.85+2.06 0.55
Anahedonia 14.30+1.43 12.2+1.30 13.14+2.66 0.56
Atencion: 6.04+0.82 5.48+0.84 6.14+1.22 0.86
Total SANS 60.0+5.75 49.48+5.64 53.57+8.83 0.41
Alucinaciones 5.73+1.51 5.36+1.28 4.19+2.04 0.85
Delirio 7.54+2.0 10.12+2.19 8.85+2.78 0.67
Conducta 1.83+0.6 3.32+0.92 1.71+1.22 0.35
Bizarra
PFTD** 6.25+1.34 6.76+1.47 7.57+2.47 0.90
Total SAPS 21.12+4.99 25.+5.27 22.28+6.94 0.81

*P1=ANOVA **PFTD = Trastorno formal del pensamiento
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8.2.6 Estudio de Meta-Analisis

Primero se procedié a la busqueda bibliografica. Se identificaron 24 trabajos, sin
embargo, sélo 21 estudios cumplieron con los criterios y sumando nuestra
muestra, se obtuvieron 22 estudios de asociacion, con un total de 2810 casos y
4197 controles. La tabla 16 muestra la informacién descriptiva y el tamafio de
muestra para cada uno de los estudios.

Los ORy los intervalos de confianza (IC) de la muestra total son presentados en la
figura 13. En el analisis por efectos aleatorios, la suma de los OR fue de 1.06 y los
IC 95%: 0.89-1.27, p=0.1586, indicando que en la muestra total no se encuentra
asociacion entre el alelo €4 y esquizofrenia. Sin embargo, los datos mostraron la
presencia de heterogeneidad (x=37.7, gl=21, p=0.0140). Al analizar la grafica de
Gallbraith se identific6 que la fuente de error fue dada por los trabajos de

Harrington y cols.,[90] Liu et al [101] y Chen et al. [103] (Figura 14).
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Tabla 16. Estudios de asociacion de casos y controles entre el alelo €4
de ApoE y esquizofrenia incluidos en el meta-analisis.

Pais Criterio (n)* Autor
Diagnostico  Esq**  Control
Estados Unidos =~ DSM-III-R 93 106 Arnold y cols., 1997 [93]
Finlandia DSM-IV 94 98 Kampman y cols., 2004 [24]
China DSM-IV 579 1528 Liu y cols., 2003 [101]
Espafia 1ICD-9 365 584 Martorell y cols., 2001 [100]
Inglaterra No especificado 42 131 Harrington y cols., 1995 [90]
Taiwan DSM-1V 237 137 Chen y cols., 1999 [103]
Espafia ICD-10 114 94 Durany y cols., 2000 [92]
Estados Unidos =~ DSM-III-R 40 57 Lodoso Torrecilla y cols.,
2006 [95]
Japén DSM-IV 54 33 Igata-Yi y cols., 1997 [97]
Canada No especificado 51 35 Joober y cols., 1996 [96]
Japon DSM-III-R 122 126 Kimura y cols., 1997 [97]
Japon DSM-IV 314 118 Kimura y cols., 2000 [97]
Inglaterra DSM-IV 60 60 Han y cols., 2006 [104]
Estados Unidos ~ DSM-IV 28 26 Moberg y cols., 2006 [105]
Espafia DSM-1V 106 250 Saiz y cols., 2002 [106]
Francia DSM-IV 114 91 Schurhoff'y cols., 2003 [69]
Italia DSM-III-R 69 121 Sorbi y cols., 1998 [99]
Francia DMS-III-R 45 98 Thibaut y cols., 1999 [107]
Taiwan DSM-IV 62 63 Hennah y cols., 2007 [64]
México DSM-IV 60 42 Tovilla, y cols.,. (2008) [108]
Estados Unidos =~ DSM-III-R 63 301 Town y cols., 1997 [98]
Alemania DSM-III-R 98 98 Zhuy cols., 1996 [55]

*n= Tamafio de la muestra, **Esq=Esquizofrenia
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Figura 13. Efectos aleatorios, IC 95% y OR de cada uno de los estudios y del meta-
andlisis de los 22 trabajos del alelo ¢4 de APOE y esquizofrenia
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Figura 14. Grafico de Galbraith. Heterogeneidad observada en la muestra

Efecto estandanzado

Grafico de Galbraith Liu

Harrintong
Armgdnpman
=4
Tovilla Schuehoff
4 c D”ﬁ”ﬂ' Martdre
?ﬂ Town
mdez
I uﬁ Kimura Kimura
*hit:-aut J‘
t23A

Liga
%
Chen

J- u

0 1 2 3 4

Precizion

influenciada por los estudios que se observan fuera de los intervalos de confianza.

En un segundo analisis, eliminando estos trabajos, se comprueba el resultado

inicial de no asociacion entre el alelo €4 y esquizofrenia (OR=1.04, IC 95% 0.90-

1.21, p=0.184) sin la presencia de heterogeneidad (x=18.8, gl=18, p=0.4) (Figura

15)
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la direccién del efecto global (Figura 16)
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Figura 16. Grafico de influencia. Muestra la fortaleza del meta-analisis al

Al analizar el grafico de Influencia se observé que nuestro meta-analisis conserva
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8.3 ESTUDIOS BASADO EN FAMILIAS

8.3.1 Estudio de Pares de Hermanos afectados

8.3.1.1 Sumario Estadistico

En este estudio, todos los 60 arboles familiares consistian de 2 generaciones, la
tabla 17 presenta el numero de pares formados dentro de las familias asi como los

datos tomados de forma individual.

Tabla 17. Sumario Estadistico, de la muestra analizada por PEDINFO de

S.A.G.E.

Pares Individual
Tomados sin 366 Hombres 153
parentesco
Hermanos-hermanos 46 Mujeres 151
Mujer-mujer 212
Hermanos- 107
Hermanas

8.3.1.2 Datos de la muestra

Analizamos la muestra para observar errores de tipo mendeliano. En la tabla 18 se
puede observar que en la muestra no estan presenten errores de tipo mendeliano

para ninguno de los genes analizados.
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Tabla 18. Datos de Calidad de la muestra, analizados por MARMAKER de

S.A.G.E.
Marcador Inconsistencias Num. De Familia Total
Datos
ApoE 0 60 60
ApoE-219 0 60 60
COMT 0 60 60
8.3.1.3 Frecuencias alélicas y genotipicas de la muestra

Al analizar las frecuencias genotipicas y alélicas en toda la muestra se observaron

las siguientes frecuencias. (Tabla 19).

Tabla 19. Frecuencias alélicas y genotipicas de los marcadores utilizados en el
estudio, analizadas por GENIBD de S.A.G.E.5.5.

Marcador Alelos Genotipos
ApoE 2 0.05 2/2 0.003
3 0.85 372 0.09
4 0.08 3/3 0.73
3/4 0.14
4/2 0.009
4/4 0.007
ApoE-219 G 0.45 G/G 0.21
T 0.55 G/T 0.50
T/T 0.29
COMT Val 0.6 Val/Val 0.34
Met 0.4 Val/Met 0.49
Met/Met 0.17
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8.3.2 Estudio de Asociacion en Presencia de Ligamiento.

8.3.2.1 ApoE

La tabla 20 presenta los resultados de alelos compartidos para el marcador ApoE
para la muestra general y subdividida de acuerdo al género. De manera
interesante, se observd asociacién en presencia de ligamiento porque el alelo €3
de ApoE presenta mayor numero de alelos compartidos en la muestra general
(x2=6.24, p=0.012); y se observO que este exceso de alelos compartidos es

aportado por el género femenino (x2=8.33, p=0.003)

Tabla 20. Analisis de Alelos compartido por IPD del gen ApoE usando X-

APL.
€2 &3 &4
General Frecuencia 0.062 0.858 0.08
Observada * 10.00 226.0 16
Esperada ” 15.54 215.98 21.62
Varianza ¢ 7.50 16.00 11.43
p 0.042 0.012 0.096
Mujeres Frecuencia 0.08 0.78 0.14
Observada 3.00 65 8.0
Esperada 6.33 58.98 12.74
Varianza 2.74 4.32 6.8
P 0.049 0.003 0.07
Hombres Frecuencia 0.03 0.91 0.06
Observada 2 94.0 4.0
Esperada 3.75 90.03 6.45
Varianza 2.8 6.54 4.18
p 0.296 0.12 0.23

*Observada: Alelos compartidos observados
®Esperada: Alelos compartidos esperados
¢Varianza: Varianza (O-E)
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8.3.2.2 Asociacion basada en familia e inicio temprano de la
esquizofrenia

Se analiz6 el polimorfismo de ApoE para determinar si se encontraba asociado
con el inicio temprano ¢ tardio de la enfermedad. Cuando se analizé la muestra
general, no se observé diferencia en ninguno de los alelos transmitidos de ApoE.
Sin embargo, en las familia con inicio temprano se observé una poca transmision
del alelo ApoE €2 (p=0.02), cuando se analizé en familias con inicio tardio no se

observaron diferencias estadisticamente significativas. Tabla 21.

Tabla 21. Analisis de asociacion del polimorfismo ApoE y la edad de inicio en
familias con esquizofrenia usando X-APL.

Inicio Alelo €2 Alelo €3 Alelo €4
Temprano

Frecuencia 0.01 0.85 0.14

Varianza (O-E) 0.000001 8.07 7.92

p 0.02 0.31 0.34
Inicio Tardio

Frecuencia 0.04 0.85 0.10

Varianza (O-E) 1.66 2.83 4.19

p 0.33 0.54 0.96
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8.3.3.1

ApoE-219G/T

La tabla 22, presenta los resultados del analisis de alelos compartidos, para el

marcador ApoE-219G/T, no se observd asociacion en presencia de ligamiento

entre los alelos transmitidos y no transmitidos cuando se analizé toda la muestra,

sin embargo, cuando se analizdé la muestra dividida de acuerdo al género, se

observé una asociacion sugestiva en presencia de ligamiento en el grupo de

varones.

Tabla 22. Analisis de Alelos compartido por IPD del marcador ApoE-219G/T

usando X-APL.

G T
General Frecuencia 0.45 0.55
Observada * 123.0 133.0
Esperada ° 114.84 141.15
Varianza ¢ 18.05 18.05
p 0.054 0.054
Mujeres Frecuencia 0.37 0.63
Observada 28.0 48.0
Esperada 27.65 48.34
Varianza 4.95 495
P 0.87 0.87
Hombres Frecuencia 0.46 0.54
Observada 54.0 48.0
Esperada 46.88 55.11
Varianza 9.54 9.54
p 0.021 0.021

*Observada: Alelos compartidos observados
®Esperada: Alelos compartidos esperados

¢ Varianza: Varianza (O-E)
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8.3.3.2 Asociacion basada en familia e inicio temprano de la
esquizofrenia

Se analizaron los polimorfismos de ApoE-219G/T para observar si los alelos de
este polimorfismo se encuentran en asociacidon con el inicio temprano 6 tardio de
la enfermedad, sin embargo no se observo diferencia en ninguno de los alelos
transmitidos de ApoE-219G/T. El analisis solo se pudo realizar en familias con
inicio tardio de la enfermedad (tabla 23) dado que muy pocas familias fueron
concordantes para el inicio temprano de la enfermedad.

Tabla 23. Analisis de asociacion del polimorfismo ApoE-219G/T y el inicio
tardio de la esquizofrenia usando X-APL.

Alelo Frecuencia Varianza (O-E) p
G 0.49 7.56 0.64
T 0.51 7.56 0.64

8.3.3.3 Analisis de Haplotipos

Cuando se realizé el analisis por haplotipos, se observé que el haplotipo mas

transmitido fue el ApoE €3/ApoE-219G. Tabla 24.
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Tabla 24. Pares de haplotipos transmitidos (ApoEeg2, €3, e4/ApoE-219G/T) analizados por X-APL.

ApoE €3/ApoE-219G  ApoE e4/ApoE-219G  ApoE €2/ApoE-219G  ApoE €3/ApoE-219T

ApoE €4/ApoE-219T

ApoE €2/ApoE-219T

General Frecuencia
Observada®
Esperada
Varianza

p

Femenino Frecuencia
Observada®
Esperada ®
Varianza

p

Masculino Frecuencia
Observada®
Esperada
Varianza

P

0.41 0.02 0.03 0.44 0.09 0.01
113.0 7.0 5.0 103.0 18.00 0.00
101.51 6.48 7.94 109.19 22.05 3.52
22.37 2.63 3.31 13.22 8.95 4.21
0.015 0.75 0.105 0.088 0.17 0.08
0.30 0.03 0.03 0.49 0.14 0.01
26.0 3.0 1.0 36.0 8.0 0.0
24.66 222 2.35 36.89 11.06 1.22
3.62 0.44 1.39 3.04 4.96 1.42
0.483 0.242 0.251 0.606 0.169 0.305
0.49 0.01 0.02 0.41 0.07 0.0
56.0 1.0 1.0 40.0 6.0 0.0
49.70 1.06 2.24 44.18 7.70 0.0
11.03 0.003 0.67 8.14 3.49 0.0
0.058 0.246 0.127 0.142 0.361 0.0

La cantidad de haplotipos omitidos en el analisis fue menor al 5%.
*Observada: alelos compartidos observados

®Esperada: alelos compartidos esperados

¢ Varianza: varianza de observada menos esperada

95



8.3.3.4

La tabla 25 presenta los resultados de asociacion en presencia de ligamiento del

analisis de alelos compartidos por IPD, para el marcador COMT. El analisis con

este gen no presentd diferencias.

Tabla 25. Analisis de alelos compartidos por IPD del marcador COMT usando

X-APL.
Val Met
General Frecuencia 0.6 0.4
Observada * 158.0 98.0
Esperada ° 155.7 100.2
Varianza ° 13.9 13.9
p 0.054 0.054
Mujeres Frecuencia 0.6 0.3
Observada 63.0 39.0
Esperada 65.0 36.9
Varianza 3.0 3.0
p 0.23 0.23
Hombres Frecuencia 0.54 0.45
Observada 56.0 38.0
Esperada 53.8 40.16
Varianza 9.17 9.17
p 0.47 0.47

? Observada: alelos compartidos observados
®Esperada: alelos compartidos esperados

¢Varianza: varianza de observada menos esperada
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9  DISCUSION

En el presente trabajo, se realizé un estudio de asociacién basado en familias de
los polimorfismos ApoE, ApoE-219G/T y COMTVal158/Met, utilizando la
metodologia de asociacidn en presencia de ligamiento, también, se realizaron
estudios basados en poblaciones del tipo casos-controles para el gen ApoE y
esquizofrenia, y se realizd6 un meta-analisis de ApoE €4 y la esquizofrenia y por
ultimo se asociaron los genes ApoE y COMT con la gravedad de la enfermedad en

los probandos con esquizofrenia.

9.1 Estudio de Asociacion basado en poblaciones

9.1.1 Estudios de asociacion de ApoE y Esquizofrenia

Se asocia un factor de riesgo (alelo 6 genotipo) y la enfermedad cuando existe
diferencia de la frecuencia a la exposicion de este factor en las poblaciones
estudiadas es decir en casos y en controles. Los estudios de asociacion son
metodologias ampliamente utilizadas en la busqueda de genes candidatos en
enfermedades complejas, a diferencia de los estudios de ligamiento, los estudios
de asociacion no requieren que se conozca el modelo genético de la enfermedad y
tienen como ventaja que se puede controlar el fenotipo a estudiar y a la vez es
posible tener grupos con caracteristicas homogéneas [69], también pueden

detectar genes de pequefno efecto, por lo que se decidi6 estudiar el gen de la
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ApoE en esquizofrenia utilizando este tipo de estrategia. Es importante mencionar
que este es el primer estudio de asociacion de ApoE y esquizofrenia en poblacion
mexicana.

Nuestros datos no replican los hallazgos de asociacion entre el alelo €é4 de ApoE y
esquizofrenia [90], ni en el analisis de la edad de inicio y gravedad del trastorno
[100, 102]. Sin embargo la falta de asociacion obtenida en este estudio esta
acorde a lo reportado por otros grupos [92, 96, 97, 147]. Estos datos sugieren que
ApoE €4 no esta asociado con la esquizofrenia, sin embargo, la pérdida de
reproducibilidad en los resultados, puede ser entendida cuando se analizan mas
cuidadosamente los trabajos en su conjunto. Uno de los factores importantes que
se ha propuesto que influye en la falta de reproducibilidad de los resultados son
diferencias en el criterio diagnéstico utilizado en los estudios [90]. Debido a que
entre otros criterios el diagndstico de esquizofrenia se basa en los orientados en
sintomas positivos y negativos, la seleccion de los casos debe obedecer estas
clasificaciones (subtipos de esquizofrenia) y no tomar a la esquizofrenia como
homogénea en cuanto a su etiologia. En este sentido se ha reportado la presencia
de errores en la clasificacion de los pacientes esquizofrénicos hasta en un 50%
[106]. Este alto porcentaje de error en el diagndstico de la enfermedad y en la
clasificacion de los pacientes se presenta en estudios donde los criterios que se
utilizan para la seleccion de éstos no son rigurosos. Asi, la diferencia entre los
reportes puede deberse a un mal diagnéstico de los pacientes, sin embargo, se ha
propuesto que pudiera ser también resultado de la diferencia en la naturaleza de la
muestra [69]. Otro factor que la literatura sugiere podria estar involucrado en la

pérdida de reproducibilidad de los resultados es el tamafio de muestra, pues se ha
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observado que los estudios que han analizado la asociacion de ApoE vy
esquizofrenia presentan bajos numeros de casos y controles, menores a 50 lo que
puede dar como resultados falsas asociaciones [100, 106, 108].

Otra de las posibles causas por las que no se observa la asociacion entre el gen
de la ApoE y esquizofrenia en poblacion mexicana podria ser por la presencia de
estratificacion poblacional, ya que en un estudio realizado con grupos indigenas
mexicanos, se reportan diferencias en las frecuencias de alelos del gen de la
ApoE entre Mestizos, Nahuas, Coras y Huicholes, demostrando la presencia de
heterogeneidad en poblacion mexicana en este locus particular [147] por lo que
estudios como el del presente trabajo utilizando la metodologia de asociacién
basada en familias, en el que participan pares de hermanos afectados, pueden
reducir la presencia de heterogeneidad dandole mayor fuerza al resultado al
reducir los falsos positivos.

Por otro lado, en la literatura existen pocos reportes que analizan la asociacién de
ApoE €4 y la edad de inicio de la esquizofrenia, hasta el momento no se ha
encontrado asociacion lo cual se replica en el presente estudio [55, 95, 98, 99,
105-107]. De la misma manera, se ha propuesto que edad de la primera
hospitalizacion y el numero de hospitalizaciones son marcadores de la gravedad
de la enfermedad, sin embargo, este analisis no mostré diferencias
estadisticamente significativas en la muestra. Los resultados sugieren que en la
poblacion mexicana ApoE €4 no estda asociado a un inicio temprano de la
enfermedad ni una mayor gravedad de los sintomas de la esquizofrenia.

Es interesante destacar que en el grupo de hermanos no afectados, se observé

mayor frecuencia del alelo ApoE €2 comparados con el grupo de probandos y de
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hermanos afectados, esto siguiere que ApoE €2 puede estar participando como un
factor protector al desarrollo de la esquizofrenia. Aunque este resultado, esta
acorde con otros reportados previamente, [93, 97], deben ser tomados con
cautela, ya que el pequefio tamafio de la muestra y la ausencia del genotipo ApoE
€2/2 en este estudio, no permitid evaluar con mayor precisién el efecto del alelo €2
en la proteccion sobre la edad de inicio de la esquizofrenia. Se ha observado que
ApoE €2 también tiene un efecto protector para otras enfermedades como el
sindrome de Down [87], por lo tanto, esta evidencia sugiere que la falta de ApoE
€2 en la muestra esta relacionada con la mayor frecuencia de esquizofrenia en la
poblacion mexicana. Es necesario estudios futuros con mayor tamano de muestra
para observar el efecto de ApoE €2 en la esquizofrenia y en especial en la

poblacion mexicana.

9.1.2 Asociacion de las caracteristicas clinicas

La literatura reporta que el dano cognitivo en la esquizofrenia es comun y se
refleja en diferentes dominios cognitivos, como son, déficit en memoria verbal, de
no verbal, en memoria global, en la coordinaciéon de los movimientos, en atencion
visual y auditiva, en inteligencia general, en habilidades espaciales, en funciones
ejecutivas, en lenguaje y en el funcionamiento social [138]. Sin embargo, las
principales funciones cognitivas afectadas son: déficit de atencion, deterioro en la
memoria verbal y déficit en la memoria de trabajo. El déficit de atencidon se

caracteriza por la pérdida de la atencidén selectiva, cambios en la concentracion y
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en la atencién voluntaria [50]. El analisis del estado cognitivo de los pacientes y su
asociacion con ApoE en este estudio no mostré asociaciéon de ApoE €4 y el
deterioro cognitivo. La probable asociacién de ApoE €4 y esquizofrenia se sustenta
en reportes que asocia a los portadores ApoE €4 con anormalidades en la regién
temporal y que esto podria alterar la cognicién de los pacientes. Otra asociacion
de ApoE €4 parte de la hipotesis de que el deterioro cognitivo presente en etapas
tempranas de la enfermedad de Alzheimer es similar al observado en los
pacientes con esquizofrenia [148, 149], sin embargo, es probable que otros
circuitos neuronales no permitan observar la asociacién de ApoE €4 y el deterioro
cognitivo en los pacientes con esquizofrenia [148, 149].

Por otro lado, se analiz6 la gravedad de los sintomas positivos y negativos, sin
embargo, no se observé asociacion de ApoE €4 con los sintomas de la
enfermedad. Los resultados concuerdan con reportes anteriores como el publicado
en 1997 por Pickar y cols., [102] que no observé asociacion de ApoE €4 vy los
sintomas positivos. Una de las posibles explicaciones es que las edades de los
pacientes incluidos en el estudio no son homogéneas y esto pudiera afectar al
observar el efecto de ApoE €4 en gravedad del los sintomas positivos y la
gravedad de los sintomas negativos. Otra posible causa puede deberse a que las
escalas aplicadas miden la gravedad de la enfermedad en un tiempo dado y no
representan la gravedad de los pacientes a lo largo de la vida, por lo que son
necesarias mas investigaciones que analicen la participaciéon de ApoE €4 en la
severidad del fenotipo clinico de los pacientes con esquizofrenia [108].

Por otro lado, respecto al polimorfismo ApoE-219G/T no observamos asociacion

de este y la edad de inicio de la enfermedad, deterioro cognitivo y la gravedad de
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los sintomas positivos y negativos. La literatura sélo presenta un estudio de
asociacion entre esta region regulatoria de ApoE y la esquizofrenia [150] y con
base en estos resultados y lo encontrado en la literatura no se puede descartar
que la region promotora de ApoE confiere un aumento a la susceptibilidad de
desarrollar la esquizofrenia, principalmente por tener unicamente dos estudios
reportados a la fecha con muy bajo tamafio de muestra, sin embargo, esto abre la
posibilidad de profundizar en el estudio de esta region polimérfica para evaluar
mas a fondo el papel de ApoE-219G/T y la esquizofrenia.

Por otro lado, el gen de la COMT se ha estudiado ampliamente en diversos
desordenes neuropsiquiatricos, y se sugiere como un gen candidato al desarrollo
de la esquizofrenia [151]. Estudios recientes presentan asociacion del alelo Val158
con esquizofrenia, sin embargo, por la falta de reproducibilidad de los resultados
éstos no son concluyentes [125]. En este estudio, no se observé asociacion entre
los genotipos de COMT y esquizofrenia, los resultados estan de acuerdo a los
publicados por otros grupos [119, 152, 153], sin embargo, existen reportes en los
que se observa susceptibilidad al desarrollo de esquizofrenia en pacientes con el
alelo Val158 [124, 154] y otros con Met158[110, 155], por lo que los resultados son
inconsistentes. Cuando presentan reportes por género la asociacion [110] se
observa principalmente en mujeres [151], sin embargo, en el presente estudio no
se observo esta asociacién. La diferencia en los resultados quiza puede ser
explicada en el contexto de algunas limitaciones, como el tamafio pequefio de la
muestra, por lo que se requiere de trabajos con mayor tamano de muestra que
podrian aportar mayor informacion sobre el papel de COMT Val158Met en la

esquizofrenia.
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A la region prefrontal, se le ha asociado con baja sefializacion dopaminérgica
prefrontal [111], esta se presenta en mayor grado cuando los pacientes son
portadores del genotipo Val158Val y existe evidencia que este genotipo pudiera
afectar la gravedad de los sintomas negativos, por lo que se dice que los
portadores del alelo Val158 presentan mayor gravedad de los sintomas de la
esquizofrenia [78], sin embargo, al analizar el total de la muestra, no se observd
diferencia en la gravedad de los sintomas positivos y negativos en los pacientes
portadores de los genotipos y alelos de COMT, esto concuerda con los reportes
previamente publicados [123]. Para explicar esta discrepancia en los resultados,
se propone que la respuesta es diferente en cada paciente dependiendo de genes
en otras regiones que pueden ser mas susceptibles a la variabilidad enzimatica de
COMT [133].

Recientemente, se ha planteado que la estabilidad cognitiva pudiera estar
correlacionada a la atencidén y las alucinaciones [156]. Es decir pacientes con
alucinaciones leves presentan menor deterioro cognitivo. Cuando se evaluaron las
funciones cognitivas de los pacientes no se observaron diferencias
estadisticamente significativas. En reciente publicacion Hanet y cols., [104],
observaron mayor gravedad de delirios y alucinaciones en pacientes portadores
del alelo Met que en Val. Lo que pude sugerir que los genotipos de COMT pueden
afectar la expresion de los sintomas positivos por una regulacién indirecta en los
niveles de la dopamina a nivel central, sin embargo, es necesario profundizar en

estudios para poder probar esta hipotesis [125, 133].
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En conclusién, nuestros estudios de asociacion no demuestran una relacién entre
los alelos ApoE €4, ApoE-219G/T y COMT vy pacientes con esquizofrenia, ni
asociacion de éstos con la gravedad de la sintomatologia clinica y el deterioro

cognitivo.

9.1.3 Estudio de Meta-analisis

La literatura sugiere que la estratificacion poblacional, el tamafo de muestra y los
criterios diagnosticos que definen a la muestra, contribuyen a la pérdida de la
reproducibilidad en los estudios de asociacion [100, 106], de tal manera que se
han propuesto otro tipo de metodologias que eviten este tipo de problemas [108].
Unos de ellos son los métodos meta-analiticos, los cuales son poderosas
herramientas que nos permiten analizar datos obtenidos de diversos estudios con
tamanos de muestra pequefios y con bajo poder estadistico. Recientemente el uso
de este tipo de estudios ha cobrado mayor importancia porque al agrupar los
resultados se presenta mejor interpretacion de los datos, por lo que en esta tesis
se realizé un estudio de meta-analisis que incluyd los trabajos reportados hasta la
fecha y nuestros datos de asociacion del alelo ApoE €4 y esquizofrenia.

Los criterios de seleccion de los estudios que se incluiran en el analisis son muy
importantes, ya que la informacion obtenida de los meta-analisis puede ser
tomada como concluyente respecto al tema y a la vez abre la puerta a futuros
estudios. El término meta-analisis se utilizé por primera vez en 1976 y define un
proceso de analisis de datos publicados en estudios sobre un topico en especifico.

Para realizar este tipo de estudios es muy importante, no sélo el tomar los datos
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de los articulos publicados en la literatura sino ademas, realizar una cuidadosa
seleccion de los datos, pues existen reportes basados en el mismo grupo de
pacientes lo cual podria sesgar los resultados del meta-analisis al no analizar
muestras independientes. En el presente trabajo se realizé un analisis cuidadoso
de los datos, dado que se tomaron en cuenta todas las posibles variables que
pudieran proporcionar falsos resultados. Los resultados no mostraron asociacién
entre el alelo €4 de ApoE y esquizofrenia, apoyando reportes previos con muestras
de menor tamafio (861 casos y 1843 controles) [69].

En el primer analisis el estudio mostré heterogeneidad, por lo que se procedio a la
busqueda de las causas, asi como a la evaluacion de la influencia de ésta en el
estudio; en un segundo analisis, solo se incluyeron los reportes dentro de la curva
de homogeneidad y los resultados nuevamente no indicaron asociacién del alelo
€4 de ApoE y esquizofrenia. De manera interesante, dos de los tres estudios que
aportaban heterogeneidad en el analisis, fueron realizados en poblaciones de
origen asiatico.[101, 103]. Esta diferencia en la frecuencia alélica de ApoE en
poblacion asiatica ya ha sido observada en el meta-analisis reportado por
Schurhoff et al.[69] y en un reporte de Hallman et al.[157] por lo que se ha
sugerido que el alelo ¢4 de ApoE podria tener un efecto protector en esta
poblacion y no de riesgo como en la poblacion caucasica [69]. Podemos concluir
que el estudio de meta-analisis no apoya la asociacion entre el alelo ApoE €4 y

esquizofrenia [108].
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9.2 Estudio de asociacion basado en familias

Hasta aqui se utilizaron dos diferentes metodologias para poder conocer cual es el
papel de ApoE y COMT en el desarrollo de la esquizofrenia, sin embargo dada la
falta de reproducibilidad de los resultados es necesario la utilizacién de otro tipo de
metodologias, como lo son los estudios de asociacion basados en familias que
podrian ayudar a aclarar el papel de estos locus en el desarrollo de la
esquizofrenia [108].

Utilizando la metodologia de asociacion en presencia de ligamiento se investigo la
asociacion de las regiones, ApoE, ApoE-219G/T y COMT observando la
frecuencias de alelos compartidos en los pares de hermanos con esquizofrenia.

La eleccion del programa APL para el analisis se debié porque su algoritmo se
basa en la diferencia entre el niumero de copias observadas de un alelo especifico
en los hermanos afectados y las compara con el numero esperado de copias
condicionadas estas por los genotipos de los padres, bajo la hipotesis nula de no
ligamiento y no asociacion en familias nucleares. Este programa se ajusté a las
caracteristicas de la muestra por que puede analizar familias con mas de tres
hermanos afectados y a la vez incluye en el analisis la cantidad de hermanos no
afectados presentes en las familias, en esta muestra las familias fueron de
distintos tipos (figuras 12 y 13). Una ultima razén para utilizarlo es porque el
programa utiliza simulaciéon con los datos y sus resultados son mas informativos
que los comparados con otros programas de su tipo como es FBAT y PDT porque

reduce los falsos positivos [145].
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Este es el primer estudio usando pares de hermanos afectados que investigo la
region cromosomica 19q13.2 que contiene el gen de la ApoE. Se observo que el la
poblacion mexicana existe una asociacion en presencia de ligamiento del alelo €3
de ApoE, esto debido a que esta presente un aumento en la probabilidad de
transmision de ApoE €3 de los padres a los hijos afectados y una disminucion de
la transmisién de los alelos ApoE €2 y €4, por lo que los resultados sugieren que
ApoE €3 puede ser un importante alelo de susceptibilidad para el desarrollo de la
esquizofrenia [108].

Con base en este resultado, se decidié analizar la muestra de acuerdo al género y
se observo que la asociacion en presencia de ligamiento se pierde en el género
masculino, sin embargo, en las mujeres ApoE €3 contribuye al desarrollo de la
esquizofrenia, porque la frecuencia observada es superior a la esperada (p=0.003)
y como se puede observar el anadlisis de este grupo es estadisticamente
significativo hacia este alelo, por lo que los resultados sugieren que en mujeres
ApoE €3 puede contribuir al desarrollo de la esquizofrenia. Esta asociaciéon en
presencia de ligamiento es un importante resultado, aunque, es necesaria la
realizacién de futuros estudios con mayor numero de familias para mostrar mayor
poder estadistico.

De manera muy interesante, estos resultados presentan una baja transmisién de
ApoE €2 cuando se analiza la muestra total; un resultado similar se observo
cuando se analizé unicamente por probandos y a la vez este se observo al realizar
el analisis de la edad de inicio de la esquizofrenia. Tomados estos datos en su
conjunto podrian sugerir que ApoE €2 protege contra el desarrollo de la

esquizofrenia. Sin embargo, por el pequeio tamano de la muestra, este hallazgo
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debe ser tomado con cautela. La influencia de ApoE €2 ha sido estudiada en
diversos desérdenes neuropsiquiatrico, algunos reportes lo sitian como un factor
de proteccion al desarrollo del Alzheimer [158], mayor longevidad en pacientes
con sindrome de Down [87], proteccion hacia el desarrollo de demencia [87] y
proteccién contra el inicio temprano de la esquizofrenia [97]. Si bien, el mecanismo
por el que ApoE pudiera estar participando en los diferentes procesos
patogénicos, es aun desconocido [108].

Por otro lado, se conoce que la region promotora de ApoE contiene varios
elementos que regulan la actividad de transcripcion de ApoE [159]. A pesar que la
region promotora de ApoE contiene varios polimorfismos, el unico que se ha
asociado con esquizofrenia es el polimorfismo ApoE-219G/T, por esto se incluyd
en el analisis de asociacién en presencia de ligamiento y se observé que en los
hombres el alelo ApoE-219G es mayormente transmitido que el alelo ApoE-219T.
Esto sugiere que el efecto de ApoE en esquizofrenia es tipo género-dependiente.
En la literatura se ha propuesto que el polimorfismo ApoE -219G/T produce
variaciones en la actividad transcripcional de ApoE en las células neuronales,
mientras que el alelo G se le ha relacionado con mayor actividad transcripcional
[160], lo que puede sugerir que ApoE puede tener un papel muy importante y
especifico en alguna patologias lo que abre la posibilidad a futuros estudios [108,
161, 162].

Para observar como participan los genes en el desarrollo de la esquizofrenia, se
construyeron haplotipos de ApoE/ApoE-219. Se observé que el haplotipo mas
trasmitido fue el ApoE €3/ApoE-219G, la mayor frecuencia de este haplotipo sélo

fue observada en la muestra general, pero no se observé cuando se realizé el
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analisis género-especifico. Este haplotipo se ha asociado con el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares y con niveles altos de colesterol sanguineo [163,
164], por lo cual es necesario desarrollar estudios aumentando el niumero de
familias.

Los resultados obtenidos del analisis de asociacién en presencia de ligamiento
sugieren que la variacion alélica en el gen ApoE o en la region promotora podria
estar participando en el desarrollo de la esquizofrenia. La importancia de estos
resultados es que a pesar de existir estudios de asociacion utilizando los genes
analizados, no existen reportes utilizando la metodologia de asociacién en
presencia de ligamiento. Este tipo de estudios debido a su disefio puede servir de
base para abundar en el estudio de estos genes especialmente en la poblacion
mexicana ya que el aumento en la frecuencia de alelos compartidos revela que
esta regién podria estar participando en el desarrollo de la esquizofrenia.

Por otro lado, cuando se analizé el gen COMT no se observd asociacion en
presencia de ligamiento en ninguno de sus alelos, esto sugiere que COMT no es
un factor de susceptibilidad al desarrollo de la esquizofrenia. Una de las limitantes
de este estudio es su pequefio tamafio de muestra aunque el poder para detectar
el efecto genético es aceptable. No fue posible con el numero de familias
analizadas observar el efecto de COMT, quiza porque el efecto que aporta a la
susceptibilidad al desarrollo de la esquizofrenia es pequefo.

Aunque los resultados no aportan evidencia de COMT como factor de
susceptibilidad al desarrollo de la esquizofrenia, esta region es de gran interés por
lo que son necesarios futuros estudios con mayor tamafio de muestra que utilicen

la metodologia empleada en este estudio. Los estudios que utilizan familias en su
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diseno como este, tienen mayor poder estadistico, porque reducen Ila
estratificacion poblacional y el error de falsos positivo con lo que el poder

aumenta.

CONCLUSIONES

e En el estudio basado en familias se observd asociacion con esquizofrenia
de manera género dependiente en mujeres y que el haplotipo ApoE
€3/ApoE -219G aumenta el riesgo para esquizofrenia en pares de hermanos

afectados.

e En ambos estudios, basados en familias y en poblaciones, se observé que
ApoE €2 podria tener un efecto protector en el desarrollo de la esquizofrenia
en poblaciéon mexicana.

e En los estudios basados en poblaciones, de casos-control y meta-analitico,
se observo que el alelo ApoE €4 no se asocia con la esquizofrenia, ni con
las caracteristicas clinicas de la enfermedad.

e En todos los estudios realizados se observdé que COMT no esta asociado

con la esquizofrenia ni con las caracteristicas clinicas de la enfermedad.
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